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DESCRIPCION
Receptores quiméricos para antigenos y usos de estos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a receptores quiméricos para antigenos, linfocitos T que expresan receptores
quiméricos para antigenos y receptores quiméricos para antigenos para su uso en la prevencioén y/o el tratamiento del
cancer, segln el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

Antecedentes de la invencion

El sistema inmunitario cuenta con mecanismos muy evolucionados y especificos que nos protegen de diversas
patologias. Entre estas patologias se encuentra la deteccién y eliminacién de patégenos no deseados como
infecciones bacterianas, células infectadas por virus y, lo que es méas importante, células mutadas que pueden causar
neoplasias malignas (cancer). La capacidad del sistema inmunitario para prevenir la formacién y el crecimiento de
canceres depende de la capacidad de las células del sistema inmunitario para distinguir entre una célula "sana" y una
célula "enferma" (p. ej., neoplasica o preneoplasica). Esto se logra mediante el reconocimiento de marcadores
celulares (antigenos) que son indicativos de la transicion en una célula de un estado sano a un estado enfermo.

Ha habido muchos intentos de desarrollar enfoques inmunoterapéuticos para tratar el cancer al manipular o dirigir el
sistema inmunitario a células diana que expresan antigenos de células cancerosas. Los enfoques inmunoterapéuticos
se han centrado en gran medida en explotar el sistema inmunitario humoral mediante la utilizacién de anticuerpos
aislados o disefiados 0, mas recientemente, la rama celular del sistema inmunitario.

Los primeros intentos de utilizar inmunoterapia celular para el tratamiento del cancer utilizaron linfocitos T aislados de
tumores y expandidos ex vivo. Si bien este enfoque ha proporcionado alguna promesa inicial en las primeras
investigaciones, existen muchos desafios técnicos asociados con este enfoque. La capacidad de aislar y expandir
poblaciones de linfocitos T a cantidades clinicamente relevantes es técnicamente desafiante y la naturaleza mal
controlada de la expansién da como resultado una poblacién final de linfocitos T que es claramente heterogénea y
puede contener solo una pequefia cantidad de linfocitos T especificos para el antigeno canceroso. Como resultado, la
eficacia de este método es impredecible y variable.

Con el fin de abordar algunas de las deficiencias relacionadas con el uso de linfocitos T expandidos ex vivo aislados
de tumores, los receptores quiméricos para antigenos (CAR o receptores de linfocitos T artificiales) comenzaron a
desarrollarse a fines de la década de 1980. Los receptores quiméricos para antigenos se crean al enlazar una regién
extracelular que es especifica para un antigeno deseado a una regién de senalizacién, lo que da como resultado un
receptor especifico para antigeno que puede inducir la funcién de los linfocitos T.

La transformacion de linfocitos T aislados con CAR da como resultado una poblacion de linfocitos T que son
especificos para un antigeno dado. Como resultado, se pueden generar grandes poblaciones de linfocitos T
especificos para antigeno y utilizarlas para inmunoterapia.

Los ensayos clinicos iniciales de linfocitos T transformados con CAR especificos para antigenos asociados a tumores
fueron prometedores. Sin embargo, la eficacia de los linfocitos T transformados con CAR condujo a una
hipercitocinemia significativa y, en ultima instancia, a la muerte de algunos pacientes. Se cree en gran medida que
estos efectos adversos son inducidos por la actividad especifica para la diana, pero inespecifica para el tumor, de los
linfocitos T transformados con CAR inducida como resultado de la expresién enddgena del antigeno afin para el CAR
en poblaciones de células sanas, no cancerosas.

La publicacién internacional WO 2012/079000 A1 describe la generacién de linfocitos T modificados genéticamente
que expresan un CAR que comprende un dominio de unién a antigeno, un dominio transmembrana y multiples
regiones de sefalizacion.

La publicacion internacional WO 2014/055657 A1 describe la generacién de linfocitos T genéticamente modificados
que contienen un primer y un segundo CAR, en donde cada uno contiene distintas regiones de sefializacion.

La publicacion internacional WO 2011/075789 A1 describe el uso de anticuerpos dirigidos contra receptores P2X7 no
funcionales para la terapia del cancer.

La publicacion internacional WO 2011/020155 A1 describe anticuerpos especificos contra receptores P2X7 no
funcionales y la generacion de proteinas de fusién para dirigir un polipéptido heterélogo o un agente citotéxico
conjugado a una célula cancerosa.

BARDEN, J.A. et al., revelan una visién general de la expresidon del receptor P2X7 no funcional en diferentes lineas
celulares y proponen nfP2X7 como una diana terapéutica para la terapia del cancer.

Por lo tanto, es evidente que existe la necesidad de desarrollar un CAR que se dirija a un antigeno asociado a un tumor
que es expresado selectivamente por células cancerosas, pero no expresado endégenamente en células no cancerosas.
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La descripcién de documentos, acciones, materiales, dispositivos, articulos y similares se incluye en esta memoria
descriptiva Unicamente con el propésito de proporcionar un contexto para la presente invencion. No se sugiere ni se
representa que alguno o todos estos asuntos formen parte de la base de la técnica anterior o fueran de conocimiento
general comudn en el campo relevante para la presente invencion tal como existia antes de la fecha de prioridad de
cada reivindicacion de esta solicitud.

Compendio de la invencion

La presente invencion se basa en parte en el reconocimiento de que debido a la actividad significativa “especifica para
la diana” pero “inespecifica para el tumor” de las células inmunitarias que expresan CAR, existe la necesidad de
desarrollar un CAR y una célula modificada genéticamente que lo expresa, que se dirija a un marcador asociado
especificamente con una variedad de células neoplésicas (cancerosas) o preneoplésicas (precancerosas). Los
inventores han reconocido que un receptor P2X7 disfuncional es un marcador adecuado para dirigirse con un CAR.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invenciéon proporciona un receptor quimérico para antigeno que
incluye un dominio de reconocimiento de antigeno que reconoce un receptor P2X7 disfuncional; un dominio
transmembrana; y un dominio de sefializacién que incluye una porcion de sefalizacion intracelular de un receptor de
activacién y/o una porcion de sefalizacion intracelular de un receptor coestimulador.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno reconoce un epitopo asociado con un sitio de
unién a trifosfato de adenosina (ATP) del receptor P2X7 disfuncional. En algunas realizaciones, el receptor P2Xz
disfuncional tiene una capacidad reducida para unirse a ATP en el sitio de union a ATP en comparacién con la
capacidad de unién a ATP de un receptor P2X7 natural (funcional). En algunas realizaciones, el receptor P2X7
disfuncional no puede unirse a ATP en el sitio de unién a ATP.

En algunas realizaciones, el receptor P2X7 disfuncional tiene un cambio conformacional que hace que el receptor sea
disfuncional. En algunas realizaciones, el cambio conformacional es un cambio de un amino&cido de la conformacion
trans a la conformacién cis. En algunas realizaciones, el aminoacido que ha cambiado de una conformacion trans a
una conformacion cis es prolina en la posicion aminoacidica 210 del receptor P2X7 disfuncional.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno reconoce un epitopo que incluye la prolina en la
posicién aminoacidica 210 del Receptor P2X7 disfuncional. En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento
de antigeno reconoce un epitopo que incluye uno o mas residuos aminoacidicos que van desde la glicina en la posicion
aminoacidica 200 hasta la cisteina en la posicién aminoacidica 216, inclusive, del receptor P2X7 disfuncional.

El dominio de reconocimiento de antigeno del CAR puede ser cualquier molécula adecuada que pueda interactuar y
reconocer especificamente un receptor P2X7 disfuncional. Sin embargo, en algunas realizaciones, el dominio de
reconocimiento de antigeno incluye homologia de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo, o un fragmento de este, que se une al receptor P2X7 disfuncional. En algunas realizaciones, el dominio de
reconocimiento de antigeno incluye homologia de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de una
porcién de unién a antigeno de fragmento (Fab) de un anticuerpo que se une a un receptor P2X7 disfuncional. En
algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye la homologia de la secuencia de
aminodcidos con la secuencia de aminoacidos de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) o un scFv
multivalente que se une a un receptor P2X7 disfuncional. En algunas realizaciones, el scFv multivalente es un scFv
divalente o trivalente.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye homologia de secuencia de aminoacidos
con un dominio de anticuerpo Unico (sdAb, por sus siglas en inglés) que se une a un receptor P2X7 disfuncional.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye un péptido de unién que incluye homologia
de secuencia de amino&cidos con una 0 mas regiones CDR de un anticuerpo que se une a un receptor P2X7
disfuncional. En algunas realizaciones, el péptido vinculante incluye homologia de secuencia de aminoacidos con los
dominios CDR1, 2 y 3 de la cadena VH y/o VL de un anticuerpo que se une a un receptor P2X7 disfuncional. En algunas
realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una o mas secuencias de aminoacidos que son al
menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % 0 94 % idénticas a una cualquiera de las regiones que abarcan las posiciones
30 a 35, 50 a 67 0 98 a 108 de las secuencias establecidas en las SEQ ID NOS: 10, 32, 33 o 34. En algunas
realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una o mas de las secuencias que abarcan las
posiciones 30 a 35, 50 a 67 0 98 a 108 de las secuencias establecidas en las SEQ ID NOS: 10, 32, 33 0 34. En algunas
realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una o mas de las secuencias establecidas en las SEQ
ID NOS: 10, 32, 33 0 34.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion incluye una porcién derivada de un receptor de activacion. En
algunas realizaciones, el receptor de activacién es un miembro del complejo de correceptor de CD3 o es un receptor
Fc. En algunas realizaciones, la porcién derivada del complejo correceptor de CD3 es CD3-C. En algunas realizaciones,
la porcion derivada del receptor Fc es FceRlI o FcyRI.
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En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacion incluye una porcion derivada de un receptor coestimulador. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacién incluye una porcién derivada de un receptor de activacion y una
porcién derivada de un receptor coestimulador. En algunas realizaciones, el receptor coestimulador se selecciona del
grupo que consiste en CD27, CD28, CD30, CD40, DAP10, OX40, 4-1BB (CD137) e ICOS.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico que incluye una secuencia
de nucleétidos que codifica el receptor quimérico para antigeno segun el primer aspecto de la invencién.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona una construcciéon de acido nucleico que incluye una molécula
de &cido nucleico segun el segundo aspecto de la invencién. En algunas realizaciones, la expresion de la molécula de
acido nucleico esta bajo el control de una secuencia de control de la transcripcion. En algunas realizaciones, la
secuencia de control de la transcripcién puede ser un promotor constitutivo o un promotor inducible.

En algunas realizaciones del tercer aspecto de la invencion, la construccién de acido nucleico incluye ademas un sitio
de entrada de ribosoma interno (IRES, por sus siglas en inglés) que permite el inicio de la traduccién dentro del ARNm
una vez expresado a partir de la construccion de acido nucleico.

En algunas realizaciones del tercer aspecto de la invencién, la construccién de acido nucleico es un vector tal como
un vector viral, que puede usarse para transformar un linfocito T para inducir la expresién del CAR.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona una célula modificada genéticamente que incluye un CAR
segun el primer aspecto de la invencion. En algunas realizaciones, la célula incluye dos o mas CAR diferentes.

En un quinto aspecto, la presente invencién proporciona una célula genéticamente modificada que incluye una
molécula de acido nucleico segun el segundo aspecto de la invencion, o una construccién de acido nucleico segun el
tercer aspecto de la invencion, o una forma genémicamente integrada de la construccion. En algunas realizaciones,
la molécula de acido nucleico o la construccion de acido nucleico codifica dos o mas CAR diferentes.

En algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencidn, los dos o mas CAR diferentes tienen dominios
de senalizacién diferentes.

En algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencion, la célula incluye un primer CAR con un
dominio de sefalizaciéon que incluye una porcién derivada de un receptor de activacion y un segundo CAR con un
dominio de sefalizacién que incluye una porcién derivada de un receptor coestimulador. En algunas realizaciones, el
receptor de activacion es un miembro del complejo de correceptor de CD3 o es un receptor Fc. En algunas
realizaciones, el receptor coestimulador se selecciona del grupo que consiste en CD27, CD28, CD30, CD40, DAP10,
0X40, 4-1BB (CD137) e ICOS.

En algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencion, la célula se modifica adicionalmente para
expresar constitutivamente receptores coestimuladores. En algunas realizaciones, la célula se modifica adicionalmente
para expresar ligandos para los receptores coestimuladores, facilitando asi la autoestimulacién de la célula.

En algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencion, la célula se modifica adicionalmente para
secretar citocinas. En algunas realizaciones, las citocinas se seleccionan del grupo que consiste en IL-2, IL-7, IL-12,
IL-15, IL-17 e IL-21, 0 una combinacion de estas.

En algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencién, la célula es un leucocito. En algunas
realizaciones, la célula es una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), un linfocito,
un linfocito T (que incluye un linfocito T CD4+ o un linfocito T CD8+), una célula citolitica natural o un linfocito T citolitico
natural.

En un sexto o séptimo aspecto, la presente invencion proporciona una célula genéticamente modificada segun la
invencion para su uso en un método para destruir una célula que expresa un P2X7 disfuncional, el método que incluye
exponer la célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional a una célula genéticamente modificada segun los
aspectos cuarto o quinto de la invencién.

En algunas realizaciones de los aspectos sexto y séptimo de la invencion, la célula que expresa un receptor P2X7
disfuncional se expone a la célula genéticamente modificada junto con una citocina exégena. En algunas realizaciones,
la célula modificada genéticamente es una célula modificada genéticamente, autéloga de la célula que expresa un
receptor P2X7 disfuncional.

En algunas realizaciones de los aspectos sexto y séptimo de la invencion, la célula que expresa un receptor P2X7
disfuncional es una célula cancerosa. En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en;
cancer de cerebro, cancer de eso6fago, cancer de boca, cancer de lengua, cancer de tiroides, cancer de pulmoén, cancer
de estdbmago, cancer de pancreas, cancer de rifdn, cancer de colon, cancer de recto, cancer de prostata, cancer de
vejiga, cancer de cuello uterino, canceres de células epiteliales, cancer de piel, leucemia , linfoma, mieloma, cancer
de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio y cancer de testiculo. En algunas realizaciones, el cancer se
selecciona del grupo que consiste en; cancer de pulmén, cancer de eséfago, cancer de estbmago, cancer de colon,
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cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, canceres de vagina, canceres de células epiteliales,
cancer de piel, canceres relacionados con la sangre, cancer de mama, cancer de endometrio, cancer de Utero y cancer
de testiculo.

En algunas realizaciones de los aspectos sexto y séptimo de la invencion, el cancer es metastasico. En algunas
realizaciones, el cancer es cancer en etapa lll o es cancer en etapa IV.

En un octavo aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que incluye una célula
modificada genéticamente segun el cuarto o quinto aspecto de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica incluye adyuvantes adecuados que pueden consistir
en citocinas. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica también puede incluir un intermediario como se
describe en la presente memoria.

Breve descripcion de las figuras

Para una mayor comprension de los aspectos y ventajas de la presente invencion, debe hacerse referencia a la
siguiente descripcion detallada, tomada junto con los dibujos adjuntos.

Figura 1 - un esquema que muestra la disposicion de un receptor quimérico para antigeno (CAR) anti-receptor P2X7
disfuncional (nf) segln una realizacién de la presente invencion.

Figura 2 - un esquema que muestra el plasmido BLIV utilizado para la expresion del CAR anti-receptor P2X7 nf en la
Figura 1.

Figura 3 - un gel de electroforesis que muestra fragmentos de restriccion de ADN restringido por BamHI aislado de
clones de E. coli transformados con el plasmido BLIV.

Figura 4 - un gel de electroforesis que muestra fragmentos de restriccién de ADN restringido por EcoRI, BamHI 'y Pstl
aislado de clones de E. coli seleccionados transformados con el plasmido BLIV.

Figura 5 - muestra imagenes de microscopia de células 293T transfectadas con plasmidos necesarios para la
construccion de vectores lentivirales que contienen la construccion BLIV-CAR-bisagra corta y células 293T
transducidas con sobrenadante que contiene los vectores lentivirales.

Figura 6 - muestra imagenes de microscopia de células 293T transfectadas con plasmidos necesarios para la
construccion de vectores lentivirales que contienen la construccion BLIV-CAR-bisagra larga y células 293T
transducidas con sobrenadante que contiene los vectores lentivirales.

Figura 7 - Analisis FACS de la pureza celular de los linfocitos T purificados con el kit de enriquecimiento de linfocitos
T CD8+ humanos RosetteSep.

Figura 8 - Analisis FACS de ensayos de destruccién que comprenden el cocultivo de linfocitos T CD8+ y células BT549.

Figura 9 - Grafico que ilustra el porcentaje de células diana marcadas con tinte eliminadas después de 48 horas de
cocultivo con linfocitos T CD8+ transducidos con vectores lentivirales que contienen los plasmidos BLIV-CAR-bisagra
corta y BLIV-CAR-bisagra larga en comparacion con linfocitos T CD8+ no transducidos y linfocitos T CD8+
transducidos con plasmidos BLIV vacios.

Figura 10 - Alineacion de los péptidos de unién PEP2-2-1-1, PEP2-472-2 y PEP2-2-12 con anticuerpos dirigidos contra
el receptor P2X7 nf.

Figura 11 - Un esquema que muestra la disposicién de un CAR anti-receptor P2X7 nf segun una realizacién adicional
de la presente invencion.

Figura 12 - Un esquema que muestra el plasmido pCDH utilizado para la expresion de un CAR anti-receptor P2X7 nf
de la Figura 11.

Figura 13 - Un gel de electroforesis que muestra fragmentos de restriccion de ADN restringido por EcoRl y Not |
aislado de clones de Sure 2 seleccionados, transformados con el plasmido pCDH.

Figura 14 - Analisis FACS de la eficacia de transfeccion de células HEK293T.
Figura 15 - Histogramas representativos del andlisis FACS de la eficacia de la transduccion lentiviral.
Figura 16 - Analisis FACS del porcentaje de células CD8 transducidas que expresan GFP.

Figura 17 - llustracion de la cadena principal de la proteina de fusiéon para la generacion de receptores P2Xz
disfuncionales y funcionales.

Figura 18 - Un gel de electroforesis que muestra fragmentos de restriccion de ADN restringido por Bam HIl'y Pmel
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aislado de clones de E.cloni ®10G seleccionados transformados con EXD2_K193A o EXD2_WT que contienen
vectores pDONR-107.

Figura 19 - Un gel de electroforesis que muestra fragmentos de restriccion de ADN restringido por Bam HI aislado de
clones de E.cloni ®10G seleccionados transformados con EXD2_K193A o EXD2_WT que contienen vectores pLV-416.

Figura 20 - Analisis FACS de transduccion de empaquetamiento lentiviral de células HEK293 con pLV-416-
EXD2_K193Ay pLV-416-EXD2_WT.

Figura 21 - Andlisis FACS de la transduccion de HEK293 con lentivirus que contienen construcciones pLV-416-
EXD2_K193A o pLV-416-EXD2_WT.

Figura 22 - Gréafico que ilustra la destruccion de células diana HEK que expresan P2X7 nfy células de cancer de mama
231 mediante linfocitos T que expresan los CAR PEP2-2-1-1, PEP2-472-2

Descripcion detallada de la invencion

Las secuencias de nucleotidos y polipéptidos a las que se hace referencia en la presente memoria estan representadas
por un numero de identificacion de secuencia (SEQ ID NO:). En la Tabla 1 se proporciona un resumen de los
identificadores de secuencia. También se proporciona una lista de secuencias al final de la memoria descriptiva.

Tabla 1

Resumen de identificadores de secuencia

Identificador de secuencia |Secuencia

SEC ID NO: 1 Secuencia de ARNm del receptor P2X7 humano

SEC ID NO: 2 Secuencia codificante (ADNc) del receptor P2X7 humano

SEC ID NO: 3 Secuencia de aminoacidos del receptor P2X7 humano

SEC ID NO: 4 Secuencia de aminoacidos de la cadena CD3(

SEC ID NO: 5 Secuencia de amino&cidos de la cadena CD3¢

SEC ID NO: 6 Secuencia de aminoacidos de la cadena CD3y

SEC ID NO: 7 Secuencia de amino&cidos de la cadena CD3%

SEC ID NO: 8 Secuencia de amino&cidos de FceR1

SEC ID NO: 9 Secuencia de aminoacidos de FcyRlI

SEC ID NO: 10 Secuencia de amino4cidos de PEP2-2-3

SEC ID NO: 11 Secuencia de nucleétidos de PEP2-2-3

SEC ID NO: 12 Secuencia de amino4cidos de sefalizacién de CD8a

SEC ID NO: 13 Secuencia de nucleétidos de sefalizacion de CD8a

SEC ID NO: 14 Secuencia de aminoacidos de bisagra larga

SEC ID NO: 15 Secuencia de nucleétidos de bisagra larga

SEC ID NO: 16 Secuencia de aminoacidos de bisagra corta

SEC ID NO: 17 Secuencia de nucleétidos de bisagra corta

SEC ID NO: 18 Secuencia de aminoacidos de una porcién del receptor coestimulador de CD28
SEC ID NO: 19 Secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 18

SEC ID NO: 20 Secuencia de aminoacidos de una porcién del receptor coestimulador de OX40
SEC ID NO: 21 Secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 20

SEC ID NO: 22 Secuencia de aminoacidos de una porcién del complejo correceptor de CD3 zeta
SEC ID NO: 23 Secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 22

SEC ID NO: 24 Secuencia de amino&cidos de P2A

SEC ID NO: 25 Secuencia de nucleétidos de P2A

SEC ID NO: 26 Secuencia de aminoacidos de CAR del péptido de unién a PEP2-2-3 - bisagra larga
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Identificador de secuencia |Secuencia

SEC ID NO: 27 Secuencia de aminoacidos de CAR del péptido de unién a PEP2-2-3 - bisagra corta
SEC ID NO: 28 Secuencia de nucleétidos de CAR del péptido de union a PEP2-2-3 - bisagra larga
SEC ID NO: 29 Secuencia de nucleétidos de CAR del péptido de union a PEP2-2-3 - bisagra corta
SEC ID NO: 30 Secuencia de amino&cidos lider de CD8 humano

SEC ID NO: 31 Secuencia de nucleétidos de CD8 humano

SEC ID NO: 32 Secuencia de aminoacidos del péptido de union a PEP2-2-1-1

SEC ID NO: 33 Secuencia de amino&cidos del péptido de unién a PEP2-472-2

SEC ID NO: 34 Secuencia de aminoacidos del péptido de union a PEP2-2-12

SEC ID NO: 35 Secuencia de nucleétidos del CAR PEP2-2-1-1

SEC ID NO: 36 Secuencia de nucleétidos del CAR PEP2-472-2

SEC ID NO: 37 Secuencia de nucleétidos del CAR PEP2-2-12

SEC ID NO: 38 Cebador pCHD-CMV-Dir

SEC ID NO: 39 Cebador pCHD-coGFP-Inv

SEC ID NO: 40 Cebador 2-2-1-1-Inv

SEC ID NO: 41 Cebador 2-2-1-1-Dir

SEC ID NO: 42 Cebador 2-472-2-Inv

SEC ID NO: 43 Cebador 2-472-2-Dir

SEC ID NO: 44 Cebador 2-12-2-Inv

SEC ID NO: 45 Cebador Com-For-1

SEC ID NO: 46 Cebador Com-For-2

SEC ID NO: 47 Bloque génico EXD2_K193A

SEC ID NO: 48 Blogue génico EXD2_WT

SEC ID NO: 49 Cebador EXD-F1

SEC ID NO: 50 Cebador EXD2-R1

SEC ID NO: 51 Cebador EXD2-F1

SEC ID NO: 52 Secuencia de amino&cidos del CAR PEP2-2-1-1

SEC ID NO: 53 Secuencia de aminodcidos del CAR PEP2-472-2

SEC ID NO: 54 Secuencia de aminoacidos del CAR PEP2-2-12

Los inventores han reconocido que debido a la actividad significativa “especifica para la diana” pero “inespecifica para
el tumor” de las células inmunitarias que expresan el receptor quimérico para antigeno (CAR), existe la necesidad de
desarrollar un CAR, y una célula genéticamente modificada que lo exprese, que se dirija a un marcador asociado
especificamente con células neoplasicas (cancerosas) o preneoplasicas (precancerosas). Los inventores han
reconocido que un receptor P2X7 disfuncional es un marcador adecuado para dirigirse a una célula inmunitaria que
expresa CAR, en una variedad de canceres.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un receptor quimérico para antigeno (CAR)
que incluye un dominio de reconocimiento de antigeno que reconoce un receptor P2X7 disfuncional; un dominio
transmembrana; y un dominio de sefalizacion que incluye una porcion de senalizacion intracelular de un receptor de
activacién y/o una porcion de sefalizacién intracelular de un receptor coestimulador.

Los receptores quiméricos para antigenos son proteinas construidas artificialmente que tras la expresién en la
superficie de una célula pueden inducir una respuesta celular especifica para el antigeno. Un CAR incluye al menos
dos dominios; el primer dominio es un dominio de reconocimiento de antigeno que reconoce especificamente un
antigeno, o mas especificamente una porcién o porciones de epitopo de un antigeno; y el segundo dominio es un
dominio de sefalizacion que es capaz de inducir, o participar en la induccién, de una via de sefalizacion intracelular.

La combinacion de estos dos dominios determina la especificidad antigénica del CAR y la capacidad del CAR para
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inducir una respuesta celular deseada, la ultima de las cuales también depende de la célula hospedante del CAR. Por
ejemplo, la activacién de un CAR expresado en un linfocito T colaborador y que tiene un dominio de sefnalizacion que
comprende un dominio de activacién de CD3, puede, una vez activado al encontrar su antigeno afin, inducir a que el
linfocito T colaborador CD4+ secrete una variedad de citocinas. En otro ejemplo, el mismo CAR cuando se expresa
en un linfocito T citotoxico CD8+, una vez activado por una célula que expresa el antigeno afin, puede inducir la
liberacion de citotoxinas que finalmente conducen a la induccién de la apoptosis de la célula que expresa el antigeno.

Ademas del dominio de reconocimiento de antigeno y el dominio de sefalizacion, un CAR puede incluir ademas
componentes o porciones adicionales. Por ejemplo, el CAR incluye un dominio transmembrana que puede comprender
una porcién del dominio de sefalizacion del CAR o puede estar asociado con él. El dominio transmembrana es
tipicamente una o0 mas hélices hidréfobas, que se extiende por la bicapa lipidica de una célula e incrusta el CAR dentro
de la membrana celular. El dominio transmembrana del CAR puede ser un determinante en el patrén de expresion del
CAR cuando se asocia con una célula. Por ejemplo, el uso de un dominio transmembrana asociado con un correceptor
de CD3 puede permitir la expresion del CAR en linfocitos T indiferenciados, mientras que el uso de un dominio
transmembrana de un correceptor de CD4 puede dirigir la expresion de un CAR en linfocitos T colaboradores, pero no
linfocitos T citotoxicos.

Otro componente o porcion de un CAR puede ser un dominio enlazador. El dominio enlazador (también conocido
como espaciador o dominio bisagra) puede extenderse desde el lado extracelular del dominio transmembrana hasta
el dominio de reconocimiento de antigeno, uniendo asi el dominio de reconocimiento de antigeno al dominio
transmembrana. Aunque en algunos casos no se requiere un dominio enlazador para un CAR funcional (es decir, el
dominio de reconocimiento de antigeno se puede conectar directamente al dominio transmembrana), en algunas
circunstancias el uso de un dominio enlazador permite una mayor eficacia del CAR. El dominio enlazador puede tener
una variedad de funciones que incluyen permitir la flexibilidad del CAR para permitir la orientacion necesaria del
dominio de reconocimiento de antigeno del CAR para unirse a un antigeno. En consecuencia, el dominio enlazador
puede ser cualquier secuencia de aminoacidos que realice esta funcién. Un ejemplo no limitante de un dominio
enlazador es un dominio que tiene homologia de secuencia de aminodacidos con la region bisagra de un anticuerpo
IgG, tal como la regién bisagra de IgG1. Los ejemplos alternativos incluyen secuencias de aminoacidos que tienen
homologia de secuencia con la regién CH2CHs de un anticuerpo o porciones del complejo correceptor de CD3, el
correceptor de CD4 o el correceptor de CD8.

El receptor P2X7 (receptor purinérgico P2X, canal iénico controlado por ligando, 7) es un canal i6nico controlado por
ATP que se expresa en varias especies, incluidos los seres humanos. El receptor esta codificado por un gen, cuyo
simbolo oficial esta representado por P2RX7. El gen también se ha denominado purinoceptor 7 de P2X, receptor de
ATP, receptor de P2Z, receptor de P2X7 y variante A del receptor de P2X7 purinérgico. Para los fines de la presente
divulgacion, el geny el receptor codificado se denominaran en el presente documento P2X7y P2X7, respectivamente.

Las secuencias de ARNm, codificante (ADNc) y de amino&cidos del gen P2X7 humano se establecen en las SEQ ID
NO: 1 a 3, respectivamente. Las secuencias de ARNm y de aminoacidos del gen P2X7 humano también estan
representadas por los nimeros de acceso de GenBank NM_002562.5 y NP_002553.3, respectivamente. El gen P2X7
se conserva en chimpancés, mono Rhesus, perro, vaca, raton, rata, cerdo, pollo, pez cebra y rana. Se puede acceder
a mas detalles del gen P2X7 humano y de otras especies desde la base de datos GenBank en el Centro Nacional de
Informacién Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en inglés) (www.ncbi.nim.nih.gov). Por ejemplo, el nimero de
identificacion del gen para P2X7 humano es 5027, para el de chimpancé es 452318, para el de mono es 699455, para
el de perro es 448778, para el de vaca es 286814, para el de ratdn es 18439, para el de pez cebra es 387298 y para
el de rana es 398286. Ademas, al menos 73 organismos tienen ortélogos con el gen P2X7 humano.

También se pueden encontrar mas detalles sobre el gen P2X7 humano y de otras especies en el portal UniGene del
NCBI (por ejemplo, ver UniGene Hs. 729169 para P2X7 humanoz-hftp:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?UGID=4540770&TAXID=9606&SEARCH). Alternativamente, se puede
acceder a los detalles de las secuencias de nucle6tidos y aminoacidos para el gen P2X7 desde la base de datos
UniProt (www.uniprot.org) donde el ID de UniProt para el gen P2X7 humano es Q99572. El contenido de los registros
de GenBank y UniProt se incorpora en la presente memoria como referencia.

El receptor P2X7 se forma a partir de tres subunidades proteicas (monémeros), en donde en el receptor natural en
humanos al menos uno de los monémeros tiene una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 3. Debe
entenderse que un "receptor P2X7" como se menciona en la presente memoria también incluye variaciones de origen
natural del receptor, incluidas variantes de empalme, formas truncadas de origen natural y variantes alélicas del
receptor. Un receptor P2X7 también puede incluir subunidades que tienen una secuencia de aminoacidos modificada,
por ejemplo, aquellas que incluyen truncamientos, eliminaciones de aminoacidos o modificaciones del aminoacido
establecido en la SEQ ID NO: 3.

Una "variante" del gen P2X7 o la proteina codificada pueden presentar una secuencia de &cido nucleico o de
aminoacidos, respectivamente, que sea al menos 80 % idéntica, al menos 90 % idéntica, al menos 95 % idéntica, al
menos 98 % idéntica, al menos 99 % idéntica, o al menos 99,9 % idéntica a un receptor P2X7 natural, por ejemplo.

El receptor P2X7 se activa mediante la unién de ATP al sitio de union a ATP del receptor. Esto conduce a la apertura
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rapida (en milisegundos) de un canal que permite selectivamente el movimiento de pequefos cationes a través de la
membrana. Después de un corto periodo de tiempo (en segundos) se forma un gran poro en la membrana de una célula
que permite la penetracién de moléculas de hasta 900 Da de tamafio por la membrana celular. Esta formacién de poros
conduce finalmente a la despolarizacion de la célula y en muchos casos a la citotoxicidad y muerte celular. Este papel
conduce a la creencia de que el receptor P2X7 esta involucrado en la apoptosis en una variedad de tipos de células.

Al igual que otras moléculas involucradas en la apoptosis, como Bcl2 y Bax, una disminucion o pérdida en la funcién
del receptor P2X7 puede conducir a una célula que es comparativamente resistente a la apoptosis inducida. En muchos
casos, esta resistencia a la apoptosis es fundamental en la transicion de una célula "sana" normal a una célula
precancerosa o cancerosa mutada. En consecuencia, la capacidad de apuntar a las células que tienen una funcién
disminuida, o una pérdida de funcién, del receptor P2X7 proporciona una diana prometedora para la terapia del cancer.

En consecuencia, en el primer aspecto de la invencién, el CAR reconoce un receptor P2X7 disfuncional. Tal como se
utiliza en toda la memoria descriptiva, el término "disfuncional” con referencia al receptor P2Xz incluye una disminucién
en la funcién del receptor con respecto a su funcién comparativa en una célula normal no tumoral. En algunas
realizaciones, la funcién del receptor P2X7 se puede reducir en al menos 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60
%, 70 %, 80 %, 90 % o mas del 99 %. En algunas realizaciones, el término "disfuncional" puede incluir un receptor
P2X7 que no es funcional. Es decir que el receptor P2X7 no puede inducirse para permitir la permeabilidad de cationes
y otras moléculas a través de la membrana celular.

Cualquier cambio en la forma natural o nativa del receptor P2X7 que conduce a un receptor disfuncional se incluye en
la presente memoria. Por ejemplo, el receptor disfuncional puede ser el resultado de una mutacion o alteracién en uno
0 mas aminoacidos del receptor que estan asociados con la uniéon de ATP al receptor. En efecto, el receptor P2X7 es
disfuncional ya que tiene una capacidad reducida o no puede unirse a ATP en el sitio de unién a ATP. En este caso,
el dominio de reconocimiento de antigeno del receptor quimérico para antigeno reconocera un epitopo del receptor
P2X7 disfuncional asociado con el sitio de union a ATP. En consecuencia, en algunas realizaciones del primer aspecto
de la invencién, el dominio de reconocimiento de antigeno del receptor quimérico para antigeno reconoce un epitopo
del receptor P2X7 disfuncional asociado con el sitio de uniéon a ATP. En algunas realizaciones, el receptor P2X7
disfuncional tiene una capacidad reducida para unirse a ATP en comparacion con la capacidad de unién a ATP de un
receptor P2X7 natural (funcional). En algunas realizaciones, el receptor P2X7 disfuncional no puede unirse a ATP.

Una alteracion en uno o mas aminodcidos del receptor P2X7 puede incluir un cambio conformacional en uno o mas
aminoacidos del receptor. Por lo tanto, en algunas realizaciones del primer aspecto de la invencion, el receptor
quimérico para antigeno se une a un receptor P2X7 disfuncional que tiene un cambio conformacional que hace que el
receptor sea disfuncional. Especificamente, este cambio conformacional puede ser un cambio en uno o mas
aminodcidos del receptor P2X7 de una conformacion trans a una conformacion cis. En algunas realizaciones, una
prolina en la posicién 210 del receptor P2X7 cambia de una conformacion trans a una conformacion cis. En este caso,
el dominio de reconocimiento de antigenos del CAR puede reconocer un epitopo que incluye prolina en la posicién
aminoacidica 210 del receptor P2X7. En algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el dominio
de reconocimiento de antigeno reconoce un epitopo que incluye uno o mas aminoacidos que van desde la glicina en
la posicion aminoacidica 200 hasta la cisteina en la posicién aminoacidica 216 (inclusive) del receptor P2Xz
disfuncional. En algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el dominio de reconocimiento de
antigenos reconoce un epitopo que incluye la prolina en la posicion 210 del receptor P2X7 disfuncional, y uno o mas
de los residuos de aminoacidos que van desde la glicina en la posicién aminoacidica 200 hasta la cisteina en la
posicion aminoacidica 216 (inclusive) del receptor P2X7 disfuncional.

Sin querer estar limitado por la teoria, como resultado del cambio conformacional de la prolina en la posicién 210 del
receptor P2Xy7, la estructura tridimensional del receptor puede alterarse. Esta alteracion en la estructura tridimensional
puede permitir que el dominio de reconocimiento de antigenos del CAR se una a los aminoacidos o epitopos,
previamente inaccesibles en la estructura tridimensional natural del receptor P2X7. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, el CAR reconoce uno o mas epitopos de receptor P2X7 expuestos al dominio de reconocimiento de
antigeno como resultado de un cambio conformacional trans a cis de la prolina en la posicién 210 de la SEQ ID NO:
3. Estos epitopos pueden incluir uno o mas de los amino&cidos en la posicién 200 a 210, o posiciones 297 a 306,
inclusive, del receptor P2X7. Por consiguiente, en algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion,
el dominio de reconocimiento de antigeno reconoce un epitopo que incluye uno o mas de los aminoacidos en las
posiciones 200 a 210 y/o 297 a 306 del receptor P2X7.

Tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva, el término "reconoce" se refiere a la capacidad del dominio de
reconocimiento de antigeno para asociarse con un receptor P2X7 disfuncional, una porcién de este, o un epitopo de
este. En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno puede unirse directamente al receptor P2X7
disfuncional, o un epitopo de este. En otras realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno puede unirse a
una forma procesada del receptor P2X7 disfuncional. Tal como se utiliza en este contexto, el término "forma procesada"
se refiere a las formas del receptor P2X7 que se ha truncado o digerido como resultado del procesamiento intracelular.
En consecuencia, el reconocimiento de la "forma procesada” del receptor P2X7 disfuncional puede ser el resultado de
presentarse en asociacion con un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés).

El dominio de reconocimiento de antigeno puede ser cualquier dominio adecuado que pueda reconocer un receptor
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P2X7 disfuncional, o epitopo de este. Como se usa en toda la memoria descriptiva, el término "dominio de
reconocimiento de antigeno” se refiere a la parte del CAR que proporciona la especificidad del CAR para el receptor
P2X7 disfuncional. El dominio de reconocimiento de antigeno puede ser todo o simplemente parte de la region
extracelular del CAR. Los dominios de reconocimiento de antigeno adecuados incluyen, pero no se limitan a,
polipéptidos que tienen homologia de secuencia con el sitio de union al antigeno de un anticuerpo, o fragmento de
este, que se unen a un receptor P2X7 disfuncional. Por lo tanto, en algunas realizaciones del primer aspecto de la
invencion, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una secuencia de aminoacidos que tiene homologia con
un anticuerpo, o un fragmento de este, que se une a un receptor P2X7 disfuncional. En algunas realizaciones, una
porcién del dominio de reconocimiento de antigenos incluye una secuencia de aminoacidos que tiene homologia con
un anticuerpo, o un fragmento de este, que se une al Receptor P2X7 disfuncional. La secuencia del anticuerpo
homologo de origen puede ser cualquier secuencia adecuada de un anticuerpo que tenga afinidad por el receptor
P2X7. Por ejemplo, la secuencia puede compartir homologia de secuencia con un anticuerpo que se origina en una o
mas de las siguientes especies; primate humano, no humano, ratén, rata, conejo, oveja, cabra, hurdn, canino, pollo,
felino, conejillo de indias, hamster, caballo, vaca o cerdo. El dominio de reconocimiento de antigenos puede compartir
homologia de secuencia con la secuencia de un anticuerpo monoclonal producido a partir de una linea celular de
hibridoma. Cuando la especie de origen de la secuencia de anticuerpo homéloga no es humana, el anticuerpo es
preferiblemente un anticuerpo humanizado. La secuencia del anticuerpo homélogo también puede ser de una especie
animal distinta de mamifero, como un pez cartilaginoso (p. €j., anticuerpos IgNAR de tiburén - ver la publicacién
internacional WO2012/073048). Alternativamente, el dominio de unién al antigeno puede incluir andamios proteicos
modificados que proporcionan una funcionalidad similar a la de los anticuerpos de tiburén, como los cuerpos i que
tienen restos de unién basados en anticuerpos IgNAR de tiburén (ver la publicacién internacional WO2005/118629).
Ademas, el dominio de reconocimiento de antigeno podria ser, derivarse de, o podria compartir homologia de
secuencia con cualquier otra molécula de unién o péptido adecuado que pueda interactuar selectivamente con un
receptor P2X7 disfuncional con una afinidad suficiente para activar el dominio de sefalizacién del CAR. Se conocen
en la técnica métodos para la identificacion de proteinas de unién a antigenos tales como, inter alia, barrido de
bibliotecas de presentacién de fagos, cromatografia de afinidad de proteinas, coinmunoprecipitaciéon y sistemas de
dos hibridos de levadura (ver Srinivasa Rao, V. et al. Proteomics Int J, 2014; Id. de articulo 147648).

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno del CAR incluye una homologia de secuencia de
aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de una porcién de unién a antigeno en fragmento (Fab) de un anticuerpo
que se une a un receptor P2X7 disfuncional. Como se entendera en la técnica, una porcion Fab de un anticuerpo esta
compuesta por una regién constante y una regién variable de cada una de las cadenas pesada y ligera de un
anticuerpo. El Fab es la region determinante de antigeno del anticuerpo y se puede generar escindiendo
enzimaticamente la regiéon Fc de un anticuerpo.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencion, el dominio de reconocimiento de antigenos incluye la
homologia de la secuencia de aminoacidos con la secuencia de amino&cidos de un fragmento variable de cadena
sencilla (scFv) que se une a un receptor P2X7 disfuncional. Como se entenderd en la técnica, un scFv es una proteina
de fusién que comprende dos porciones que pueden compartir homologia con, o pueden ser idénticas a, las cadenas
variable-pesada (VH) y variable-ligera (VL) de un anticuerpo, con las dos porciones conectadas entre si con un péptido
enlazador. Por ejemplo, el scFv puede incluir secuencias de aminoacidos VH y VL que se derivan de un anticuerpo
que reconoce un receptor P2X7 disfuncional. En este contexto, se apreciard que el término "derivado de" no es una
referencia a la fuente de los polipéptidos per se, sino que mas bien se refiere a la derivacion de la secuencia de
aminoacidos que constituye una porcion de la region de unién al antigeno. En consecuencia, el término "derivado de"
incluye polipéptidos creados sintéticamente, artificialmente o que de otro modo comparten la identidad de secuencia
con un anticuerpo que se une al receptor P2X7 disfuncional.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencién, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye la
homologia de la secuencia de amino&cidos con la secuencia de aminodcidos de un scFv multivalente que se une a un
receptor P2X7 disfuncional. En algunas realizaciones, el scFv multivalente es un scFv divalente o trivalente.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencion, el dominio de reconocimiento de antigeno tiene la
secuencia de aminoacidos de un dominio de anticuerpo Unico (sdAb) que se une a un receptor P2X7 disfuncional.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye la secuencia de amino&cidos expuesta
enla SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 o0 SEQ ID NO: 34 o una variante funcional de esta.

En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye un péptido de unién que incluye homologia
de secuencia de aminoacidos con una o mas regiones CDR de un anticuerpo que se une a un receptor P2X7
disfuncional. En algunas realizaciones, el péptido de union incluye una o mas regiones que tienen homologia de
secuencia con los dominios CDR1, 2 y 3 de la cadena Vuy / 0 VL de un anticuerpo que se une a un receptor P2X7
disfuncional. En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una o mas secuencias que
son al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o0 94 % idénticas a cualquiera de las regiones CDR que abarcan las
posiciones 30 a 35, 50 a 67 0 98 a 108 de las secuencias establecidas en SEQ ID NOS: 10, 32, 33 o 34. En algunas
realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una o mas de las secuencias que abarcan las
posiciones 30 a 35,50 a 67 0 98 a 108 de las secuencias establecidas en SEQ ID NOS: 10, 32, 33 0 34. Las secuencias
que intercalan las regiones CDR de los péptidos de union al antigeno indicadas en SEQ ID NOS: 10, 32, 33 o0 34
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pueden ser cualquier secuencia adecuada que permite la formacién y conformacién apropiadas de las regiones CDR.
En algunas realizaciones, el dominio de reconocimiento de antigeno incluye una secuencia 50 %, 60 %, 70 %, 80 %
0 90 %, 95 % 0 99 % idéntica a una de las secuencias establecidas en SEQ ID NOS: 10, 32, 33 o0 34.

Anticuerpos dirigidos contra receptores P2X7 disfuncionales, de los cuales se pueden derivar secuencias de
aminodcidos adecuadas, y métodos para producir tales anticuerpos, se han descrito en la técnica (por ejemplo, las
publicaciones

internacionales WO2001/020155, W0O2003/020762, WO2008/043145, W0O2008/043146, W0O2009/033233, WO2011/
020155 y WO2011/075789). Un experto en la técnica conocera métodos para generar anticuerpos policlonales y
monoclonales para epitopos especificos (tales como los establecidos anteriormente). A modo de resumen, un epitopo
deseado (como un segmento del receptor P2X7 disfuncional que incluye la prolina en la posicién 210) se inyecta en
un animal huésped adecuado en presencia de una proteina portadora inmundgena apropiada y un adyuvante. A
continuacion, se recoge el suero del animal inmunizado y el anticuerpo puede aislarse basandose en su clase de
anticuerpo o su especificidad de antigeno. Después de la evaluacién de la idoneidad y especificidad del anticuerpo
purificado, el anticuerpo puede procesarse adicionalmente para aislar fragmentos de union al antigeno o secuenciarse
para identificar los dominios VH y VL relevantes. Se conocen epitopos adecuados para la produccion de anticuerpos
dirigidos  contra el receptor P2X7 disfuncional en la  técnica (ver las  publicaciones
internacionales W0O2008/043146, WO2010/000041 y WO2009/033233 como ejemplos).

El dominio de sefalizacién del CAR puede ser cualquier dominio adecuado que sea capaz de inducir o participar en
la induccién de una cascada de sefalizacion intracelular tras la activacién del CAR como resultado del reconocimiento
de un antigeno por el dominio de reconocimiento de antigeno del CAR. El dominio de sefializacién de un CAR se
elegira especificamente dependiendo del resultado celular deseado después de la activacion del CAR.

Como se usa en toda la memoria descriptiva, el término "porcién”, cuando se usa con respecto a un receptor de
activacién o receptor coestimulador, se refiere a cualquier segmento del receptor que incluye una secuencia
responsable de, o involucrada en, la iniciacion/induccion de una cascada de sefalizacién intracelular después de la
interaccion del receptor con su ligando o antigeno afin. A continuacién, se describe un ejemplo de la
iniciacion/induccion de una cascada de sefalizacion intracelular para el receptor de linfocitos T (TCR, por sus siglas
en inglés) a través de CDS3.

Sin desear estar ligado a ninguna teoria, la porcion extracelular del TCR comprende en gran parte heterodimeros de
las cadenas clonotipicas TCRa y TCRp (el receptor TCRa/B) o las cadenas TCRy y TCR? (el receptor TCRyd). Estos
heterodimeros de TCR generalmente carecen de capacidades de transduccién de sefalizacién inherentes y, por lo
tanto, estan asociados de forma no covalente con multiples subunidades de transduccion de sefiales de CD3
(principalmente CD3-zeta, -gamma, -delta y -épsilon). Cada una de las cadenas gamma, delta y épsilon de CDS3 tiene
una porcion intracelular (citoplasmica) que incluye un Unico motivo de activacién basado en tirosina de
inmunorreceptores (ITAM, por sus siglas en inglés), mientras que la cadena CD3-zeta incluye tres ITAM en tandem.
Tras el acoplamiento del TCR con su antigeno afin en presencia de MHC, y la asociacién de un correceptor requerido
como CD4 o CD8, se inicia la sefalizacion que da como resultado una tirosina cinasa (a saber, Lck) que fosforila los
dos residuos de tirosina dentro de ITAM(s) intracelular(es) de las cadenas CD3. Posteriormente, se recluta una
segunda tirosina cinasa (ZAP-70, activada a su vez por la fosforilacién de Lck) para bifosforilar los ITAM. Como
resultado, se activan varias proteinas diana posteriores, lo que eventualmente conduce a cambios conformacionales
intracelulares, movilizacion de calcio y reordenacion del citoesqueleto de actina que, cuando se combinan, finalmente
conducen a la activacion de factores de transcripcién y la induccién de una respuesta inmunitaria de linfocitos T.

Tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva, el término "receptor de activacion" se refiere a receptores, o
correceptores que forman un componente de, o estan implicados en la formacion del complejo del receptor de linfocitos
T (TCR), o receptores implicados en la activacién especifica de células inmunitarias como resultado del reconocimiento
de un estimulo antigénico u otro inmunogeno.

Los ejemplos no limitantes de tales receptores de activacién incluyen componentes del complejo receptor de linfocitos
T-CD3 (CD3-zeta, -gamma, -delta y -épsilon), el correceptor de CD4, el correceptor de CD8, los receptores de FC o
receptores de activacién asociados a células citoliticas (NK) tales como LY-49 (KLRA1), receptores de citotoxicidad
naturales (NCR, preferiblemente NKp46, NKp44, NKp30 o NKG2 o el heterodimero CD94 / NKG2). En consecuencia,
en algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el dominio de sefalizacién incluye una porcién
derivada de uno cualquiera o0 mas de un miembro del complejo de correceptor de CD3 (preferiblemente la cadena
CD8-C o una porcién de esta), el correceptor de CD4, el correceptor de CD8, un receptor de Fc (FcR) (preferiblemente
el FceRl o FcyRlI) o receptores asociados a NK tales como LY-49.

La porcién de transduccién de sefales intracelulares especifica de cada una de las cadenas CD3 se conoce en la
técnica. A modo de ejemplo, la regién citoplasmica intracelular de la cadena CD3( abarca desde el aminoacido 52
hasta el aminoacido 164 de la secuencia establecida en SEQ ID NO: 4, con las tres regiones ITAM que abarcan los
aminoacidos 61 a 89, 100 a 128 y 131 a 159 de SEQ ID NO: 4. Ademas, la porcién intracelular de la cadena CD3¢
abarca los aminodcidos 153 a 207 de la secuencia establecida en SEQ ID NO: 5, con la unica region ITAM que abarca
los aminoacidos 178 a 205 de SEQ ID NO: 5. La porcién intracelular de la cadena CD3y abarca los aminoacidos 138
a 182 de la secuencia establecida en SEQ ID NO: 6 con la region ITAM Unica que abarca los aminoécidos 149 a 177
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de SEQ ID NO: 6. La porcion intracelular de CD38 abarca los aminodcidos 127 a 171 de la secuencia establecida en
SEQ ID NO: 7 con la region ITAM Unica que abarca los aminoacidos 138 a 166 de SEQ ID NO: 7.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el dominio de sefalizacion incluye una porcion
derivada de cualquiera de CD3 (preferiblemente la cadena CD3- o una porcion de esta) o un receptor de FC
(preferiblemente el FceRI o FcyRI). En algunas realizaciones, la porciéon del complejo de correceptor de CD3-C incluye
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 22, o una variante funcional de esta.

Las porciones intracelulares de los receptores de FC son conocidas en la técnica. Por ejemplo, las porciones
intracelulares de FceR1 abarcan los aminoacidos 1 a 59, 118 a 130 y 201 a 244 de la secuencia establecida en
SEQ D NO: 8. Ademas, la porcidn intracelular de FcyRI abarca los aminoacidos 314 a 374 de la secuencia establecida
en SEQ ID NO: 9.

Se pueden utilizar varias combinaciones de porciones de receptores de activacion para formar las porciones
transmembrana (TM) e intracelular (IC) del CAR, por ejemplo, CD3¢ TM y CD3¢ IC (Landmeier S. et al. Cancer Res.
2007; 67: 8335-43; RD invitado. et al., J Immunother. 2005, 28: 203-11; Hombach AA. et al. J Immunol. 2007; 178:
4650-7), el CD4 TMy CD3¢ IC (James SE. et al. J Immunol. 2008; 180: 7028-38), el CD8 TM y CD3¢ IC (Patel SD. et
al. Gene Ther. 1999; 6: 412-9), y el FceRly TM y el FceRly IC (Haynes NM. et al. J Immunol. 2001; 166: 182-
7; Annenkov AE. et al. J Immunol. 1998; 161: 6604-13).

Tal como se utiliza en toda la memoria descriptiva, el término "receptor coestimulador" se refiere a receptores o
correceptores que ayudan en la activacién de una célula inmunitaria tras la induccion especifica de antigeno de un
receptor de activacién. Como se entenderd, los receptores coestimuladores no requieren la presencia de antigeno y
no son especificos de antigeno, pero son tipicamente una de dos sefales, siendo la otra una sefial de activacién, que
se requiere para la induccién de una respuesta celular inmunitaria. En el contexto de una respuesta inmunitaria, un
receptor de coestimulacién se activa tipicamente por la presencia de su ligando expresado en la superficie de una
célula presentadora de antigeno (APC, por sus siglas en inglés), como una célula dendritica o0 macréfago. Con respecto
especificamente a los linfocitos T, la coestimulacién es necesaria para conducir a la activacion, proliferacién,
diferenciacion y supervivencia celular (todas las cuales se denominan generalmente bajo el paraguas de activacion
de linfocitos T), mientras que la presentacién de un antigeno a un linfocito T en la ausencia de coestimulacién puede
conducir a anergia, eliminacion clonal y/o al desarrollo de tolerancia antigénica especifica. Es importante destacar que
las moléculas coestimuladoras pueden informar la respuesta de los linfocitos T a un antigeno encontrado
simultaneamente. Generalmente, un antigeno encontrado en el contexto de una molécula coestimuladora "positiva"
conducira a la activacion del linfocito T y una respuesta inmunitaria celular dirigida a eliminar las células que expresan
ese antigeno. Mientras que un antigeno encontrado en el contexto de un correceptor "negativo" conducira a un estado
inducido de tolerancia al antigeno coencontrado.

Los ejemplos no limitantes de receptores coestimuladores de linfocitos T incluyen CD27, CD28, CD30, CD40, DAP10,
0X40, 4-1BB (CD137), ICOS. Especificamente, CD27, CD28, CD30, CD40, DAP10, OX40, 4-1BB (CD137) e ICOS
representan moléculas coestimuladoras "positivas" que mejoran la activacién de una respuesta de linfocitos T. Por
consiguiente, en algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el dominio de sefializacion incluye
una porcion derivada de uno cualquiera o mas de CD27, CD28, CD30, CD40, DAP10, OX40, 4-1BB (CD137) e ICOS.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la presente invencion, el dominio de sefalizacion incluye una porcion
derivada de los receptores coestimuladores CD28, OX40 o 4-1BB. En algunas realizaciones, el dominio de
sefalizacion incluye una parte del receptor coestimulador CD28. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
incluye una porcién del receptor coestimulador OX40. En algunas realizaciones, la porcion del receptor coestimulador
OX40 incluye la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 20, o una variante funcional de esta.

Se pueden utilizar varias combinaciones de porciones de receptores coestimuladores para formar las porciones
transmembrana (TM) e intracelular (IC) del CAR. Por ejemplo, CD8 TM y DAP10 IC 0 CD8 TM y 4-1BB IC (Marin V.
et al. Exp Hematol. 2007; 35: 1388-97), el CD28 TM y el CD28 IC (Wilkie S. et al. J Immunol. 2008; 180: 4901-9; Maher
J. et al. Nat Biotechnol. 2002; 20: 70-5) y el CD8 TM y el CD28 IC (Marin V. et al. Exp Hematol. 2007; 35: 1388-97).

La informacion de la secuencia para los receptores coestimuladores y de activacion mencionados anteriormente es
facilmente accesible en una variedad de bases de datos. Por ejemplo, en la Tabla 2 se proporcionan realizaciones de
secuencias de aminoacidos, genes y ARNm humanos para estos receptores.

Tabla 2

Resumen de la informacion de la secuencia del receptor de activacion y coestimulacion

Nombre del N.° de Ref. en N. ° de identificacion del gen en |[N.° de Ref. del ARNm en
receptor Uniprot NCBI GeneBank

CD3-zeta P20963 919 Gl:166362721

CD3-gamma P09693 917 Gl:166362738
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Nombre del [N.° de Ref. en |N. ° de identificacion del gen en N.° de Ref. del ARNm en
receptor Uniprot NCBI GeneBank
CD3-delta P04234 915 G1:98985799
CD3-épsilon P07766 916 Gl:166362733
CD4 P0173 920 G1:303522473
CD8 alfa P01732 925 Gl:225007534
CD8 beta P01966 926 Gl:296010927
FeyRl P12314 2209 Gl:31331
FceR1 Q01362 2206 Gl:219881
Ly-49 (KLRAI) Q72556 10748 Gl:33114184
NKp46 076036 9437 Gl:3647268
NKp44 095944 9436 G1:4493701
NKp30 014931 259197 G1:5823969
CD94 Q13241 3824 Gl:1098616
CcD27 P26842 939 Gl:180084
CD28 P10747 940 Gl:338444
CD30 P28908 943 Gl:180095
CD40 P25942 958 Gl:29850
DAP10 Q9UBK5 10870 Gl:5738198
0OX40 P43489 7293 Gl:472957
4-1BB (CD137) Q07011 3604 Gl:571320
ICOS Q9Y6W8 29851 Gl:9968295
CTLA-4 P16410 1493 Gl:291928
PD-1 Q15116 5133 Gl:2149002

Aunque la Tabla 2 se proporciona con referencia alos receptores de activacion y coestimuladores humanos, una
persona experta en la técnica entendera que las versiones homadlogas y ortdlogas de cada receptor estan presentes
en la mayoria de las especies de mamiferos y vertebrados. Por lo tanto, las secuencias mencionadas anteriormente
solo se proporcionan como ejemplos no limitantes de secuencias de receptores que pueden incluirse en un CAR del
primer aspecto de la presente invencién y las secuencias homologas y ortélogas de cualquier especie deseada pueden
usarse para generar un CAR que es adecuado para la especie dada.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencién, el dominio de sefalizacién incluye una porcidon derivada
de un receptor de activacion y una porcion derivada de un receptor coestimulador. Sin desear estar ligado a ninguna
teoria, en este contexto el reconocimiento de un antigeno por el dominio de reconocimiento de antigeno del CAR
inducira simultaneamente tanto una sefal de activacién intracelular como una sefial coestimuladora intracelular. En
consecuencia, esto simulara la presentacion de un antigeno por un ligando coestimulador que expresa APC.
Alternativamente, el CAR podria tener un dominio de sefializacién que incluye una porcion derivada de un receptor de
activaciéon o un receptor coestimulador. En esta forma alternativa, el CAR solo inducird una cascada de sefalizacion
intracelular activante o una cascada de sefializacion intracelular coestimuladora.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencion, el CAR tendra un dominio de sefalizacion que incluye
una porcion derivada de un Unico receptor de activacion y porciones derivadas de mudltiples receptores
coestimuladores. En algunas realizaciones, el CAR tendra un dominio de sefalizacién que incluye porciones derivadas
de mudltiples receptores de activacion y una porciéon derivada de un Unico receptor coestimulador. En algunas
realizaciones, el CAR tendra un dominio de sefializacion que incluye porciones derivadas de multiples receptores de
activacion y porciones derivadas de multiples receptores coestimuladores. En algunas realizaciones, el CAR tendra
un dominio de sefalizacion que incluye una porcién derivada de un Unico receptor de activacion y porciones derivadas
de dos receptores coestimuladores. En algunas realizaciones, el CAR tendrd un dominio de sefalizacion que incluye
una porcién derivada de un unico receptor de activacion y porciones derivadas de tres receptores coestimuladores.
En algunas realizaciones, el CAR tendra un dominio de sefalizacién que incluye porciones derivadas de dos
receptores de activacion y una porcién derivada de un receptor coestimulador. En algunas realizaciones, el CAR tendra
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un dominio de sefalizacién que incluye porciones derivadas de dos receptores de activacion y porciones derivadas de
dos receptores coestimuladores. Como se entenderd, existen variaciones adicionales del nimero de receptores de
activacion y receptores coestimuladores de los que se puede derivar el dominio de sefalizacion, y no se considera
que los ejemplos anteriores limiten las posibles combinaciones incluidas en la presente memoria.

En algunas realizaciones del primer aspecto de la invencion, el receptor quimérico para antigeno incluye la secuencia
de aminodacidos establecida en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO. : 54,
o una variante funcional de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54. En
algunas realizaciones, la variante funcional incluye una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 % idéntica a la
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54.

Como se indicé anteriormente, la presente invencion incluye una variante funcional de cualquiera de SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 , SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54. En el contexto de la presente invencién, una
"variante funcional" puede incluir cualquier secuencia de aminodacidos siempre que mantenga la funcién de cualquiera
de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 , SEQ ID NO:
32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54.

Como tal, la variante funcional puede, por ejemplo, tener una o mas inserciones, eliminaciones o sustituciones de
aminoacidos con respecto a una de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:
26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO:
54; una forma mutante o variante alélica de una de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53
o SEQ ID NO: 54; un ortélogo de uno de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID
NO: 54; un homedlogo de uno de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26,
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54;
un analogo de uno de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO:
27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54; y similares,
siempre que la variante funcional mantenga la funcién de cualquiera de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 , SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:
52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54.

Por ejemplo, con respecto a SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54, la
funcién de un receptor quimérico para antigeno que comprende SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52,
SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54 es reconocer un receptor P2X7 disfuncional sin reconocimiento significativo del
receptor P2X7 funcional, e inducir una sefal intracelular que da como resultado la activacién de un linfocito T que
expresa el CAR. Como comprendera un experto en la técnica, la variacion de porciones de la secuencia de
aminodcidos del receptor quimérico para antigeno establecida en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52,
SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54 pueden realizarse sin una alteracion significativa del reconocimiento del receptor
P2X7 disfuncional y/o activacion de un linfocito T que expresa el CAR. Tales variaciones pueden incluir, pero no se
limitan a, variaciones en la regidon de bisagra del receptor quimérico para antigeno, variaciones en el dominio
transmembrana y variaciones en las porciones de los receptores de activacién y/o receptores coestimuladores que
comprenden el dominio intracelular del receptor quimérico para antigeno.

Como se indicé anteriormente, la variante funcional puede comprender sustituciones, eliminaciones o inserciones de
aminoacidos individuales con respecto a una de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 26 , SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53
o SEQ ID NO: 54. Por ejemplo, un experto en la técnica reconocerd que cualquier aminoacido puede sustituirse con
un aminoacido quimicamente (funcionalmente) similar y conservar la funciéon del polipéptido. Tales sustituciones
conservadoras de aminoacidos son bien conocidas en la técnica. Los siguientes grupos en la Tabla 3 contienen cada
uno aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si.

Tabla 3

Sustituciones conservadoras de aminoacidos ilustrativas

Residuo original |Sustituciones ilustrativas Residuo original |Sustituciones ilustrativas

Ala (A) Val (V), Leu (L), lle (I), Gly (G) | |Leu (L) lle (1), Val (V), Met (M), Ala (A), Phe (F)
Arg (R) Lys (K) Lys (K) Arg (R)

Asn (N) GIn (Q), Su (H) Met (M) Leu (L), Phe (F)

Asp (D) Glu (E) Phe (F) Leu (L), Val (V), Alal (A)

Cys (C) Ser (S) Pro (P) Gly (G)
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Residuo original |Sustituciones ilustrativas Residuo original |Sustituciones ilustrativas

GIn (Q) Asn (N), Su (H) Ser (S) Thr (T)

Glu (E) Asp (D) Thr (T) Ser (S)

Gly (G) Pro (P), Ala (A) Trp (W) Tyr (Y)

Su (H) Asn (N), GIn (Q) Tyr (Y) Trp (W), Phe (F)

lle (1) Leu (L), Val (V), Ala (A) Val (V) lle (1), Leu (L), Met (M), Phe (F), Ala (A)

Ademas, si se desea, se pueden introducir aminoacidos no naturales o analogos de aminoacidos quimicos como una
sustitucion o adicion en un polipéptido incluido en la presente memoria. Dichos aminoacidos incluyen, pero no se
limitan a, los isémeros D de los aminoacidos comunes, acido 2,4-diaminobutirico, 4cido a-amino isobutirico, &cido 4-
aminobutirico, acido 2-aminobutirico, acido 6-amino hexanoico, acido 2-amino isobutirico, acido 3-amino propiénico,
ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina, sarcosina, citrulina, homocitrulina, acido cisteico, t-butilglicina, t-
butilalanina, fenilglicina, ciclohexilalanina, B-alanina, fluoro-alanina, aminoacidos de disefio tales como (-metil-
aminoacidos, Ca-metil-aminoacidos, N-metil-aminoacidos y analogos de aminoacidos en general.

Como se establecié anteriormente, una variante funcional de cualquiera de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID
NO: 52, SEQ ID NO: 53 o SEQ ID NO: 54 puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %
idéntica a cualquiera de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54. En otras
realizaciones, una variante funcional puede comprender al menos 85 % de identidad de secuencia de aminodcidos, al
menos 90 % de identidad de secuencia de aminoéacidos, al menos 91 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
al menos 92 % de identidad de secuencia de aminoécidos, al menos 93 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
al menos 94 % de identidad de secuencia de aminoécidos, al menos 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
al menos 96 % de aminoécido identidad de secuencia, al menos 97 % de identidad de secuencia de aminoécidos, al
menos 98 % de identidad de secuencia de aminodacidos, al menos 99 % de identidad de secuencia de acido o al menos
99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 % 0 99,9 % de identidad de secuencia de aminoacidos
con cualquiera de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO : 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54.

Cuando se comparan secuencias de aminoacidos, las secuencias deben compararse en una ventana de comparacion
que esta determinada por la longitud del polipéptido. Por ejemplo, se contempla una ventana de comparacién de al
menos 20 residuos de aminoacidos, al menos 50 residuos de aminoacidos, al menos 75 residuos de aminoécidos, al
menos 100 residuos de aminoacidos, al menos 200 residuos de aminoacidos, al menos 300 residuos de aminoacidos,
al menos al menos 400 residuos de aminoéacidos, al menos 500 residuos de aminoacidos, al menos 600 residuos de
aminoacidos, o en toda la longitud de cualquiera de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO :
22, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:
53 0 SEQ ID NO: 54. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, huecos) de
aproximadamente el 20 % o menos en comparacién con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o
eliminaciones) para un alineamiento éptimo de las dos secuencias. La alineacién 6ptima de secuencias para alinear
una ventana de comparacion se puede realizar mediante implementaciones computarizadas de algoritmos tales como
la familia de programas BLAST como, por ejemplo, divulgado por Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25: 3389-
3402. También se pueden utilizar programas de alineacion global para alinear secuencias similares de
aproximadamente el mismo tamafo. Ejemplos de programas de alineacion global incluyen NEEDLE (disponible en
www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) que es parte del paquete EMBOSS (Rice P et al., 2000, Trends Genet.,
16: 276-277.) y el programa GGSEARCH (disponible en
fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fasta_www.cgi?rm=compare&pgm=gnw) que forma parte del paquete FASTA
(Varita de Pearson Lipman D, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 85: 2444-2448). Ambos programas se basan en
el algoritmo Needleman-Wunsch que se utiliza para encontrar la alineaciéon éptima (incluidos los espacios) de dos
secuencias a lo largo de toda su longitud. También se puede encontrar una descripcion detallada del andlisis de
secuencia en la Unidad 19.3 de Ausubel et al ("Current Protocols in Molecular Biology" John Wiley & Sons Inc, 1994-
1998, capitulo 15, 1998).

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico que incluye una secuencia
de nucleétidos que codifica el receptor quimérico para antigeno segun el primer aspecto de la invencién. En algunas
realizaciones, la molécula de acido nucleico es una molécula de acido nucleico de origen no natural.

En algunas realizaciones del segundo aspecto de la invencién, la molécula de &cido nucleico incluye una secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52,
SEQ ID NO: 53 o0 SEQ ID NO: 54, o codifica una variante funcional de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52,
SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54. En algunas realizaciones, la variante funcional incluye una secuencia de amino&cidos
que es al menos un 80 % idéntica a SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53 0 SEQ ID NO: 54.
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La molécula de &cido nucleico puede comprender cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede
ser ARN o ADN no modificado o modificado. Por ejemplo, la molécula de &cido nucleico puede incluir ADN
monocatenario y/o bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, ARN
monocatenario y bicatenario y ARN que es una mezcla de monocatenarios y bicatenarios. Regiones bicatenarias,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarios o, mas tipicamente, bicatenarios o
una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias. Ademas, la molécula de acido nucleico puede comprender
regiones de cadena triple que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. La molécula de &cido nucleico también
puede comprender una o mas bases modificadas o cadenas principales de ADN o ARN modificadas para estabilidad
o0 por otras razones. Se pueden realizar diversas modificaciones en el ADN y el ARN; por tanto, el término "molécula
de &cido nucleico" abarca formas modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente.

En algunas realizaciones del segundo aspecto de la invencion, la molécula de &cido nucleico incluye la secuencia de
nucledtidos establecida en SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 37.

Una persona experta en la técnica entendera que cualquier secuencia de nucleétidos que codifique un receptor
quimérico para antigeno que tenga la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ
ID NO: 35, SEQ ID NO : 36 o SEQ ID NO: 37, o una variante funcional de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 35, SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 37, estd contemplada por la presente invencién . Por ejemplo, se contemplan
variantes de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 37 que comprenden uno
0 mas acidos nucleicos diferentes a SEQ ID NO: 28 , SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO:
37 pero que todavia codifican secuencias de aminoacidos idénticas. Debido a la degeneracién del cédigo genético,
una gran cantidad de acidos nucleicos puede codificar cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC,
GCG y GCU codifican todos el aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada posicién en SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 37 donde una alanina esta especificada por un codén, el codén se
puede alterar para cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Por
consiguiente, cada secuencia de nucle6tidos en la presente memoria que codifica un receptor quimérico para antigeno
que tiene la secuencia de aminodacidos establecida en SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO:
36 o0 SEQ ID NO: 37, o una variante funcional de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 o
SEQ ID NO: 37 también describe cada posible variacion silenciosa de la secuencia de nucleétidos. Un experto
reconocera que cada coddn de un acido nucleico (excepto AUG, que normalmente es el Unico codén de metionina, y
TGG, que normalmente es el Unico coddn de triptéfano) puede modificarse para producir una molécula funcionalmente
idéntica. Por consiguiente, cada variacién silenciosa de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido esta
implicita en cada secuencia descrita.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona una construcciéon de acido nucleico que incluye una molécula
de &cido nucleico segun el segundo aspecto de la invencion. La construccién de acido nucleico puede comprender
ademas uno o mas de: un origen de replicaciéon para uno o mas hospedantes; un gen marcador seleccionable que
esta activo en uno o mas hospedantes; y/o una o0 mas secuencias de control de la transcripcién.

Como se usa en la presente memoria, el término "gen marcador seleccionable" incluye cualquier gen que confiera un
fenotipo a una célula en la que se expresa, para facilitar la identificacion y/o seleccidon de células que se transfectan o
transforman con la construccion.

Los "genes marcadores seleccionables" incluyen cualquier secuencia de nucleétidos que, cuando se expresa por una
célula transformada con la construccion, confieren un fenotipo a la célula que facilita la identificacion y/o seleccion de
estas células transformadas. Se conocen en la técnica una variedad de secuencias de nucleétidos que codifican
marcadores seleccionables adecuados (por ejemplo, Mortesen, RM. y Kingston RE. Curr Protoc. Mol Biol, 2009;
Unidad 9.5). Las secuencias de nucledtidos ejemplares que codifican marcadores seleccionables incluyen: gen de la
adenosina desaminasa (ADA); Gen de la citosina desaminasa (CDA); Gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR); Gen
de la histidinol deshidrogenasa (hisD); Gen de puromicina-N-acetil transferasa (PAC); Gen de la timidina cinasa (TK);
Gen de xantina-guanina fosforribosiltransferasa (XGPRT) o genes de resistencia a antibiéticos tales como genes de
resistencia a ampicilina, genes de resistencia a puromicina, genes de resistencia a bleomicina, genes de resistencia a
higromicina, genes de resistencia a kanamicina y gen de resistencia a ampicilina; genes informadores fluorescentes
tales como los genes que codifican proteinas fluorescentes verde, rojo, amarillo o azul; y genes indicadores basados
en luminiscencia, como el gen de la luciferasa, entre otros, que permiten la seleccién éptica de células utilizando
técnicas como la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

Ademas, debe tenerse en cuenta que el gen marcador seleccionable puede ser un marco de lectura abierto distinto
en la construccién o puede expresarse como una proteina de fusién con otro polipéptido (p. €j., el CAR).

Como se establecié anteriormente, la construccion de acido nucleico también puede comprender una o mas
secuencias de control de la transcripcion. Debe entenderse que el término "secuencia de control de la transcripcion”
incluye cualquier secuencia de &cido nucleico que efectle la transcripcion de un acido nucleico conectado
operativamente. Una secuencia de control de la transcripcion puede incluir, por ejemplo, un lider, una secuencia de
poliadenilacién, un promotor, un potenciador o una secuencia de activacion cadena arriba y un terminador de la
transcripcion. Tipicamente, una secuencia de control de la transcripcion incluye al menos un promotor. El término
"promotor" como se usa en la presente memoria, describe cualquier acido nucleico que confiere, activa o mejora la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 848 478 T3

expresion de un acido nucleico en una célula.

En algunas realizaciones, al menos una secuencia de control de la transcripcion esta operativamente conectada a la
molécula de acido nucleico del segundo aspecto de la invencién. Para los propdsitos de la presente memoria
descriptiva, una secuencia de control de la transcripcion se considera "operativamente conectada" a una molécula de
acido nucleico dada cuando la secuencia de control de la transcripcién es capaz de promover, inhibir o modular de
otro modo la transcripcion de la molécula de &cido nucleico. Por tanto, en algunas realizaciones, la molécula de acido
nucleico esta bajo el control de una secuencia de control de la transcripcion, como un promotor constitutivo o un
promotor inducible.

La "construccion de acido nucleico" puede estar en cualquier forma adecuada, tal como en forma de plasmido, fago,
transposdn, césmido, cromosoma, vector, etc., que es capaz de replicarse cuando se asocia con los elementos de
control adecuados y que puede transferir secuencias de genes, contenidas dentro de la construccién, entre células.
Por tanto, el término incluye vehiculos de clonacién y expresién, asi como vectores virales. En algunas realizaciones,
la construccion de acido nucleico es un vector. En algunas realizaciones, el vector es un vector viral.

Un promotor puede regular la expresion de una molécula de acido nucleico conectada operativamente de forma
constitutiva o diferencial con respecto a la célula, tejido u 6rgano en el que se produce la expresiéon. Como tal, el
promotor puede incluir, por ejemplo, un promotor constitutivo o un promotor inducible. Un "promotor constitutivo" es
un promotor que esta activo en la mayoria de las condiciones ambientales y fisiolégicas. Un "promotor inducible” es
un promotor que es activo en condiciones ambientales o fisioldgicas especificas. La presente invencion contempla el
uso de cualquier promotor que sea activo en una célula de interés. Como tal, un experto en la técnica podria determinar
facilmente una amplia gama de promotores.

Los promotores constitutivos de mamiferos pueden incluir, entre otros, virus del simio 40 (SV40), citomegalovirus
(CMV), P-actina, ubiquitina C (UBC), factor de elongacion 1 alfa (EF1A), fosfoglicerato cinasa (PGK) y potenciador
temprano de CMV/actina 3 de pollo (CAGG).

Los promotores inducibles pueden incluir, pero no se limitan a, promotores quimicamente inducibles y promotores
fisicamente inducibles. Los promotores quimicamente inducibles incluyen promotores que tienen actividad regulada
por compuestos quimicos tales como alcoholes, antibidticos, esteroides, iones metélicos u otros compuestos. Ejemplos
de promotores quimicamente inducibles incluyen: promotores regulados por tetraciclina (p. ej., verla patente
estadounidense 5.851.796 y la patente estadounidense 5.464.758); promotores sensibles a los esteroides como los
promotores del receptor de glucocorticoides (por ejemplo, ver la patente estadounidense 5.512.483), promotores del
receptor de ecdisona (por ejemplo, ver la patente estadounidense 6.379.945) y similares; y promotores sensibles a
metales tales como promotores de metalotioneina (por ejemplo, ver la patente estadounidense 4.940.661, la patente
estadounidense 4.579.821 y US 4.601.978) entre otros.

Como se menciond anteriormente, las secuencias de control también pueden incluir un terminador. El término
"terminador” se refiere a una secuencia de ADN al final de una unidad transcripcional que sefala la terminacion de la
transcripcion. Los terminadores son secuencias de ADN no traducidas en 3' que generalmente contienen una sefal de
poliadenilacion, que facilitan la adicién de secuencias de poliadenilato al extremo 3' de un transcrito primario. Al igual que
con las secuencias promotoras, el terminador puede ser cualquier secuencia terminadora que sea operable en las células,
tejidos u 6rganos en los que se pretende usar. Un experto en la técnica conocera los terminadores adecuados.

Como se entendera, la construccion de acido nucleico del tercer aspecto de la invencién puede incluir ademas
secuencias adicionales, por ejemplo, secuencias que permitan una expresion, transporte citoplasmico o de membrana
y sefales de localizacién mejorados. Los ejemplos especificos no limitantes incluyen un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES, por sus siglas en inglés).

La presente invencidén se extiende a todas las construcciones genéticas esencialmente como se describe en la
presente memoria. Estas construcciones pueden incluir ademas secuencias de nucleotidos destinadas al
mantenimiento y/o replicaciéon de la construccién genética en eucariotas y/o la integracion de la construccion genética
0 una parte de esta en el genoma de una célula eucariota.

Se conocen en la técnica métodos para la introduccién deliberada (transfeccién/transduccion) de material genético
exogeno, tal como la construccién de acido nucleico del tercer aspecto de la presente invencion, en células eucariotas.
Como se entendera, el método mas adecuado para introducir la construccion de acido nucleico en la célula hospedante
deseada depende de muchos factores, como el tamafo de la construccién de acido nucleico, el tipo de célula
hospedante y la tasa deseada de eficiencia de la transfeccién/transduccion y la viabilidad final deseada, o requerida,
de las células transfectadas/transducidas. Los ejemplos no limitantes de tales métodos incluyen; transfeccion quimica
con productos quimicos como polimeros catidnicos, fosfato de calcio o estructuras como liposomas y dendrimeros;
métodos no quimicos como electroporacién, sonoporaciones, choque térmico o transfeccion optica; métodos basados
en particulas como el suministro por "pistola de genes", magnetofeccion o impalefeccidn o transduccion viral.

La construccion de acido nucleico se seleccionara dependiendo del método de transfeccidn/transduccién deseado. En
algunas realizaciones del tercer aspecto de la invencidn, la construccion de acido nucleico es un vector viral y el
método para introducir la construccién de acido nucleico en una célula hospedante es la transduccién viral. Se conocen
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en la técnica métodos para utilizar la transduccion viral para provocar la expresién de un CAR en una PBMC (Parker,
LL. et al. Hum Gene Ther. 2000; 11: 2377-87) y mas generalmente utilizando sistemas retrovirales para la transduccion
de células de mamiferos (Cepko, C. y Pear, W. Curr Protoc Mol Biol. 2001, unidad 9.9). En otras realizaciones, la
construccion de &cido nucleico es un plasmido, un césmido, un cromosoma artificial o similar, y se puede transfectar
en la célula mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona una célula modificada genéticamente que incluye el receptor
quimérico para antigeno segun el primer aspecto de la invencién.

En algunas realizaciones del cuarto aspecto de la invencién, la célula modificada genéticamente incluye dos o mas
CAR diferentes.

En un quinto aspecto, la invencion proporciona una célula modificada genéticamente que incluye la molécula de &cido
nucleico segun el segundo aspecto de la invencién, o incluye la construccion de acido nucleico segln el tercer aspecto
de la invencién, o una forma gendmica integrada de la construccién de acido nucleico.

En algunas realizaciones del quinto aspecto de la invencién, la célula modificada genéticamente incluye una molécula
de acido nucleico, o una construccién de acido nucleico, que codifica dos o mas CAR diferentes. En algunas
realizaciones del quinto aspecto de la invencion, la célula modificada genéticamente incluye dos o0 mas moléculas de
acido nucleico, o dos 0 mas construcciones de acido nucleico, cada una de las cuales codifica un CAR diferente.

Como se menciona en la presente memoria, una "célula modificada genéticamente” incluye cualquier célula que
comprenda una molécula de &cido nucleico o una construcciéon de acido nucleico introducida y/o de origen no natural
abarcada por la presente invencién. La molécula de acido nucleico introducida o la construccion de &cido nucleico se
puede mantener en la célula como una molécula de ADN discreta, o se puede integrar en el ADN gendmico de la célula.

El ADN gendmico de una célula debe entenderse en su contexto mas amplio para incluir todo el ADN enddgeno que
constituye el complemento genético de una célula. Como tal, debe entenderse que el ADN gendémico de una célula
incluye cromosomas, ADN mitocondrial y similares. Como tal, el término "integrado genémicamente” contempla la
integracién cromosémica, la integracion del ADN mitocondrial y similares. La "forma genémicamente integrada” de la
construccion puede ser todo o parte de la construccién. Sin embargo, en algunas realizaciones, la forma
gendmicamente integrada de la construccién incluye al menos la molécula de acido nucleico del segundo aspecto de
la invencién.

Como se usa en la presente memoria, el término "CAR diferentes" o "receptores quiméricos para antigenos diferentes”
se refiere a dos 0 mas CAR que tienen dominios de reconocimiento de antigeno y/o de sefalizacion no idénticos. En un
ejemplo, "diferentes CAR" incluye dos CAR con los mismos dominios de reconocimiento de antigenos (p. ej., ambos CAR
pueden reconocer un receptor P2X7 disfuncional), pero tienen diferentes dominios de sefalizacién, como un CAR que
tiene un dominio de sefalizacién con una parte de un receptor de activacién y el otro CAR que tiene un dominio de
sefalizacion con una parte de un receptor coestimulador. Como se entendera, al menos uno de los dos o mas CAR
dentro de esta realizacion tendra un dominio de reconocimiento de antigeno que reconoce el receptor P2X7 disfuncional
y los otros CAR(s) pueden tomar cualquier forma adecuada y pueden dirigirse contra cualquier antigeno adecuado.

Por consiguiente, en algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencién, los dos o mas CAR
diferentes tienen dominios de sefalizacién diferentes y pueden tener dominios de reconocimiento de antigenos
idénticos o diferentes. Especificamente, la célula modificada genéticamente segun el cuarto o quinto aspecto de la
invencion puede incluir un primer receptor quimérico para antigeno con un dominio de sefializaciéon que incluye una
porcién derivada de un receptor de activacion y un segundo receptor quimérico para antigeno con un dominio de
sefalizacion que incluye una porcién derivada de un receptor coestimulador.

En algunas realizaciones del cuarto o quinto aspecto de la invencion, el receptor de activacion (del que se deriva una
porcién del dominio de sefializacion) es el complejo correceptor CD3 o es un receptor Fc.

En algunas realizaciones del cuarto o quinto aspecto de la invencion, el receptor coestimulador (del cual se deriva una
porcién del dominio de sefalizacion) se selecciona del grupo que consiste en CD27, CD28, CD-30, CD40, DAP10,
0X40, 4-1BB (CD137) e ICOS.

En algunas realizaciones del cuarto o quinto aspecto de la invencidn, el receptor coestimulador (del que se deriva una
porcién del dominio de sefalizacion) se selecciona del grupo que consiste en CD28, OX40 o 4-1BB.

En algunas realizaciones de los aspectos cuarto y quinto de la invencion, la célula modificada genéticamente se
modifica adicionalmente para expresar constitutivamente receptores coestimuladores.

Como se describié anteriormente, una respuesta inmunitaria celular tipicamente solo se induce cuando se
experimentan simultaneamente una sefnal de activacion (tipicamente en respuesta a un antigeno) y una sefal de
coestimulacién. Por lo tanto, al tener una célula genéticamente modificada segin algunas de las realizaciones
anteriores, que incluye dos o mas CAR que en combinacién proporcionan tanto una sefial de activacion intracelular
como una sefial de coestimulacion intracelular, se asegura que se pueda inducir una respuesta inmunitaria suficiente
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en respuesta al reconocimiento por el(los) CAR(s) de su antigeno afin. Alternativamente, la célula genéticamente
modificada puede incluir solo un CAR, que tiene un dominio de reconocimiento de antigeno que reconoce un receptor
P2Xz disfuncional, y pueden expresar constitutivamente receptores coestimuladores, aumentando asi la probabilidad
de que se proporcione coestimulacion simultaneamente cuando se activa el CAR. Alternativamente, la célula
modificada genéticamente puede modificarse adicionalmente para expresar constitutivamente tanto el receptor o
receptores coestimuladores como su ligando o sus ligandos. De esta manera, la célula experimenta continuamente
coestimulacién y solo necesita la activacion de un CAR, con un dominio de sefalizaciéon que incluye una parte de un
receptor de activacién, para la activacion inmunitaria de la célula.

Por lo tanto, en algunas realizaciones del cuarto o quinto aspecto de la invencidn, la célula modificada genéticamente
se modifica adicionalmente para expresar constitutivamente receptores coestimuladores. En realizaciones adicionales,
la célula genéticamente modificada se modifica adicionalmente para expresar ligandos para los receptores
coestimuladores, facilitando asi la autoestimulacién de la célula. Se conocen en la técnica ejemplos de linfocitos T que
expresan CAR que también expresan tanto receptores coestimuladores como sus ligandos afines (para inducir la
autoestimulacién) e incluyen, inter alia, los divulgados en Stephen MT. et al. Nat Med, 2007; 13: 1440-9.

La potencia de una célula modificada genéticamente que incluye un CAR se puede mejorar modificando
adicionalmente la célula para que secrete citocinas, preferiblemente citocinas proinflamatorias o proproliferativas. Esta
secrecidn de citocinas proporciona tanto apoyo autocrino para la célula que expresa el CAR como altera el entorno
local que rodea a la célula que expresa el CAR de modo que se reclutan y activan otras células del sistema inmunitario.
En consecuencia, en algunas realizaciones del cuarto o quinto aspecto de la invencion, la célula modificada
genéticamente se modifica adicionalmente para secretar citocinas. Esta secrecion puede ser constitutiva o puede ser
inducible tras el reconocimiento de un CAR de su antigeno afin de ligando.

Si bien se pueden seleccionar una o mas citocinas dependiendo de la respuesta inmunitaria deseada, las citocinas
preferidas incluyen IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e IL-21, o una combinacién de estas.

La célula modificada genéticamente del cuarto o quinto aspecto de la invencion puede ser cualquier célula inmunitaria
adecuada, o puede ser una poblacién celular homogénea o heterogénea. En algunas realizaciones, la célula es un
leucocito, una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC), un linfocito, un linfocito T, un linfocito T CD4+, un
linfocito T CD8+, una célula citolitica natural o un linfocito T citolitico natural.

En un sexto aspecto, la presente invencion proporciona una célula modificada genéticamente segun la invencion para
su uso en un método para destruir una célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional, el método que incluye
exponer la célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional a la célula genéticamente modificada.

Por tanto, segun el sexto aspecto de la invencion, el CAR reconoce directamente el receptor P2X7 disfuncional.

Como se usa en la presente memoria, el término "reconoce directamente” incluye la union directa del dominio de
reconocimiento de antigeno del CAR al receptor P2X7 disfuncional, o un epitopo de este, cuando el receptor esta
presente en su forma natural. En otro ejemplo no limitante, el dominio de reconocimiento de antigenos puede unirse
directamente a una forma procesada del receptor P2X7 disfuncional, que puede ser presentado por moléculas
presentadoras de antigeno como el complejo principal de histocompatibilidad (MHC).

En algunas realizaciones del sexto aspecto de la invencion, la célula que tiene un receptor P2X7 disfuncional esta
dentro del cuerpo de un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, el
método incluye ademas exponer la célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional a uno genéticamente modificado
junto con una citocina exdgena.

En algunas realizaciones del sexto aspecto de la invencién, la célula genéticamente modificada es una célula
genéticamente modificada autéloga de la célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional del sujeto.

En algunas realizaciones del sexto aspecto de la invencién, la célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional esta
dentro del cuerpo de un sujeto. En algunas realizaciones del sexto aspecto de la invencion, la célula que expresa un
receptor P2X7 disfuncional es una célula cancerosa.

En algunas realizaciones del sexto aspecto, la presente invencién proporciona una célula modificada genéticamente
para su uso en un método de tratamiento o prevencién del cancer en un sujeto, el método incluye proporcionar a un
sujeto una célula modificada genéticamente que tiene un receptor quimérico para antigeno, en donde el receptor
quimérico para antigeno esta dirigido contra una célula diana que tiene un receptor P2X7 disfuncional.

Debe entenderse que los términos "tratar", "tratar” o "tratamiento”, como se usan en la presente memoria, incluyen
dentro de su alcance uno 0 més de los siguientes resultados: (i) inhibir hasta cierto punto el crecimiento de un tumor
primario en un sujeto , incluida la desaceleracién y la detencién completa del crecimiento, y la reduccion del crecimiento
del tumor primario después de la reseccion; (ii) inhibir hasta cierto punto el crecimiento y la formacién de uno o mas
tumores secundarios en un sujeto; (iii) reducir el nimero de células tumorales en un sujeto; (iv) reducir el tamario de
un tumor en el sujeto; (v) inhibir (es decir, reducir, ralentizar o detener por completo) la infiltracion de células tumorales
en organos periféricos; (vi) inhibir (es decir, reduccion, ralentizacién o detencion completa) de la metastasis; (vii)
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mejorar la esperanza de vida de un sujeto en comparacion con el estado no tratado; (viii) mejorar la calidad de vida
de un sujeto en comparacion con el estado no tratado; (ix) aliviar, atenuar o mejorar al menos un sintoma de cancer
en un sujeto; (x) provocar la regresion o remision del cancer en un sujeto; (xi) aliviar una afeccién en un sujeto causada
por cancer; y (xii) detener los sintomas en un sujeto que estan asociados con el cancer.

Los términos "prevenir" o "prevenir" como se usan en la presente memoria deben entenderse que incluyen dentro de
su alcance inhibir la formacion de un tumor primario en un sujeto, inhibir la formacién de uno o mas tumores
secundarios en un sujeto, o reducir o eliminar la recurrencia del cancer en un sujeto en remision.

El término "inhibir", como se usa en la presente memoria, significa una disminucién o reduccién en el crecimiento de
un cancer, una célula cancerosa o un tumor cuando se compara con el crecimiento en un testigo, tal como una célula
0 un sujeto no tratado. En algunas realizaciones, el crecimiento puede disminuirse o reducirse en al menos un 10 %,
20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 %, en relaciéon con un testigo no tratado.

La inhibicién del crecimiento de un cancer, un tumor o una célula cancerosa se puede evaluar mediante una variedad
de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, para una célula cancerosa in vitro, el crecimiento de la célula puede
determinarse mediante un ensayo de proliferacién adecuado o mediante un método que evalle el grado de
incorporacion de timidina tritiada en el ADN celular durante un periodo de tiempo determinado. Para un tumor o una
célula cancerosa presente en vivo, el crecimiento del tumor o la célula puede determinarse, por ejemplo, mediante un
método de formacidn de imagenes adecuado conocido en la técnica.

El término "sujeto”, como se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier animal capaz de padecer cancer. Los
temas particulares de interés son los seres humanos y las especies cientificamente relevantes como ratones, ratas,
hurones, cobayas, hamsteres, primates no humanos, perros, cerdos y ovejas, o0 animales econémicamente relevantes
como caballos, perros, gatos y ganado. En una realizacién preferida del sexto aspecto de la invencion, el sujeto es un
ser humano.

Una referencia a "proporcionar a un sujeto" se refiere a administrar al sujeto la célula modificada genéticamente.
Alternativamente, la célula modificada genéticamente se puede generar dentro del sujeto. Por ejemplo, la célula
genéticamente modificada puede generarse en vivo de manera que el sujeto tenga una poblacion enddgena de células
modificadas genéticamente. Medios adecuados para tal generacion in vivo son conocidos en la técnica e incluyen la
terapia génica de un sujeto.

Como se usa en toda la memoria descriptiva, una referencia a un CAR que se "dirige" contra una célula diana que
tiene un receptor P2X7 disfuncional contempla la orientacion selectiva de una respuesta inmunitaria hacia una célula
basada en la célula que tiene un receptor P2X7 disfuncional. Es importante destacar que dicho direccionamiento no
se limita al reconocimiento directo del receptor P2X7 disfuncional por un CAR. Es decir, el CAR en si mismo no tiene
que reconocer ni unirse directamente al receptor P2X7 disfuncional, sino que simplemente tiene que ser capaz de
reconocer selectivamente y ser activado por una célula que expresa una receptor P2X7 disfuncional.

En un séptimo aspecto, la presente invencién proporciona una célula genéticamente modificada para su uso en un
método de tratamiento o prevencién del cancer en un sujeto, el método incluye la administracion al sujeto de una
célula genéticamente modificada segun un cuarto o quinto aspecto de la invencion.

Aunque la provision de una célula modificada genéticamente que expresa un CAR dirigida contra una célula diana que
tiene un receptor P2X7 disfuncional puede ser suficiente para proporcionar una inmunoterapia eficaz contra células
precancerosas 0 cancerosas, la provision de adyuvantes junto con las células modificadas genéticamente puede
mejorar aun mas la induccion de la respuesta inmunitaria y puede aumentar la inmunoterapia. Las citocinas,
preferiblemente las citocinas proinflamatorias, son adyuvantes particularmente adecuados para proporcionar a un
sujeto junto con células modificadas genéticamente que tienen CAR.

Por tanto, en algunas realizaciones de los aspectos sexto y séptimo de la invencién, la célula modificada
genéticamente se administra al sujeto junto con una citocina. Debe entenderse que, tal como se utiliza en toda la
memoria descriptiva, el término "junto con" incluye la célula modificada genéticamente que se administra
simultdneamente con una citocina o se administra en combinacién con una citocina. En consecuencia, cuando se
administra en combinacién con una citocina, se puede considerar que incluye una terapia de combinacion mediante
la cual la inmunoterapia de un sujeto incluye tanto el tratamiento con una citocina como el tratamiento con una célula
modificada genéticamente que tiene un CAR dirigido contra una célula diana que expresa un receptor P2Xz
disfuncional. En algunas formas, la citocina se administra en un dia diferente (>24 horas) a la administracién de las
células modificadas genéticamente. En otras formas, la citocina se administra el mismo dia (dentro de las 24 horas)
que las células modificadas genéticamente. En otras formas, la(s) citocina(s) y la célula genéticamente modificada se
administran dentro de las 18 horas, 12 horas, 6 horas, 4 horas, 2 horas, 1 hora, 45 minutos, 30 minutos, 15 minutos,
10 minutos, 5 minutos, 2 minutos o 1 minuto entre si.

Las citocinas adecuadas para la administracién junto con la célula modificada genéticamente incluyen IL-2, IL-4, IL-6, IL-
7, IL-9, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-21. , IL-28, IFNa, IFNB, IFNy, GM-CSF, TGFB y TNFa. Las citocinas preferidas
incluyen IL-2 e IFNa. Ademas, las citocinas pueden administrarse como formas recombinantes, formas naturales o
mediante sistemas de administracion tales como fusiones con proteinas, administradas como una secuencia de &cido
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nucleico que se expresa en la célula genéticamente modificada o conjugada con un polimero como polietilenglicol (PEG).

La célula que se va a modificar genéticamente se puede obtener de cualquier fuente adecuada. En algunas
realizaciones del sexto o séptimo aspecto de la invencién, la célula a modificar genéticamente es una célula autéloga,
siendo una célula autéloga de la célula que expresa un receptor P2X7 disfuncional. De manera ventajosa, una célula
autéloga no seria reconocida como "no propia" por el sistema inmunitario del sujeto y, por lo tanto, seria tolerada por
el sujeto. Sin embargo, en algunas formas de cancer, las células autélogas adecuadas pueden no estar facilmente
disponibles. Por tanto, en algunas realizaciones de la invencién, la célula que se va a modificar genéticamente es una
célula alégena o heterdloga.

La disfuncion de P2X7 es una alteracién molecular comin en una variedad de canceres. En consecuencia, el método del
sexto 0 séptimo aspecto de la invencion puede usarse para la prevencion y el tratamiento de una variedad de canceres.

En algunas realizaciones del sexto o séptimo aspecto de la invencion, el método se usa para la prevencién o el
tratamiento de un cancer seleccionado de uno o mas de; cancer de cerebro, cancer de eséfago, cancer de boca,
cancer de lengua, cancer de tiroides, cancer de pulmoén, cancer de estémago, cancer de pancreas, cancer de rifién,
cancer de colon, cancer de recto, cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, canceres de células
epiteliales, cancer de piel, leucemia, linfoma, mieloma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio,
cancer de testiculo. Preferiblemente, el cancer se selecciona entre uno o méas de cancer de pulmdn, cancer de eséfago,
cancer de estébmago, cancer de colon, cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, canceres de
vagina, canceres de células epiteliales, cancer de piel, canceres relacionados con la sangre, cancer de mama, cancer
de endometrio, cancer de Utero, cancer de testiculo.

En algunas realizaciones del sexto o séptimo aspecto de la invencion, el cancer es un cancer metastasico, como el
cancer en estadio Il o estadio IV.

Tras la creacion de una célula modificada genéticamente segun el cuarto o quinto aspecto de la invencién, puede ser
deseable expandir la poblacién celular in vitro para aumentar el nimero total de células disponibles para su uso en el
tratamiento. Esto se puede hacer usando el paso de exponer la célula a un antigeno para el CAR. En consecuencia, en
un octavo aspecto, la presente invencion proporciona un método de expansién de la célula modificada genéticamente in
vitro segun el cuarto o quinto aspecto de la invencion, el método incluye la etapa de exponer la célula a un antigeno para
el CAR. En algunas realizaciones, el método incluye el paso adicional de exponer la célula a una citocina.

También se describe un método de expansion in vitro la célula modificada genéticamente segln el cuarto o quinto
aspecto de la invencion, el método incluye la etapa de exponer la célula a un antigeno para el CAR y simultdneamente
exponer la célula a una citocina.

Las citocinas preferidas utilizadas incluyen miembros de la subfamilia IL-2, la subfamilia del interferén, la subfamilia
IL-10, la subfamilia IL-1, la subfamilia IL-17 o la subfamilia TGF-B. En algunas realizaciones del octavo o noveno
aspectos de la invencion, la citocina se selecciona del grupo que consiste en IFN-y, IL-2, IL-5, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, TNF-a, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 y GM-CSF, o una combinacién de estos.

Se describe ademas un método de expansion in vitro de la célula modificada genéticamente segun el cuarto o quinto
aspecto de la invencion, el método incluye exponer la célula a anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 inmovilizados. En
algunas realizaciones del décimo aspecto de la invencién, los anticuerpos se inmovilizan sobre un sustrato con perlas
(por ejemplo, Dynabeads™ “activadoras humanas”). Los anticuerpos pueden inmovilizarse en una superficie
alternativa, como la superficie de un recipiente de cultivo de tejidos, un matraz de cultivo, una placa o un biorreactor.

Como entenderia un experto en la técnica, dependiendo del dominio de sefalizacion del CAR, el reconocimiento por
el CAR de su antigeno afin conducird a una sefalizacion intracelular que finalmente puede conducir a la proliferacién
celular. En consecuencia, se pueden expandir pequefnas cantidades de células, o incluso células individuales, (o en el
caso de una sola célula, expandirse clonalmente) para formar cantidades terapéuticamente significativas. Este proceso
se puede mejorar aun mas mediante la provision de citocinas.

El suministro o administracion de la célula modificada genéticamente segun un cuarto o quinto aspecto de la invencion
puede ser el suministro o administracién de la célula sola, o el suministro o administracién de la célula formulada en
una composicién farmacéutica adecuada. Por consiguiente, en un octavo aspecto, la presente invenciéon proporciona
una composicion farmacéutica que incluye una célula modificada genéticamente segin un cuarto o quinto aspecto de
la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Se conocen métodos en la técnica para proporcionar células que contienen CAR para inmunoterapia (ver por
ejemplo Kershaw, MH. et al. Clin Cancer Res. 2006; 12 (20): 6106-15; Parker LL. et al. Hum Gene Ther 2000; 11:
2337-87). Ademas, se conocen en la técnica protocolos y métodos para la preparacion, expansion y evaluacion de
células que expresan CAR de mamiferos (ver por ejemplo Cheadle, EJ. et al. Antibody Engineering: Methods and
Protocols, segunda edicion, Methods in Molecular Biology, tomo 907: 645-66) y se resumen en los ejemplos siguientes.

La composicion farmacéutica también puede incluir uno o mas aditivos farmacéuticamente aceptables, incluidas sales,
aminoacidos, polipéptidos, polimeros, disolventes, tampones, excipientes y agentes de carga farmacéuticamente
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aceptables, teniendo en cuenta las caracteristicas fisicas y quimicas particulares de la célula a administrar. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica incluye una suspension de células modificadas genéticamente segun el
cuarto o quinto aspecto de la invenciéon en un medio adecuado, tal como disolucion salina isoténica. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica puede incluir adyuvantes adecuados tales como una o mas citocinas como
se describié anteriormente. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica también puede incluir un
intermediario como se describié anteriormente.

La administracion de la composicion farmacéutica también puede ser por medios parenterales que incluyen inyeccion
intravenosa, intraventricular, intraperitoneal, intramuscular o intracraneal, o inyecciones locales en el sitio de un tumor
0 masa cancerosa.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, la palabra "comprenden”, o
variaciones tales como "comprende" o "que comprende", se entendera que implica la inclusién de un elemento o
namero entero o grupo de elementos o nimeros enteros establecidos, pero no la exclusién de cualquier otro elemento
0 numero entero o grupo de elementos o nimeros enteros.

Finalmente, se hace referencia a libros de texto estandar de biologia molecular que contienen métodos para llevar a
cabo técnicas basicas abarcadas por la presente invencién. Ver, por ejemplo, Green MR y Sambrook J, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (4a edicion), Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2012.

Resultara evidente para el experto en la técnica que, si bien la invencién se ha descrito con cierto detalle para fines de
claridad y comprension, se pueden realizar diversas modificaciones y alteraciones a las realizaciones y métodos descritos
en la presente memoria sin apartarse del alcance del concepto inventivo descrito en esta memoria descriptiva.

La invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos. Los ejemplos tienen el propésito de describir
realizaciones particulares solamente y no pretenden ser limitantes con respecto a la descripcién anterior.

Ejemplo 1
Protocolo para el disefio y expresion del receptor quimérico para antigeno (CAR) del péptido de union a PEP2-2-3

Un protocolo ejemplificado que detalla el proceso de disefio y expresion de un CAR receptor anti-P2X7 disfuncional
(nf) segun una realizacion de la presente invencion se detalla a continuacion.

Disefio de receptor quimérico para antigeno (anti-P2x7 nf) PEP2-2-3
Se disefi6 un receptor quimérico para antigeno anti-P2xz nf (CAR) segun el esquema ilustrado en la Figura 1.

Se generd un dominio de reconocimiento de antigeno 1 del CAR que incluia la secuencia de aminodacidos del péptido
de union PEP2-2-3 (secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO: 10 y secuencia de nucleétidos indicada en
SEQ ID NO: 11). Se demostré que la secuencia PEP2-2-3 tiene una afinidad especifica por el receptor P2X7
disfuncional expresado en células cancerosas, como las células LNCap de préstata, sin una afinidad significativa por
los monocitos o linfocitos.

Un péptido de sefalizacién CD8a 2 (que tiene la secuencia de aminodcidos indicada en SEQ ID NO: 12 y la secuencia
de nucleétidos indicada en SEQ ID NO: 13) se unié al extremo N-terminal del dominio de reconocimiento de antigeno
PEP2-2-3 1. El péptido de sefalizacion CD8a 2 incluye una secuencia consenso de Kozak en las posiciones 1 a 13
de SEQ ID NO: 13. El péptido de senalizacién CD8a 2, incluida la secuencia de Kozak, actia para facilitar el
reconocimiento del ARN transcrito por el ribosoma y proporciona un sitio de inicio de la traduccién, promoviendo asi
la traduccién de la secuencia de ARN transcrito del CAR a una proteina.

El dominio de reconocimiento de antigeno 1 del CAR estaba vinculado a un dominio transmembrana 3 a través de una
de las dos regiones de bisagra, denominada bisagra larga 4 y bisagra corta 5. La provision de una bisagra larga 4 permite
la flexibilidad del dominio de reconocimiento de antigeno que puede ser necesario para que el dominio de reconocimiento
de antigeno interactue con su ligando analogo (P2X7 disfuncional). Las secuencias de amino&cidos y nucleétidos de la
bisagra larga 4 se establecen en SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos y
nucledtidos de la bisagra corta 5 se establecen en SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17, respectivamente.

El dominio transmembrana 3, y una porcién del dominio intracelular 6, del CAR es proporcionado por una porcion del
receptor coestimulador CD28 7 (secuencia de aminodcidos indicada en SEQ ID NO: 18 y secuencia de nucleotidos
indicada en SEQ ID NO: 19). El dominio intracelular incluye ademas una porcion del receptor coestimulador
0OX40 8 (secuencia de aminodacidos indicada en SEQ ID NO: 20 y secuencia de nucleétidos indicada en SEQ ID NO:
21) y una porcion del receptor de activacion CD3 zeta 9 (secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO: 22 y
secuencia de nucledtidos indicada en SEQ ID NO: 23).

Una secuencia P2A 10 (secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO: 24 y secuencia de nucleétidos indicada
en SEQ ID NO: 25) se anadi6 al extremo C-terminal del CAR, permitiendo la escision posterior a la traduccion de
cualquier secuencia peptidica unida al extremo C del CAR. La secuencia de aminoacidos para el CAR anti-P2Xz7 nf-
bisagra larga y el CAR anti-P2X7 nf- bisagra corta se establecen en las SEQ ID NO: 26 y 27, respectivamente.
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Disefio y ensamblaje del vector Lentival

Los CAR disefados se incorporaron al plasmido lentiviral BLIV (System Biosciences, California, EE. UU.) ilustrado en
la Figura 2, que incluye las proteinas informadoras de fluorescencia y bioluminiscencia, la proteina de fluorescencia
verde (GFP) y la luciferasa de luciérnaga (FLuc). El plasmido BLIV incluye ademas una secuencia codificante de T2A
entre las secuencias codificantes de la proteina indicadora de GFP y FLuc que permite la separacion posterior a la
traduccion de las proteinas FLuc y GFP.

Se agregaron secuencias que tienen homologia con las secuencias anteriores y posteriores al sitio de restriccion Nhel
del vector BLIV a los extremos 5'y 3' de los CAR disefiados para dar como resultado las secuencias de nucleétidos
finales establecidas en SEQ ID NO 28 (CAR-bisagra larga) y SEQ ID NO: 29 (CAR-bisagra corta). La inclusién de las
secuencias 5'y 3' permitio la incorporacion del CAR anti-P2X7 nf en el vector BLIV usando clonacién de Gibson.

La secuencia de nucleotidos para el CAR anti-P2X7 nf-bisagra larga y CAR anti-P2X7 nf-bisagra corta se construyeron
utilizando tecnologia de bloques génicos (gBlock™ Gene Fragments - Integrated DNA Technologies, lowa, EE. UU.)
y se ensamblaron con el kit de clonaciéon de ensamblaje Gibson (New England Biolabs inc. Ipswich MA, EE. UU. —
num. de cat. E5510S) segun las instrucciones del fabricante.

El plasmido BLIV se restringié en el sitio de clonacion Nhel y la secuencia codificante del CARanti-P2X7 nf se incorpor6
usando ensamblaje de Gibson.

Clonacion y evaluacion del vector BLIV-CAR

Se transformaron células de E. coli competentes 5-alfa de New England Biolabs (provistas en el kit de clonacion de
ensamblaje Gibson) con los vectores BLIV-CAR generados segun las instrucciones del fabricante. Brevemente:

. Un tubo de células de E. coli competentes 5-alfa de NEB se descongelé en hielo durante 10 minutos;

. Se anadieron 1-5 pl que contenian 1 pg - 100 ng de ADN plasmidico BLIV-CAR a la mezcla de células y se
mezclaron agitando el tubo de 4 a 5 veces;

. La mezcla de E. coliy plasmido se colocé en hielo durante 30 minutos sin mezclar;

. La mezcla de células y plasmido se sometié a choque térmico a 42 °C durante 30 segundos antes de colocarla
en hielo durante 5 minutos sin mezclar;

. Se afadieron 950 pl de SOC a la mezcla antes de calentarla a 37 °C durante 60 minutos y agitar vigorosamente;
. Se prepararon placas de seleccién y se calentaron hasta 37 °C;
. Se prepararon diluciones seriadas de 10 veces de las células en disolucion SOC; y

J Se extendieron 50 a 100 pl de cada dilucién en placas de seleccion seguido de incubacién durante la noche a 37 °C.

Tras la incubacién de las células transformadas (E. coli), se aislaron 10 colonias de bacterias transformadas con el
plasmido BLIV-CAR-bisagra corta y 10 colonias de bacterias transformadas con el plasmido BLIV-CAR-bisagra larga,
se purificd el ADN del plasmido y se restringié con una enzima de restriccion BamHI. El ADN restringido se analizé
mediante electroforesis en gel en busca de fragmentos de restriccién de tamafio apropiado. Como se muestra en la
Figura 3, las colonias 2 a 9 de los clones bacterianos transformados con el plasmido de BLIV-CAR-bisagra larga
contenian los fragmentos de restriccién de tamafno apropiado (7,8 kb y 2,8 kb), mientras que solo la colonia 4 de los
clones bacterianos transformados con el BLIV-CAR-bisagra corta proporcion6 los fragmentos de restriccion de tamafno
apropiado (7,4 kb y 2,8 kb).

Los clones 2 a 4 de las bacterias que contienen el plasmido BLIV-CAR-bisagra larga (L2 a L4) y el clon 4 de las
bacterias que contienen el plasmido BLIV-CAR-bisagra corta (S4) se seleccionaron para una confirmacién adicional
de la identidad del plasmido usando las enzimas de restriccién EcoRIl, BamHI| y Pstl. Todas las colonias mostraron
fragmentos de restriccion de la longitud esperada, como se establece en la Tabla 4 y la Figura 4.

Tabla 4

Longitud esperada del fragmento de restriccion de los plasmidos BLIV-CAR

Enzima de restriccion y plasmido Longitud esperada
Plasmido BLIV sin modificar 8,9kb
BLIV-CAR-bisagra larga con restriccion con Bam Hl 7,8kby 2,8 kb
BLIV-CAR-bisagra corta con restriccion con Bam Hl 7,4kby 2,8 kb
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Enzima de restriccion y plasmido Longitud esperada
BLIV-CAR-bisagra larga con restriccion con Eco Rl 6,8kb, 2,6 kb y 1,5 kb
BLIV-CAR-bisagra corta con restriccion con Eco Rl 7,7kb y 2,6kb
BLIV-CAR-bisagra larga con restriccion con Pst | 8,6kb, 2,0 kb y 0,22 kb
BLIV-CAR-bisagra corta con restriccion con Pst | 9,3kb, 0,8 kb y 0,22 kb

Construccion y verificacion de vectores lentivirales
Se usaron células 293T para empaquetar lentivirus a partir de un protocolo de 3 plasmidos segun el siguiente método.

Dia 1: Se sembraron células 293T en 35 ml de medio DMEM con suero al 10 % en un matraz T-225 de manera que
las células fueran 90-95 % confluentes al dia siguiente.

Dia 2: Se anadieron 30 ug de uno de los plasmidos BLIV-CAR generados (o un plasmido BLIV sin modificar), 30 ug
de plasmido gag-pol delta 8.2 y 15ug de plasmido VSV-G (pMD2.G), a medios OptiMEM hasta un volumen final de
750 ul y se mezclaron. Se afadieron 300 ul de disolucion de PEIl y se incubaron a temperatura ambiente durante al
menos 20 minutos. Después, la mezcla se afiadi6 a las células 293T confluentes antes de la incubacién a 37 °C.

Dia 3: Se decanté el sobrenadante de las células 293T 24 horas después de la adicién de la mezcla de plasmidos y
se almacen6 a 4 °C. La mezcla decantada se reemplazé con 35 ml de medios frescos antes de una incubacién
adicional a 37 °C.

Dia 4: 48 horas después de la adiciéon de la mezcla de plasmidos, se eliminaron los medios y se combiné con el
sobrenadante de la recoleccién de 24 horas. Los sobrenadantes combinados se centrifugaron durante 15 minutos a
1500 g para eliminar cualquier residuo celular restante. El sobrenadante se filir6 a través de un filtro de 0,45 umy
luego se centrifugé a 17.000 rpm en una ultracentrifuga WX durante una hora. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante se decant6 a mano, donde quedaron 50-200 ul en el tubo. El tubo de centrifuga se colocé en un tubo
con tapo6n de rosca de 50 ml para evitar la contaminacion y la evaporacién y se dejo que el virus se resuspendiera a
4°C durante la noche.

Dia 5: El virus se resuspendi6 del fondo del tubo de centrifuga y se transfirié a un nuevo tubo de 1,5 ml. El virus
resuspendido se centrifugd durante 5 minutos en un tubo de microcentrifuga a 5000 rpm para eliminar cualquier residuo
restante.

La transfeccion de células 293T con el vector BLIV-CAR-bisagra corta y BLIV-CAR-bisagra larga se evalu6 después
de 24 horas de incubacion por la presencia de fluorescencia de GFP (ver Figura 5A y Figura 6A). El sobrenadante
recogido el dia 5 (como se indica anteriormente) que contenia vectores de lentivirus BLIV-CAR de bisagra corta y larga
se incubd con células 293T frescas y se visualizo la fluorescencia de GFP para probar la capacidad de transduccion
(ver Figura 5B y Figura 6B).

Deteccion de la funcion de los linfocitos T CAR

Se aislaron 108 linfocitos T CD8 de 50 ml de sangre humana usando el kit de aislamiento de linfocitos T CD8+ humanos
RosetteSep ™ (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) segun las instrucciones del fabricante. El analisis de la
pureza, como se ilustra en la Figura 7, demostr6 que el 76,6 % de las células purificadas eran CD8+

Los linfocitos T CD8+ se incubaron a 10° células por pocillo con una proporcion de 1: 1 de perlas de expansor de
linfocitos T dinamicas (CD3/CD28). A continuacion, las células CD8 se incubaron durante la noche junto con
preparaciones lentivirales, a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 5 o mayor, que contenian plasmidos BLIV sin
modificar, plasmidos BLIV-CAR-bisagra corta o plasmidos BLIV-CAR-bisagra larga. Después de la incubacion, los
linfocitos T CD8+ se lavaron antes de ser cocultivados con las células diana.

Las células diana que expresan el receptor P2X7 disfuncional fueron proporcionados por la linea celular de cancer de
mama BT549 (ATCC HTB-122). Estas células se marcaron con tinte usando el tinte intercalculante de membrana
fluorescente eFluor™ 670 (affymetrix eBioscience) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente:

. Se prepararon células BT549 como una suspensién unicelular y se lavaron en PBS dos veces para eliminar
cualquier suero residual;

. Las células se resuspendieron en PBS a temperatura ambiente;
. Se prepar6 una disolucién 10 uM de tinte de proliferacién celular eFluor® 670 en PBS a temperatura ambiente;

. Se afadié un volumen igual de la disolucién de tinte 10 uM a las células BT549 preparadas para dar una
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concentracion final de disolucién de tinte 5 pM;

o Las células BT549 en la disolucién de tinte se incubaron durante 10 minutos a 37 ° C en la oscuridad, antes de
que se detuviera el marcaje al afadir 4 veces el volumen de medio de cultivo frio que contenia suero al 10 %
seguido de incubacién en hielo durante 5 minutos en la oscuridad;

o Finalmente, las células se lavaron 3 veces en medio de cultivo antes de resuspenderlas en medio de cultivo a la
concentracion deseada.

Después del marcaje con tinte, las células diana se cocultivaron con los linfocitos T CD8+ preparadas en proporciones
de 10:1,5:1,1: 1y 0: 1 (linfocitos T: dianas).

Después de 24 horas de cocultivo, las células se recogieron y analizaron usando clasificacién de células activada por
fluorescencia (FACS). Se cuantificé el nimero de células diana que contenian el tinte intercalculante de membrana
para evaluar si los linfocitos T cocultivados conducian a la muerte de las células diana o la detencién de la proliferacién
celular. La estrategia de activaciéon y andlisis usada para cuantificar la eficacia de los linfocitos T CD8+ para matar
células diana se ilustra en la Figura 8 y se cuantifica en la Figura 9. La Figura 8A ilustra el analisis de histograma y
activacion de los linfocitos T CD8+ marcados. La Figura 8B ilustra el andlisis de histograma y de activacion de las
células diana BT549 marcadas. La Figura 8C ilustra el andlisis de histograma y de activacién después de 24 horas de
cocultivo de linfocitos T CD8+ testigo y dianas BT549. La Figura 8D ilustra el andlisis de histograma y de activacion
después de 24 horas de cocultivo de linfocitos T CD8+ transducidos con BLIV-CAR-bisagra larga y células diana
BT549. La Figura 8E ilustra el andlisis de histograma y de activacién del cocultivo de 24 horas de linfocitos T CD8+
transducidos con BLIC-CAR-bisagra corta y células diana BT549.

Como puede verse en la Figura 9, hubo un aumento en el niumero de células diana BT549 eliminadas (muertas)
cuando las células diana se cocultivaron con linfocitos T CD8 transducidos con lentivirus que contenian BLIV-CAR-
bisagra larga o BLIV-CAR-bisagra corta, en comparacion con el cocultivo de las células diana con linfocitos T CD8 no
transducidos o transducidos testigo (vector BLIV no modificado).

En vista de los resultados presentados en la Figura 9, es evidente que los linfocitos T CD8+ transducidos con CAR
anti-receptores P2X7 nf (que tienen la bisagra corta o larga) demuestran niveles elevados de actividad citotéxica hacia
células diana que expresan P2X7 disfuncional, lo que demuestra la capacidad de los linfocitos T CAR para destruir las
células cancerosas diana.

Ejemplo 2
Disefio de un receptor quimérico para antigeno anti-P2X7 n alternativo

Otro protocolo ejemplificado que detalla el proceso de disefiar y expresar en un linfocito T, un CAR anti-receptor P2X7
disfuncional (nf), segun una realizacién de la presente invencion, se detalla a continuacion.

Se disefiaron CAR anti-P2X7 nf utilizando tres péptidos de unién anti-P2X7 disfuncionales. Especificamente, los CAR
se disefiaron para incluir dominios de reconocimiento de antigeno con homologia de secuencia con los péptidos PEP2-
2-1-1, PEP2-472-2 0 PEP2-2-12 (que tienen las secuencias de aminodacidos establecidas en las SEQ ID NO: 32, 33y
34, respectivamente). Se ha demostrado que estos péptidos de unién se unen al receptor P2X7 disfuncional (Barden,
J.A., Sluyter, R., Gu, B.J. y Wiley, J.S. 2003. Specific detection of non-functional human P2X(7) receptors in HEK293
cells and B-lymphocytes. FEBS Lett 538, 159-162).

El alineamiento de los péptidos de union anteriores a las regiones variables de la cadena pesada de los anticuerpos
que reconocen receptores P2X7 disfuncionales se muestra en la Figura 10. El alineamiento de las secuencias de la
region determinante de complementariedad (CDR 1 a 3) se indica mediante recuadros.

A continuacion, se detalla un ejemplo especifico de la construccién de un CAR que tiene la secuencia PEP2-2-1-1. Se
usaron la misma estructura y secuencias de CAR para los CAR que tenian secuencias PEP2-472-2 o PEP2-2-12 como
péptidos de unién, con los péptidos de unidn alternativos sustituidos por PEP2-2-1-1.

Las secuencias de ADN que codifican el péptido de union a PEP2-2-1-1 se sintetizaron dentro del marco con otras
secuencias de ADN para generar un CAR que tiene la configuracion que se describe a continuacion.

Con referencia a la Figura 11, se prepar6 un dominio de reconocimiento de antigeno al enlazar una secuencia lider de
la variante 1 del transcrito de la molécula CD8a de Homo sapiens (CD8A) (que tiene la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEC ID NO: 30 y la secuencia de nucleétidos establecida en la SEC. ID NO: 31) 11 al extremo N del
péptido de union PEP2-2-1-1 12 (que tiene la secuencia de aminodacidos establecida en SEQ ID NO: 32 y la secuencia
de nucleétidos establecida en SEQ ID NO: 35).

El dominio de reconocimiento de antigeno se unié luego a un dominio transmembrana a través de una bisagra de IgG4

-CH2-CH4 modificada 13 que tiene la secuencia de la bisagra larga como se indica en el Ejemplo 1 anterior (es decir, la
secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO: 14 y la secuencia de nucledtidos establecida en SEQ ID NO: 15).
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El dominio extracelular que comprende la secuencia lider de CD8 11 y el péptido de union PEP2-2-1 12 se enlazé a
un dominio transmembrana 14 proporcionado por una porcién de CD28 humano 15 (que tiene la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID NO: 18 y la secuencia de nucleétidos establecida en SEQ ID NO: 19) que también
incluia una parte de los dominios citoplasmicos de CD28 16.

La porcion intracelular del CAR 17 fue proporcionada por una porcion de la molécula de CD28 humana mencionada
anteriormente 14 y el dominio citoplasmico del miembro 4 de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral
de Homo sapiens (TNFRSF4/0X40 - que tiene la secuencia de aminodcidos establecida en SEQ ID NO: 20 y la
secuencia de nucledtidos establecida en SEQ ID NO: 21) 18 vinculado al dominio citoplasmético de la molécula CD247
de Homo sapiens 19 (cadena zeta de la glicoproteina CD3 de la superficie de linfocitos T, que tiene la secuencia de
aminodcidos establecida en SEQ ID NO: 22 y la secuencia de nucleédtidos establecida en SEQ ID NO: 23).

Disefio y ensamblaje del vector Lentival

Las secuencias de nucledtidos para los CAR disefiados PEP2-2-1-1, PEP2-472-2 y PEP2-2-12 se construyeron
utilizando tecnologia de bloques génicos (gBlock™ Gene Fragments - Integrated DNA Technologies, lowa, EE. UU.)
y se ensamblaron utilizando el kit de clonacion de ensamblaje Gibson (New England Biolabs inc. Ipswich MA, EE. UU.
—num. de cat. E5510S) segun las instrucciones del fabricante. Las secuencias de las construcciones de nucleétidos
para los CAR PEP2-2-1-1, PEP2-472-2 0 PEP2-2-12 para la integracion en vectores de clonacion (incluidos los sitios
de restriccion) se establecen en las SEQ ID NO: 35, 36 y 37, respectivamente.

Las construcciones de nucleétidos CAR se incorporaron en el vector pCDH-CMV-MCS-T2A (pCDH) (System
Biosciences, California, EE. UU. nim. de cat. CD524A-1) ilustrado en la Figura 11, que incluye la proteina informadora
de fluorescencia, proteina de fluorescencia verde (GFP ). El vector pCDH incluye ademas una secuencia codificante
de T2A entre el sitio de clonacion y la GFP que permite la separacion posterior a la traducciéon de las proteinas CAR
y GFP clonadas.

Para la integracion de las construcciones de nucledtidos CAR PEP2-2-12 y PEP2-472-2 en el vector pCDG, el vector
pCDH se restringié con EcoR1y Notly gel purificado (kit de extraccion de gel QlAquick, QIAGEN). Las construcciones
de gBlock de nuclettidos CAR PEP2-2-12 y PEP2-472-2 también se digirieron con enzimas de digestién EcoRl'y Notl.
El fragmento de gBlock restringido se purific luego con un kit de purificacién de PCR QIAquick segun las instrucciones
del fabricante. El vector restringido se ligd con las construcciones CAR restringidas en una relacién molar entre inserto
y vector de 3:1. Las mezclas de ligacion se transformaron en células SURE2 quimicamente competentes (Agilent).

La construccion CAR PEP2-2-1-1 contenia un sitio de restriccion EcoR1y, por lo tanto, se integro en el vector pCDH
de una manera diferente a las construcciones de nucle6tidos CAR PEP2-2-12 y PEP2-472-2. El vector pCDH se
restringié con EcoR1, y la prolongaciéon hacia 5' resultante se rellené mediante ADN polimerasa de T4 en presencia
de dNTP 100 uM (12 °C durante 15 minutos). Se termind la reaccién (75 °C durante 20 minutos en presencia de EDTA
10 mM) y el vector restringido se purificd en columna (kit de purificacion QlAquick PCR, QIAGEN). A continuacion, el
vector purificado se restringié mas con Notly gel purificado (kit de extraccion de gel QlAquick, QIAGEN). El fragmento
de construccion CAR PEP2-2-1-1 se restringi6é primero con Smal seguido por digestion con Not/ (ambos a 25 °C). El
fragmento de gBlock restringido se purifico con un kit de purificacion QlAquick PCR segun las instrucciones del
fabricante. El vector restringido se ligd con la construcciéon CAR en una proporcion molar entre inserto y vector de 3:1.

Clonacion y evaluacion del vector pCDH-CAR

Las mezclas de ligacion para cada una de las tres construcciones CAR descritas anteriormente se transformaron en
células SUREZ2 quimicas competentes (Agilent) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente:

. Las células SURE2 se descongelaron en hielo. Una vez descongeladas, las células se mezclaron suavemente y
se colocaron alicuotas de 100 pl de células en tubos de fondo redondo de 14 ml previamente enfriados;

. Se anadieron 2 pl de B-mercaptoetanol a cada alicuota de células;

o Los tubos se mezclaron y se incubaron en hielo durante 10 minutos, agitando suavemente cada 2 minutos;
. Se afadieron 0,1-50 ng de cada uno de los vectores pCDH-CAR a una alicuota de células;

. Las alicuotas se mezclaron suavemente, luego se incubaron en hielo durante 30 minutos;

. Los tubos se sometieron a pulsos de calor a 42 °C en un bafo de agua durante 30 segundos y luego se incubaron
en hielo durante 2 minutos;

. Se anadieron 0,9 ml de caldo NZY+ precalentado (42 °C) a cada tubo seguido de incubacién a 37 °C durante 1
hora con agitacion a 225-250 rpm;

. Se sembraron hasta 200 pl de la mezcla de transformacién en placas de agar LB que contenian antibiético,
seguido de incubacién a 37 °C durante la noche;
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. Las colonias se recogieron y cultivaron durante la noche;

. El ADN plasmidico se aislé de los clones cultivados con un kit miniprep Quicklyse (QIAGEN) y se digiri6 con
digestion de EcoRI/Not I para identificar clones con los vectores CAR-pCDH de tamafio correcto

Después de la incubacion de las células transformadas (SURE2), se aislaron de 5 a 6 colonias de células
transformadas con pCDH-CAR para cada uno de los péptidos de union PEP2-2-1-1, PEP2-472-2 0 PEP2-2-12 y
posteriormente se incubaron durante la noche. EI ADN plasmidico se aislé con un kit miniprep Quicklyse (QIAGEN) a
partir de cada una de las colonias cultivadas y se restringié con las enzimas de restriccion EcoRIl/Not I. El ADN
restringido se analizé6 mediante electroforesis en gel en busca de fragmentos de restriccion de tamafio apropiado.

Como se muestra en la Figura 13, la colonia 3 de la construccion PEP2-2-1-1 pCDH-CAR, las colonias 1y 3 de la
construccion PEP2-472-2 pCDH-CAR y las colonias 1, 3 y 5 de la construccién PEP2-2-12 pCDH-CAR contenian los
fragmentos de restriccion de tamafio apropiado.

Cada clon seleccionado se secuencié para confirmar la integracién del CAR al usar los cebadores apropiados
seleccionados de la Tabla 5.

Tabla 5

Cebadores utilizados para la confirmacion de la construccion CAR correcta en colonias seleccionadas

Nombre del cebador Secuencia SEC ID NO

pCHD-CMV-Dir GGTGGGAGGTCTATATAAGC SEC ID NO: 38
pCHD-coGFP-Inv TGATGCGGCACTCGATCTC SEC ID NO: 39
2-2-1-1-Inv CTTCACGGAGTCTGCGTAG SEC ID NO: 40
2-2-1-1-Dir TCTTGTCACTGTATCCAGTG SEC ID NO: 41
2-472-2-Inv CGTATCTTCAGCTCTCAAGC SEC ID NO: 42
2-472-2-Dir TGGTCCTTCAGTTTTCCTGT SEC ID NO: 43
2-12-2-Inv CAGCTGTATCTTCTGCTC SEC ID NO: 44
Com-For-1 AGTGGGAGAGTAACGGACAG SEC ID NO: 45
Com-For-2 AGGGCCAGAATCAATTGTAC SEC ID NO: 46

Los datos de secuenciacion de cada colonia seleccionada se alinearon con el clon recombinante derivado in silico
para cada una de las construcciones CAR de PEP2-2-1-1, PEP2-472-2 o PEP2-2-12 y se verificaron las
construcciones apropiadas para al menos una de cada una de las colonias seleccionadas. El aislamiento de plasmido
libre de endotoxinas a gran escala de los clones verificados se realizé con un kit NucleoBond® Xtra Midi EF, Macherey-
Nagel segun las instrucciones del fabricante.

Construccion y verificacion de vectores virales

El empaquetamiento de lentivirus se realizé en células Hek293T transfectadas de forma transitoria utilizando el reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) segun un protocolo de laboratorio estandar (Brown, C.Y. et al. 2010. Robust, reversible
gene knockdown using a single lentiviral short hairpin RNA vector. Hum Gene Ther 21, 1005-1017). Brevemente:

. Se mezclaron 12,5 ug de ADN del vector lentiviral con 3,75 ug de pMD2.g (vector de expresion de la envoltura
de VSV-G), 6,25 ug de pRSV-Rev y 7,5 ug de pCMVdelta8.2 por transfecciéon en un matraz T75cm usando 75 ul
de Lipofectin segun el protocolo del fabricante y se incubaron durante la noche;

. Se cambiaron los medios la mafana siguiente y se recogié el sobrenadante que contenia virus 48 horas después;

. Los sobrenadantes recolectados se centrifugaron a 300 xg durante 5 minutos antes de filtrarlos a través de un
filtro de 0,45 um;

. Las particulas de virus de los sobrenadantes filtrados se concentraron mediante ultracentrifugacion (68.000 xg
durante 90 minutos y 4 °C, rotor Beckman SW32). Se elimind el sobrenadante y el sedimento de virus se
resuspendié suavemente en DMEM sobre hielo;

. Se almacenaron alicuotas de 100 ul de virus -70 °C hasta que se necesitaron.

Para evaluar la tasa de transfeccion del virus, se recolectaron células Hek293T transfectadas y se determiné el
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porcentaje de células positivas para GFP (células que contienen el vector pCDH) mediante citometria de flujo. En la
Figura 14 se muestran resultados representativos para Hek293T transfectadas con la mezcla de empaquetamiento
LV-PEP2-472-2.

Los titulos virales se calcularon por transduccién de un nimero conocido de células Hek293T con diluciones en serie
(1:50 y 1: 100) de disolucion madre concentrada de LV. Las transducciones se realizaron durante la noche en
presencia de polibreno (bromuro de hexadimetrina) 8 ug/ml. Al dia siguiente, los medios que contenian virus y
polibreno se reemplazaron con medios frescos, las células se recogieron 24 horas después y se determiné el
porcentaje de células positivas para GFP mediante citometria de flujo. Los titulos virales se calcularon utilizando la
férmula: unidades de transduccion/ml (TU) = (FxC/V)xD donde F = frecuencia de células GFP+ (% de GFP +/100),
C = ndmero de células en el momento de la adicion del virus, V = volumen de transducciéon en mL y D = factor de
dilucion. Los datos de flujo representativos para la transduccién de LV-PEP2-472-2 se muestran en la Figura 15. La
TU para cada uno de los vectores virales PEP2-2-1-1, PEP2-12-2 y PEP2-472-2 CAR se proporciona en el Tabla 6 a
continuacion.

Tabla 6

Unidades de transduccion para vectores virales

Construccion lentiviral Factor de dilucion % promedio de células GFP* TU/mlI
PEP2-2-1-1 50 31,15 4,14e6
100 21,25 5,62e6
PEP2-12-2 50 54,6 7,26e6
100 33,15 8,82e6
PEP2-472-2 50 62 8,25e6
100 39,55 10,52e6

Deteccion de funcion de linfocito T CAR P2X7 nf
Produccion de linfocitos T CD8 que expresan CAR anti-P2X7 nf
Las células CD8 humanas se purificaron y transdujeron segun el siguiente método:

Se purificaron linfocitos T CD8 humanos a partir de células mononucleares (MNC, por sus siglas en inglés) aisladas
de capa leucoplaquetaria de donantes anénimos (servicio de sangre de la Cruz Roja de Australia). Las MNC se aislaron
usando medios de gradiente de densidad Ficoll-Paque™. Los linfocitos T CD8 se purificaron a partir de MCN con el
kit de linfocitos T CD8 humanos Dynabeads® Untouched™ (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. La
pureza de las células aisladas, evaluada por citometria de flujo, fue 285 %.

Se preincubaron 2x10° células purificadas con perlas CD3/CD28 (proporcion entre perlas y células 3:1) e IL2 (500
U/ml) durante 30 minutos antes de la adicion de 1 a 2 unidades de multiplicidad de infeccion (MOI) de virus que
contienen LV- PEP2-2-1-1, LV-PEP2-472-2 o un vector de LV vacio (virus de control de GFP) junto con polibreno
8ug/ml. Las células se incubaron con virus durante 16 horas antes de eliminar los medios que contenian virus. Las
células y perlas restantes se incubaron en medios frescos que incluian IL2 durante 40 horas antes de que se analizaran
los niveles de fluorescencia de GFP.

Como se ilustra en la Figura 16, entre el 8 % y el 43 % de las células CD8 GFP+ indica una transduccidn exitosa.
Produccion de células diana que expresan receptores P2X7 nf o P2X7 naturales (WT)

Para evaluar la eficacia de las células CD8 que expresan los CAR anti-P2X7 nf, se prepararon células Hek293T que
sobreexpresan un receptor P2X7 disfuncional (que tiene una mutacion K193A) o un dominio extracelular natural del
receptor P2X7 en su superficie celular.

Se solicitaron a Integrated DNA Technologies (IDT) fragmentos de gen gBlock EXD2_K193A (P2X7 nf) y EXD2_WT
(P2X7 funcional (SEQ ID NO: 47 y 48, respectivamente). Los dominios EXD2 se disefiaron para expresarse dentro del
marco con secuencias de ADN que codifican una proteina de fusién que consiste en IgK-lider-HA-MYC-PDGFR-
dominio transmembrana de pDisplay (Invitrogen - Figura 17). Estas proteinas de fusion se disefiaron para la expresion
superficial. Los fragmentos de genes EXD2_K193A y EXD2_WT se clonaron entre las etiquetas de epitopo HAy MYC
para formar bloques génicos de fusion. Las secuencias de entrada attB1 y attB2 se incluyeron en los extremos 5'y 3'
de los bloques génicos de fusién para la clonacion en el vector LV-416-IRES-puro (Clontech).

La clonacion se realizé utilizando Gateway® (ThermoFisher) y todos los pasos se llevaron a cabo siguiendo el
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protocolo del fabricante. Brevemente:

. Las primeras reacciones de recombinacién de BP se realizaron entre fragmentos de ADN flanqueados por attB
(EXD2_K193A, SEQ ID NO: 47 y EXD2_WT, SEQ ID NO: 48) y un vector pPDONR-107 que contenia attP para
generar un clon de entrada. Las reacciones de recombinacion de BP se utilizaron para transformar células
E.cloni®10G quimicamente competentes (Lucigen®) segun el protocolo del fabricante;

. Las células transformadas se sembraron en placas de agar LB que contenian 50 pg/ml de kanamicina (Sigma) y
se incubaron a 37 °C durante la noche;

. Se seleccionaron dos clones de cada placa para preparar mini cultivos (2 ml) en caldo LB con kanamicina
(SIGMA) (50 ug/ml). Seguido de incubacién a 37 °C durante la noche con agitacion.

. El ADN plasmidico se extrajo al dia siguiente de los mini cultivos utilizando el kit de minipreparacion QIAGEN
QuickLyse;

. Se realizaron digestiones diagnésticas con BamH1-HF (NEB) y Pmel (NEB) para identificar clones
recombinantes. Se confirmd que tanto los clones EXD2_K193A como EXD2_WT se digirieron correctamente
mediante digestién con Bam H1y Bam H1/Pmel seguida de electroforesis en gel (Figura 18).

Se eligioé un clon de cada construccién (EXD2_K193A y EXD2_WT) para la reaccién de recombinacion LR (como se
establece a continuacion) para insertar las construcciones EXD2_K193A y EXD2_WT en un vector de destino pLV-416.

Después de la seleccién de los clones, se realizaron reacciones de recombinacién LR para transferir cada inserto
EXD2 desde el clon de entrada pDONR-107 al vector de destino pLV-416 para crear un vector de expresién. La
reaccion de recombinaciéon LR final se utilizé para transformar células E.cloni®10G quimicamente competentes
(Lucigen®) segun el protocolo del fabricante. Brevemente:

. Las células transformadas se sembraron en placas de agar LB que contenian 100 pg/ml de ampicilina (SIGMA)
y se incubaron a 37 °C durante la noche;

. Se recogieron seis clones de cada placa para preparar mini cultivos (2 mL) en caldo LB con Ampicilina (50 ug/ml),
que se incubaron a 37 °C durante la noche con agitacion;

. Al dia siguiente, se aislé el ADN plasmidico y se realiz6 la digestiéon con Bam H1 para identificar clones
recombinantes. Los clones recombinantes se identificaron por la presencia de tres bandas del tamaro apropiado
(3431, 1056 y 5844 pb - ver Figura 19). Como puede verse en la Figura 19, los seis clones seleccionados de
cada placa proporcionaron los fragmentos de restriccién de tamaro apropiado;

. Se secuenciaron dos clones transducidos con las construcciones pLV-416 que contenian EXD2_K193A o
EXD2_WT con los cebadores indicados en la Tabla 7 para confirmar que las construcciones eran correctas.

Tabla7

Cebadores utilizados para la confirmacion de construcciones EXD2_K193A y EXD2_WT correctas en colonias
seleccionadas

Nombre del cebador Secuencia SEC ID NO

Cebador EXD-F1 ACAAGCTGTACCAGCGGAAA SEC ID NO: 49
Cebador EXD2-R1 CACCACCACCTTAAAGGGCA SEC ID NO: 50
Cebador EXD2-F1 ACAAGCTGTACCAGCGGAAA SEC ID NO: 51

Producir particulas virales para la transduccion de células HEK293 y la generacion de una linea celular HEK293
estable, con expresion de un receptor P2X7 funcional o disfuncional, se utilizé el siguiente protocolo:

. Se sembraron en placas células HEK293 (7x108 células por matraz) un dia antes de la transfeccion.

. Se transfectaron células HEK293T con vectores de empaquetamiento lentiviricos y pLV-416-EXD2 y pLV-416-
EXD2_WT. Para controlar la eficacia de la transfeccion, también se incluy6 un plasmido de expresién de GFP (1 ug).

. Después de la incubacion durante la noche, el medio que contenia los reactivos de transfeccién se retiré y se
reemplaz6 con 10 ml de medio fresco (DMEM con FCS al 10 %). Se recogieron 10 ml de medios 24 horas
después y se almacenaron en alicuotas de 2 ml a -80 °C hasta que se requirieron. Se afiadieron otros 10 ml de
medio nuevo (DMEM con FCS al 10 %) a los matraces que se recogieron 24 horas mas tarde.
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. Las particulas virales se aislaron del medio recolectado al centrifugar el medio a 1200 rpm seguido de filtracion
a través de un filtro de 0,45 pum. Los medios filtrados, con particulas de virus, se utilizaron para la transfeccion
de células HEK293.

Para evaluar la eficacia de la transfeccion, se recogieron las células tras la eliminacion de los segundos 10 ml de
medio y se determiné el porcentaje de células positivas para GFP mediante citometria de flujo. La Figura 20 ilustra
que las células HEK293 se transfectaron con pLV-416-EXD2_K193A y pLV-416-EXD2_WT con una eficacia del 97 %
y el 85 %.

Para generar células HEK293 estables que sobreexpresan el dominio extracelular de P2X7 funcional y disfuncional en
su superficie celular. Se utiliz6 el siguiente protocolo:

. Se sembraron en placas células HEK293 (7x10° por matraz) en matraces T25 un dia antes de la transduccion.

. Al dia siguiente, se retiré el medio de cada matraz y se afadieron medios nuevos que contenian particulas de
virus producidas segun el protocolo anterior segun las relaciones establecidas en la Tabla 8;

. Se afiadié polibreno a cada matraz hasta una concentracion final de 8 ug/ml.
Tabla 8

Protocolo de transduccion

Particula de virus Medios Medios con virus |Medios Medios con |Medios Medios con
virus virus

pLV-416-EXD2 2,5 mL 2,5mL 4 mL 1 mL 4,5 mL 0,5 mL

pLV-416-EXD2_WT 2,5 mL 2,5 mL 4 mL 1 mL 4,5 mL 0,5 mL

LV-411-GFP testigo 4 mL 1 ml (0,5 MOI)

Concentrado de 2uL 2uL 2uL

polibreno 20 mg/mL

Sin transducir 5mL

. 24 h después de la transduccion, se retiré el medio de cada matraz y se afadié medio fresco (DMEM con FCS
al 10 %) suplementado con 1600 ug/ml de G418 a todos los matraces, excepto al matraz que contenia Lentivirus
testigo que expresa GFP (LV-411-GFP).

. Las células HEK293T transducidas con el virus pLV-411-GFP testigo se controlaron para determinar la expresion
de GFP 72 horas después de la transduccién (ver Figura 21);

. Todas las células no transducidas murieron 4 dias después del cultivo con medio complementado con G418. Las
lineas celulares transducidas continuaron creciendo normalmente con G418 en el medio.

El dominio extracelular de receptores P2X7 transfectados contiene etiquetas de epitopo HA y MYC. Por lo tanto, estas
células pueden tefirse con anticuerpos monoclonales contra HA-y MYC- para confirmar la expresién de superficie del
dominio extracelular mediante citometria de flujo.

Deteccion de la funcion de linfocitos T CAR

Para evaluar la funcionalidad de los CAR P2X7 nf, las células CD8 transducidas con cada una de las construcciones
CAR PEP2-2-1-1 0 PEP2-472-2 (como se prepararon anteriormente) se coincubaron durante 4 horas en una placa de
cultivo de fondo redondo de 96 pocillos en una proporcion de 1:1 con 1X10* células diana que expresan un receptor
P2X7 nf (como se prepar6 anteriormente) y células de cancer de mama MDA-MB-231, que expresan un receptor P2X7
disfuncional (células 231 P2X7).

El porcentaje de citotoxicidad se determind mediante un ensayo de citotoxicidad no radiactiva CytoTox 96® (Promega,
Madison, Wisconsin, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante. Brevemente:

. 45 minutos antes de 4 horas, se afiadieron 10 pl de disolucién de lisis (10X) a cada pocillo por cada 100 pl de
células diana;

. Después de otros 45 minutos, las placas se centrifugaron a 250 xg durante 4 minutos;

. Se tomaron alicuotas de 50 pl de cada pocillo y se transfirieron a una placa de fondo plano de 96 pocillos;
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. Se anadieron 50 pl de reactivo CytoTox 96® a cada pocillo de la placa que contenia las alicuotas transferidas y
la placa se cubri6 con papel de aluminio durante 30 minutos a temperatura ambiente;

. Después de 30 minutos, se afadieron 50 pl de disolucién de parada a cada pocillo y se leyé la absorbancia a
490 nm de cada pocillo.

Los valores de absorbancia para cada pocillo se corrigieron segun las instrucciones del fabricante y se calculd el
porcentaje de citotoxicidad usando la siguiente formula, normalizada para linfocitos T transducidos con vector vacio,
para dar un cambio incremental en la muerte celular.

_ o Experimental = Efector espontinso - Diana sspontinea
O Citotoxicidad = - — - - = 100
Diana maxima - Diana espontinea

Como se demuestra en la Figura 22A, los linfocitos T CD8 que expresan tanto el CAR PEP2-2-1-1 como PEP2-472-2
destruyeron aproximadamente 15 y 11 veces (respectivamente) mas células HEK que expresan un receptor P2X7
disfuncional que las células CD8 transducidas con un vector vacio. Ademds, como se muestra en la Figura 22B, los
linfocitos T CD8 que expresan los CAR PEP2-2-1-1 y PEP2-472-2 destruyeron aproximadamente 2,5 y 2,25 veces
(respectivamente) mas células 231 P2X7 que las células CD8 transducidas con un vector vacio.

Todos los métodos descritos en la presente memoria pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se
indique lo contrario en la presente memoria o que el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquiera y todos
los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como") proporcionado en la presente memoria, esté destinado
simplemente a iluminar mejor las realizaciones de ejemplo y no supone una limitaciéon en el alcance de la invencion
reivindicada a menos que se reivindique lo contrario. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva debe interpretarse
como que indica que cualquier elemento no reivindicado es esencial.

La descripcién proporcionada en la presente memoria esta relacionada con varias realizaciones que pueden compartir
rasgos y caracteristicas comunes. Debe entenderse que una o mas caracteristicas de una realizacién pueden
combinarse con una o mas caracteristicas de las otras realizaciones. Ademas, una Unica caracteristica o combinacion
de caracteristicas de las realizaciones puede constituir realizaciones adicionales.

Los encabezados de materia utilizados en la presente memoria se incluyen solo para facilitar la referencia del lector y
no deben usarse para limitar el tema que se encuentra a lo largo de la divulgacion o las reivindicaciones. Los titulos
tematicos no deben utilizarse para interpretar el alcance de las reivindicaciones o las limitaciones de estas.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencién descrita aqui es susceptible de variaciones y modificaciones
distintas de las descritas especificamente. Debe entenderse que la invencion incluye todas estas variaciones y
modificaciones. La invencién también incluye todas las etapas, caracteristicas, composiciones y compuestos a los que
se hace referencia, o indicados en esta memoria descriptiva, individual o colectivamente, y todas y cada una de las
combinaciones de dos 0 mas de las etapas o caracteristicas.

Ademas, debe observarse que, como se usa en la presente memoria, las formas singulares "un”, "una"y "el/la" incluyen
aspectos plurales a menos que el contexto ya indique lo contrario.

Las solicitudes de patente futuras pueden presentarse sobre la base de la presente solicitud, por ejemplo,
reivindicando la prioridad de la presente solicitud, reivindicando un estado divisional y/o reivindicando un estado de
continuacion. Debe entenderse que las siguientes reivindicaciones no pretenden limitar el alcance de lo que puede
reivindicarse en cualquier aplicacion futura.

Listado de secuencias

<110> CTM @ CRC Ltd.

<120> RECEPTOR QUIMERICO PARA ANTIGENO Y USOS DE ESTE
<130> 1068243

<150> 2015903719
<151>11-09-2015

<160> 54
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 3680

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 1
gtcattggag

gttactggga
gcgcagggag
atgagacgaa
tccacgtgat
ggaaagagcc
aggagatcgt
acaccttcce
gccaagagca
gaggttgtaa
tagtgtatga
tggaagaggc
agaacaatat
acatcacttg
acatctteceg
gcattgagat
acagtttccg
tcagatacgce
tcgggatcceg
tggttgtgta

tcctcatega

gagcttgaag
gggggcttge
ggaggctgtc
caaagtcact
catcttttce
tgtcatcagt
ggagaatgga
tttgcagggg
gcggttgtgt
aaagggatgg
agggaaccag
ccececggect
cgacttcccee
taccttccac
agaaacaggc
ctactgggac
tcgecttgac
caagtactac
ttttgacatc
catcggctca

cacttactcc

ttaaagactc
tgtggcectg
accatgcecgg
cggatccaga
tacgtttgcet
tctgtgcaca
gtgaagaagt
aactctttct
cccgagtatce
atggacccge
aagacctgtg
gctctettga
ggccacaact
aagactcaga
gataattttt
tgcaacctag
gacaagacca
aaggaaaaca
ctggtttttg
accctctect

agtaactgct
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ctgctaaaaa
tcaggaagag
cctgctgecag
gcatgaatta
ttgctctggt
ccaaggtgaa
tggtgcacag
tcgtgatgac
ccacccgcag
agagcaaagg
aagtctctge
acagtgccga
acaccacgag
atccacagtg
cagatgtgge
accgttggtt
ccaacgtgtc
atgttgagaa
gcaccggagg
acttcggtct

gtcgctceca

ccagtacgtt
tagagctctg
ctgcagtgat
tggcaccatt
gagtgacaag
ggggatagca
tgtctttgac
aaactttctc
gacgctctgt
aattcagacc
ctggtgcecce
aaacttcact
aaacatcctg
tcccatttte
aattcagggce
ccatcactge
cttgtaccct
acggactctg
aaaatttgac
ggccgetgtg

tatttatccc
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tcattttgca
gtccagectece
gttttccagt
aagtggttcet
ctgtaccage
gaggtgaaag
accgcagact
aaaacagaag
tcctectgace
ggaaggtgtg
atcgaggcag
gtgctcatca
ccaggtttaa
cgactaggag
ggaataatgg
cgtcccaaat
ggctacaact
ataaaagtct
attatccagce
ttcatcgact

tggtgcaagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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gctgtecagece
agccaaagcc
accagcagct
cgatggactt
ctggacaacc
gccecegtetg
gcctggagga
tcaggaagcect
tgctggeget
acgccacctg
gccgetggag
gtccttactg
aggcaggcag
ctgtctgtac
ctactcggga
cccagattgt
aaaagagtcc
aacttgaact
tcatcttctg
cctectacatg
gttgtgtgac
ctcagagata
agatctacat
aaacaaaccc
ttgacactca
tctgattget
gaggctgaca
catttaaaag
ttgggagacc
atggtgaaac
gtagtcctag

tgcattgage

ctgtgtggte
gacattaaag
actagggaga
cacagatttg
agaggagata
gtgccagtgt
gctgtgetge
ggtcctgtee
ggatgtggat
gcgcettegge
gatccggaaa
aagccaggca
atcacctgag
taaaaataca
ggctgaggca
gccactgetce
ttaccaatag
tcacctgcaa
ttgctctetg
gactcagaga
cctaggectce
ttgtgaggac
gaatgcaaaa
ttttcatcct
agtcccccaa
ttatccaaaa
gcttctactt
tctgectatce
aaggcgggcyg
cgtatctcta
ctatcaagag

tgagatcgtg

aacgaatact
tatgtgtcct
agtctgcaag
teccaggetge
cagctgctta
ggaagctgcc
cggaaaaagc
agacacgtcc
tccaccaaca
tcccaggaca
gagtttccga
cegtggetcea
gtcgggagtt
aaaatcagcc
caagaatcac
tccagecectgg
caggggctgc
agctctgtgg
tgtctgagag
aaagagattg
tcacctctgt
aaattgagac
catttcatta
ggctggagaa
gacctaaggg
gtggaagtga
gctgtcccett
ctggccaggt
gatcacttaa
ataaaaatac
gctgagacag

ccactgcact
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actacaggaa
ttgtggatga
atgtcaaggg
ccctggeccet
gaaaggaggc
tcccatctcea
cgggggcctg
tgcagttcct
gccggetgeg
tggctgactt
agagtgaagg
cgtctgtaat
ggagacccgce
agacatggtg
ttgaacccgg
gaggcacagc
agtagccatg
ccacattttc
caaagtgacc
agatgtaagt
gcctectgtet
agtgcacatg
tgaggtcaga
tgtggagaac
ttttatctce
cattgtgtca
ggaactcttg
gtggtggete
agtcaggagt
aaaaattagc

gagaaacact

ccaggctggg

gaagtgcgag
atcccacatt
ccaagaagtc
ccatgacaca
gactcctaga
actccctgag
catcaccacc
cctgetcectac
gcactgtgece
tgccatcctg
gcagtacagt
cccagegett
ctggctaaca
gcatgcacct
gaggcagagg
aaactgtcce
ttaacatgac
agccaaaggg
tggttaaaca
ctcaactctg
ccttgttgece
aactgtcttt
ctaggataat
taaaggtgge
tccecttgaa
gtttcagatc
ctatcgggga
acacctgtaa
ccaagaccag
tgggcatggt
tgaacctggg

tgacagagcg
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tccattgtgg
aggatggtga
ccaagacctg
cccecgatte
tccagggata
agccacaggt
tcagagetgt
caggagccct
tacaggtgct
cccagcetgcet
ggcttcaaga
tgggaggccg
aggcgaaatc
gcaatcccag
ttgtagtgag
ccaaaaaaaa
atttaccage
aaatatgctt
aaccagaatc
tcceccaggaa
caactactat
taatgtgtaa
gtccaactaa
cacaaattct
tatgggtggce
ctgatcttaa
agccagacgce
tcccagecact
actcgccaac
gcgggcaccet
aggtggaggt

agactccatc

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



tcaaaaaaaa
gaagcccaag
ccagtcacca
gactgatacc
tgctatctta
agagggcaag
ttctcaggga
tctagaaggg
tctaactgcet

<210>2
<211> 1788
<212> ADN

aaaaaagaaa
cagtcacgtg
aacatgagag
gcatgataca
agtccctaag
cctgatgaat
gcccggacca
ctatagacca

gagctaccca

<213> Homo sapiens

<400> 2
atgceggect

atccagagca
gtttgcetttg
gtgcacacca
aagaagttgg
tctttcetteg
gagtatccca
gacccgcaga
acctgtgaag
ctcttgaaca
cacaactaca
actcagaatc
aatttttcag
aacctagacc
aagaccacca
gaaaacaatg
gtttttggca
ctctectact

aactgctgtc

gctgcagcetg
tgaattatgg
ctctggtgag
aggtgaaggg
tgcacagtgt
tgatgacaaa
cccgcaggac
gcaaaggaat
tctetgectg
gtgccgaaaa
ccacgagaaa
cacagtgtcc
atgtggcaat
gttggttcca
acgtgtcctt
ttgagaaacg
ccggaggaaa
tcggtcectgge

gctcccatat

aaaaaaatgt
gacagtgecct
agaagaagcc
tcccaagtga
tttggggctt
gggcacacag
accctgggag

aatcaggtaa

cagtgatgtt
caccattaag
tgacaagctg
gatagcagag
ctttgacacc
ctttctcaaa
gctetgttece
tcagaccgga
gtgccccate
cttcactgtg
catcctgcececa
cattttccga
tcagggcgga
tcactgcegt
gtaccctgge
gactctgata
atttgacatt
cgctgtgttce

ttatcecectgg
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ctgecctatce
gaccagccce
ttcaggtgat
gaactgccecce
atttgttcca
actcagccca
cctcaggaac

ctcaccagac

ttccagtatg
tggttcttece
taccagcgga
gtgaaagagg
gcagactaca
acagaaggcc
tctgaccgag
aggtgtgtag
gaggcagtgg
ctcatcaaga
ggtttaaaca
ctaggagaca
ataatgggca
cccaaataca
tacaacttca
aaagtcttcg
atccagctgg
atcgacttcc

tgcaagtgcet

tgagactgcc
agctttcaag
tctggactce
ataaatccag
cagcaacagg
taccttceet
ttaggtttcc

cagccttgga

agacgaacaa
acgtgatcat
aagagcctgt
agatcgtgga
ccttecettt
aagagcagcg
gttgtaaaaa
tgtatgaagg
aagaggcccce
acaatatcga
tcacttgtac
tcttccgaga
ttgagatcta
gtttcecgteg
gatacgccaa
ggatccgttt
ttgtgtacat
tcatcgacac

gtcagccctg
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ctgctgtgag
ccatccaage
actaacatat
aaaaccacat
taactggaac
ggttctaatg
actggacagt

atctatcaaa

agtcactcgg
cttttectac
catcagttct
gaatggagtg
gcaggggaac
gttgtgtccce
gggatggatg
gaaccagaag
ccggectget
cttecceegge
cttccacaag
aacaggcgat
ctgggactge
ccttgacgac
gtactacaag
tgacatcctg
cggctcaace
ttactccagt

tgtggtcaac

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3680
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240

300
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gaatactact
gtgtcctttg
ctgcaagatg
aggctgceccece
ctgcttagaa
agctgecctec
aaaaagccgg
cacgtcctge
accaacagcc
caggacatgg
tttccgaaga

<210> 3
<211> 595
<212> PRT

acaggaagaa
tggatgaatc
tcaagggcca
tggcccteca
aggaggcgac
catctcaact
gggcctgcecat
agttcctcct
ggctgeggea
ctgactttge

gtgaagggca

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Pro Ala Cys

1

Lys Val

Phe His
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Lys Leu

Val
65

Lys
Lys

Lys

Leu Gln

Gly Gln

Thr

Val

Tyr

Gly

Leu

Gly

Glu
115

Cys
5

Arg Ile Gl

20

Ile Ile

Gln Arg

Ile Ala Gl

70

Val His

85

Asn Ser

100

Gln Arg

Ser

Phe

Lys

Ser

Phe

Leu

gtgcgagtcc
ccacattagg
agaagtccca
tgacacaccc
tecctagatcece
ccctgagage
caccacctca
gctctaccag
ctgtgcctac
catcectgeece

gtacagtggc

Cys Ser

n Ser Met

Ser Tyr

40

Glu Pro

u Val Lys
Val Phe
Phe

val

Pro
120

Cys

ES 2 848 478 T3

attgtggagce
atggtgaacc
agacctgecga
ccgattcctg
agggatagcc
cacaggtgcecc
gagctgttca
gagcccttge
aggtgctacg
agctgetgee

ttcaagagtc

Asp Val Phe

Asn
25

Tyr Gly

Val Cys Phe

Val Ile Ser

Glu Glu Ile

75

Thr
90

Asp Ala

Met
105

Thr Asn

Glu Tyr Pro

caaagccgac
agcagctact
tggacttcac
gacaaccaga
ccgtetggtg
tggaggagct
ggaagctggt
tggcgetgga
ccacctggceg
gctggaggat

cttactga

Gln Tyr

Thr Ile Lys

30

Ala Leu Val

45

Ser Val His

Val Glu

Asp Tyr

Phe Leu Lys

110

Thr Arg

125

35

Glu

Asn

Thr

Arg

attaaagtat
agggagaagt
agatttgtce
ggagatacag
ccagtgtgga
gtgctgeegg
cctgtccaga
tgtggattcce
ctteggetee

ccggaaagag

Thr
15

Asn
Trp Phe
Ser Asp
Thr

Lys

Val
80

Gly

Phe
95

Pro

Thr

Glu

Thr Leu

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1788



Cys

Lys

145

Thr

Pro

Lys

Leu

Gln

225

Asn

Tyr

Tyr

Pro

Glu

305

Val

Ile

Phe

Pro

Ser

130

Gly

Cys

Arg

Asn

Pro

210

Cys

Phe

Trp

Ser

Gly

290

Lys

Phe

Gly

Leu

Trp
370

Ser

Ile

Glu

Pro

Asn

195

Gly

Pro

Ser

Asp

Phe

275

Tyr

Arg

Gly

Ser

Ile

355

Cys

Asp

Gln

Val

Ala

180

Ile

Leu

Ile

Asp

Cys

260

Arg

Asn

Thr

Thr

Thr

340

Asp

Lys

Arg

Thr

Ser

165

Leu

Asp

Asn

Phe

Val

245

Asn

Arg

Phe

Leu

Gly

325

Leu

Thr

Cys

Gly

Gly

150

Ala

Leu

Phe

Ile

Arg

230

Ala

Leu

Leu

Arg

Ile

310

Gly

Ser

Tyr

Cys

Cys

135

Arg

Trp

Asn

Pro

Thr

215

Leu

Ile

Asp

Asp

Tyr

295

Lys

Lys

Tyr

Ser

Gln
375

Lys

Cys

Cys

Ser

Gly

200

Cys

Gly

Gln

Arg

Asp

280

Ala

val

Phe

Phe

Ser

360

Pro

Lys

Val

Pro

Ala

185

His

Thr

Asp

Gly

Trp

265

Lys

Lys

Phe

Asp

Gly

345

Asn

Cys

ES 2 848 478 T3

Gly

Val

Ile

170

Glu

Asn

Phe

Ile

Gly

250

Phe

Thr

Tyr

Gly

Ile

330

Leu

Cys

Val

Trp

Tyr

155

Glu

Asn

Tyr

His

Phe

235

Ile

His

Thr

Tyr

Ile

315

Ile

Ala

Cys

Val

Met

140

Glu

Ala

Phe

Thr

Lys

220

Arg

Met

His

Asn

Lys

300

Arg

Gln

Ala

Arg

Asn
380

36

Asp

Gly

Val

Thr

Thr

205

Thr

Glu

Gly

Cys

val

285

Glu

Phe

Leu

Val

Ser

365

Glu

Pro

Asn

Glu

Val

1390

Arg

Gln

Thr

Ile

Arg

270

Ser

Asn

Asp

Val

Phe

350

His

Tyr

Gln

Gln

Glu

175

Leu

Asn

Asn

Gly

Glu

255

Pro

Leu

Asn

Ile

Val

335

Ile

Ile

Tyr

Ser

Lys

160

Ala

Ile

Ile

Pro

Asp

240

Ile

Lys

Tyr

Val

Leu

320

Tyr

Asp

Tyr

Tyr



Arg

385

Val

Leu

Ala

Thr

Glu

465

Ser

Leu

Phe

Tyr

Leu

545

Gln

Ile

Ser

Lys

Ser

Gly

Met

Pro

450

Ala

Cys

Cys

Arg

Gln

530

Arg

Asp

Arg

Pro

<210> 4

<211> 164

Lys

Phe

Arg

Asp

435

Pro

Thr

Leu

Cys

Lys

515

Glu

His

Met

Lys

Tyr
595

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Cys

Val

Ser

420

Phe

Ile

Pro

Pro

Arg

500

Leu

Pro

Cys

Ala

Glu
580

Glu

Asp

405

Leu

Thr

Pro

Arg

Ser

485

Lys

val

Leu

Ala

Asp

565

Phe

Ser

390

Glu

Gln

Asp

Gly

Ser

470

Gln

Lys

Leu

Leu

Tyr

550

Phe

Pro

Ile

Ser

Asp

Leu

Gln

455

Arg

Leu

Pro

Ser

Ala

535

Arg

Ala

Lys

Val

His

Val

Ser

440

Pro

Asp

Pro

Gly

Arg

520

Leu

Cys

Ile

Ser

ES 2 848 478 T3

Glu

Ile

Lys

425

Arg

Glu

Ser

Glu

Ala

505

His

Asp

Tyr

Leu

Glu
585

Pro

Arg

410

Gly

Leu

Glu

Pro

Ser

490

Cys

vVal

Val

Ala

Pro

570

Gly

Lys

395

Met

Gln

Pro

Ile

val

475

His

Ile

Leu

Asp

Thr

555

Ser

Gln

Pro

Val

Glu

Leu

Gln

460

Trp

Arg

Thr

Gln

Ser

540

Trp

Cys

Tyr

37

Thr

Asn

Val

Ala

445

Leu

Cys

Cys

Thr

Phe

525

Thr

Arg

Cys

Ser

Leu

Gln

Pro

430

Leu

Leu

Gln

Leu

Ser

510

Leu

Asn

Phe

Arg

Gly
590

Lys

Gln

415

Arg

His

Arg

Cys

Glu

495

Glu

Leu

Ser

Gly

Trp

575

Phe

Tyr

400

Leu

Pro

Asp

Lys

Gly

480

Glu

Leu

Leu

Arg

Ser

560

Arg

Lys



<400> 4

Met

Pro

Tyr

Leu

Gln

65

Glu

Gly

Glu

Lys

Leu

145

Leu

Lys

Ile

Leu

Phe

50

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

130

Ser

Pro

<210>5

<211> 207

Trp

Thr

Leu

35

Leu

Gly

Tyr

Lys

Gln

115

Glu

Thr

Pro

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5
Met Gln Ser Gly Thr His Trp

1

Lys

Glu

20

Asp

Arg

Gln

Asp

Pro

100

Lys

Arg

Ala

Arg

Ala

Ala

Gly

Val

Asn

val

85

Gln

Asp

Arg

Thr

5

Leu

Gln

Ile

Lys

Gln

70

Leu

Arg

Lys

Arg

Lys
150

Phe

Ser

Leu

Phe

55

Leu

Asp

Arg

Met

Gly

135

Asp

Val Gly Val Trp Gly Gln Asp

20

Gln Thr Pro Tyr Lys Val Ser

35

Thr

Phe

Phe

40

Ser

Tyr

Lys

Lys

Ala

120

Lys

Thr

Arg

Gly

ES 2 848 478 T3

Ala

Gly

25

Ile

Arg

Asn

Arg

Asn

105

Glu

Gly

Tyr

Val

Ala

10

Leu

Tyr

Ser

Glu

Arg

90

Pro

Ala

His

Asp

Ile

Leu

Gly

Ala

Leu

75

Gly

Gln

Tyr

Asp

Ala
155

Leu

Asp

Val

Asp

60

Asn

Arg

Glu

Ser

Gly

140

Leu

Leu Gly Leu

10

Asn Glu Glu Met

25

Ile Ser Gly Thr Thr

40

38

Gln Ala Gln
15

Pro Lys Leu
30

Ile Leu Thr
45

Ala Pro Ala

Leu Gly Arg

Asp Pro Glu
95

Gly Leu Tyr
110

Glu Ile Gly
125

Leu Tyr Gln

His Met Gln

Cys Leu Leu
15

Gly Gly Ile
30

Val Ile Leu
45

Leu

Cys

Ala

Tyr

Arg

80

Met

Asn

Met

Gly

Ala
160

Ser

Thr

Thr



Cys Pro
50

Asn Ile
65

His Leu

Val Cys

Tyr Leu

Ser Val
130

Leu Leu
145

Pro Val

Lys Glu

Lys Gly

<210>6
<211> 180

Gln

Gly

Ser

Tyr

Arg

115

Ala

Leu

Thr

Arg

Gln
195

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Tyr

Gly

Leu

Pro

100

Ala

Thr

val

Arg

Pro

180

Arg

Pro

Asp

Lys

85

Arg

Arg

Ile

Tyr

Gly

165

Pro

Asp

Met Glu Gln Gly Lys

1

5

Leu Gln Gly Thr Leu

20

Val Tyr Asp Tyr Gln

35

Glu Ala Lys Asn Ile

50

Gly

Glu

70

Glu

Gly

Val

val

Tyr

150

Ala

Pro

Leu

Gly

Ala

Glu

Thr

Ser

55

Asp

Phe

Ser

Cys

Ile

135

Trp

Gly

val

Tyr

Leu

Gln

Asp

Trp
55

Glu

Asp

Ser

Lys

Glu

120

Vval

Ser

Ala

Pro

Ser
200

Ala

Ser

Gly

40

Phe

ES 2 848 478 T3

Ile

Lys

Glu

Pro

105

Asn

Asp

Lys

Gly

Asn

185

Gly

vVal

Ile

25

Ser

Lys

Leu

Asn

Leu

90

Glu

Cys

Ile

Asn

Gly

170

Pro

Leu

Leu

10

Lys

val

Asp

Trp

Ile

75

Glu

Asp

Met

Cys

Arg

155

Arg

Asp

Asn

Ile

Gly

Leu

Gly

Gln

60

Gly

Gln

Ala

Glu

Ile

140

Lys

Gln

Tyr

Gln

Leu

Asn

Leu

Lys
60

39

His

Ser

Ser

Asn

Met

125

Thr

Ala

Arg

Glu

Arg
205

Ala

His

Thr

45

Met

Asn

Asp

Gly

Phe

110

Asp

Gly

Lys

Gly

Pro

190

Arg

Ile

Leu

30

Cys

Ile

Asp

Glu

Tyr

95

Tyr

val

Gly

Ala

Gln

175

Ile

Ile

Ile

15

val

Asp

Gly

Lys

Asp

80

Tyr

Leu

Met

Leu

Lys

160

Asn

Arg

Leu

Lys

Ala

Phe



Leu

65

Pro

Leu

Ala

Leu

Ser

145

Gln

Asn

Thr

Arg

Gln

Thr

Ala

130

Arg

Pro

Gln

<210>7

<211> 171

Glu

Gly

Val

Ile

115

val

Ala

Leu

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>7
Met Glu His Ser Thr

1

Ser

Val

Gly

Leu

65

Asp

Gln

Phe

Thr

50

Asp

Lys

Val

Val

35

Leu

Pro

Glu

Asp

Met

Tyr

100

Ser

Gly

Ser

Lys

Arg
180

Ser

20

Asn

Leu

Arg

Ser

Lys

Tyr

85

Tyr

Gly

Val

Asp

Asp
165

5

Pro

Cys

Ser

Gly

Thr
85

Lys
70

Gln

Phe

Tyr

Lys

150

Arg

Phe

Phe

Asn

Asp

Ile

70

Val

Lys

Cys

Met

Leu

Phe

135

Gln

Glu

Leu

Lys

Thr

Ile

55

Tyr

Gln

Trp

Lys

Cys

Phe

120

Ile

Thr

Asp

Ser

Ile

Ser

40

Thr

Arg

Val

ES 2 848 478 T3

Asn

Gly

Gln

105

Ala

Ala

Leu

Asp

Gly

Pro

25

Ile

Arg

Cys

His

Leu

Ser

90

Asn

Glu

Gly

Leu

Gln
170

Leu

10

Ile

Thr

Leu

Asn

Tyr
90

Gly

75

Gln

Cys

Ile

Gln

Pro

155

Tyr

Val

Glu

Trp

Asp

Gly

Arg

Ser

Asn

Ile

val

Asp

140

Asn

Ser

Leu

Glu

Val

Leu

60

Thr

Met

40

Asn

Lys

Glu

Ser

125

Gly

Asp

His

Ala

Leu

Glu

45

Gly

Asp

Cys

Ala

Ser

Leu

110

Ile

Val

Gln

Leu

Thr

Glu

30

Gly

Lys

Ile

Gln

Lys

Lys

95

Asn

Phe

Arg

Leu

Gln
175

Leu

15

Asp

Thr

Arg

Tyr

Ser
95

Asp

Pro

Ala

Val

Gln

Tyr

160

Gly

Leu

Val

Ile

Lys

80

Cys



Val

Ile

Glu

Asn

145

Ser

Glu

Ala

Thr

130

Asp

His

<210> 8

<211>244

Leu

Thr

115

Gly

Gln

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8
Met Asp Thr Glu Ser

1

Pro

val

Thr

Gln

65

Ser

Lys

Met

Gly

Ser

Ser

Trp

50

Ile

val

Ala

Leu

Ser
130

Ser

Ser

35

Leu

Leu

Leu

Gly

Ser

115

Leu

Asp

100

Leu

Arg

Val

Gly

val

20

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

100

Ile

Gly

Pro

Leu

Leu

Tyr

Gly
165

5

Pro

Arg

val

Ala

Ile

85

Pro

Ile

Ala

Ala

Leu

Ser

Gln

150

Asn

Asn

Ala

Leu

Leu

Met

70

Ser

Phe

Ser

Asn

Thr

Ala

Gly

135

Pro

Trp

Arg

Phe

Leu

Lys

55

Ile

His

Trp

Glu

Thr
135

Val

Leu

120

Ala

Leu

Ala

Arg

Glu

Lys

40

Lys

Cys

Ile

Gly

Arg

120

Ala

ES 2 848 478 T3

Ala

105

Gly

Ala

Arg

Arg

Ala

vVal

25

Ser

Glu

Leu

Glu

Ala

105

Arg

Ser

Gly

Val

Asp

Asp

Asn
170

Asn

10

Leu

Ala

Gln

Cys

Gly

Ile

Asn

Ser

Ile

Phe

Thr

Arg

155

Lys

Leu

Glu

Ser

Glu

Phe

75

Asp

Phe

Ala

Ile

Ile

Cys

Gln

140

Asp

Ala

Ile

Ser

Phe

60

Gly

Ile

Phe

Thr

Ala
140

41

Val

Phe

125

Ala

Asp

Leu

Ser

Pro

45

Leu

Thr

Phe

Ser

Tyr

125

Gly

Thr

110

Ala

Leu

Ala

Pro

Pro

30

Pro

Gly

val

Ser

Ile

110

Leu

Gly

Asp

Gly

Leu

Gln

Gln

15

Gln

Leu

vVal

val

Ser

95

Ser

val

Thr

val

His

Arg

Tyr
160

Glu

Glu

His

Thr

Cys

80

Phe

Gly

Arg

Gly



Ile

145

Ile

Phe

Leu

Lys

Tyr

225

Pro

Thr

His

Ser

Gly

Gly

210

Ser

Ile

<210>9

<211> 374

Ile

Ser

Thr

Ser

195

Asn

Ala

Asp

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>9
Met Trp Phe Leu Thr

1

vVal

val

Pro

Thr

65

Gly

Gln

Asp

Phe

Gly

Ser

Glu

Leu

Thr

Gln

35

Ser

Thr

Tyr

Glu

Leu

Cys

Glu

180

Ala

Lys

Thr

Leu

Thr

20

Glu

Ser

Pro

Arg

Ile
100

Ile

Gln

165

Ile

Val

Val

Tyr

5

Lys

Glu

Ser

Ser

Cys

85

His

Ile

150

Lys

Val

Ser

Pro

Ser
230

Thr

Ala

Thr

Thr

Tyr

70

Gln

Arg

Asn

Phe

Val

Leu

Glu

215

Glu

Leu

val

Val

Gln

55

Arg

Gly

Leu

Phe

Met

Thr

200

Asp

Leu

Leu

Ile

Thr

40

Trp

Ile

Gly

Trp
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Lys

Glu

Met

185

Ile

Arg

Glu

Leu

Thr

25

Leu

Phe

Thr

Leu

Leu
105

Lys

Thr

170

Leu

Cys

Val

Asp

Trp

10

Leu

His

Leu

Ser

Ser

90

Leu

Ser

155

Lys

Phe

Gly

Tyr

Pro
235

Val

Gln

Cys

Asn

Ala

75

Gly

Leu

Leu

Cys

Leu

Ala

Glu

220

Gly

Pro

Pro

Glu

Gly

Ser

Arg

Gln

42

Ala

Phe

Thr

Gly

205

Glu

Glu

Val

Pro

val

45

Thr

val

Ser

val

Tyr

Met

Ile

190

Glu

Leu

Met

Asp

Trp

30

Leu

Ala

Asn

Asp

Ser
110

Ile

Ala

175

Leu

Glu

Asn

Ser

Gly

15

val

His

Thr

Asp

Pro

95

Ser

His

160

Ser

Gly

Leu

Ile

Pro
240

Gln

Ser

Leu

Gln

Ser

80

Ile

Arg



Val

Asp

Lys

145

Ser

Thr

Val

Thr

Leu

225

Thr

Leu

Ser

Val

Val

305

Lys

val

Cys

Glu

Phe

Lys

130

Phe

His

Ser

Leu

Leu

210

Tyr

Ser

Tyr

Pro

Trp

290

Asn

Lys

Ile

Gln

Pro
370

<210> 10
<211> 119
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PEP2-2-3

Thr

115

Leu

Phe

Asn

Ala

Asn

195

Ser

Phe

Ser

Trp

Glu

275

Phe

Thr

Trp

Ser

Glu
355

Glu

Val

His

Gly

Gly

180

Ala

Cys

Ser

Glu

Cys

260

Leu

His

Val

Asp

Ser

340

Gln

Gly

Tyr

Trp

Thr

165

Ile

Ser

Glu

Phe

Tyr

245

Glu

Glu

Val

Leu

Leu

325

Leu

Lys

Glu

Asn

Asn

150

Tyr

Ser

Val

Thr

Tyr

230

Gln

Ala

Leu

Leu

Trp

310

Glu

Gln

Glu

Pro

Val

135

Ser

His

val

Thr

Lys

215

Met

Ile

Ala

Gln

Phe

295

Val

Ile

Glu

Glu

Gln Gly Ala Thr

Leu

120

Leu

Asn

Cys

Thr

Ser

200

Leu

Gly

Leu

Thr

Val

280

Tyr

Thr

Ser

Asp

Gln
360

Ala

Tyr

Leu

Ser

val

185

Pro

Leu

Ser

Thr

Glu

265

Leu

Leu

Tle

Leu

Arg

345

Leu
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Leu

Tyr

Thr

Gly

170

Lys

Leu

Leu

Lys

Ala

250

Asp

Gly

Ala

Arg

Asp

330

His

Gln

Arg

Arg

Ile

155

Met

Glu

Leu

Gln

Thr

235

Arg

Gly

Leu

Val

Lys

315

Ser

Leu

Glu

Cys

Asn

140

Leu

Gly

Leu

Glu

Arg

220

Leu

Arg

Asn

Gln

Gly

300

Glu

Gly

Glu

Gly

43

His

125

Gly

Lys

Lys

Phe

Gly

205

Pro

Arg

Glu

Val

Leu

285

Ile

Leu

His

Glu

Val
365

Ala

Lys

Thr

His

Pro

190

Asn

Gly

Gly

Asp

Leu

270

Pro

Met

Lys

Glu

Glu

350

His

Trp

Ala

Asn

Arg

175

Ala

Leu

Leu

Arg

Ser

255

Lys

Thr

Phe

Arg

Lys

335

Leu

Arg

Lys

Phe

Ile

160

Tyr

Pro

Val

Gln

Asn

240

Gly

Arg

Pro

Leu

Lys

320

Lys

Lys

Lys



10

15

20
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<400> 10
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Asp Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90

Ala Glu Pro Lys Pro Met Asp Thr Glu Phe Asp

100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 11
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de codificaciéon de PEP2-2-3
<400> 11
gaagttcaac tgctggagag tggagggggc ctcgtgcage
tcatgtgcag caagcgggtt cacctttagg aaccacgata
ccgggaaagg gtctggaatg ggtgagtgcec atatcaggga
gcagactccg tgaagggtcg gtttacgatt tccagagaca
ctgcagatga actccctccg cgccgaagat acagcagtct
ccaatggata cagaattcga ctattggagt cctggaactce
<210> 12
<211> 21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro

1

5

His Ala Ala Arg Pro

<210> 13
<211>72
<212> ADN

20

<213> Homo sapiens

10

Val Gln Pro

Gly Gly
15

Thr Phe Arg Asn His

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Asp

60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Tyr Trp Ser
110

cgggcggcag
tggggtgggt
gcggaggcete
attccaagaa
actactgtgce

ttgtcactgt

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Pro Gly

cttgcgectg
gaggcaggct
cacctactac
taccctgtac
agaaccaaaa

atccagt

Leu Ala Leu Leu Leu

44

15

60

120

180

240

300

357
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<400> 13
gagcgegtca tggcetcecttee tgtgaccgea ttgetgetge cgetggectt getgetgeat 60

gcagctcgge ca 72

<210> 14

<211> 228

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Bisagra larga

<400> 14

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Pro Val
1 5 10 15

Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
20 25 30

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
35 40 45

Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
50 55 60

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr
65 70 75 80

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
85 90 95

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser
100 105 110

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
115 120 125

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val
130 135 140

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

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
165 170 175

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr
180 185 190

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
195 200 205

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
210 215 220

Ser Leu Gly Lys
225

45



10

15

20

25

30

<210> 15
<211> 684
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Bisagra larga

<400> 15
gagagtaaat

gtatttctgt
acttgtgtgg
gacggagttg
tacagggtcg
aaatgcaaag
aaaggccaac
aagaatcagg
gagtgggaga
tctgacggcet
ggcaacgtct
agtctgtcct

<210> 16
<211> 30
<212> PRT

atggacctcc
ttccacctaa
ttgttgacgt
aggtgcataa
tatccgttcet
tgagcaataa
cccgagagcc
tgagcctcac
gtaacggaca
ccttttttet
tcagctgtte

tgagcctggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Bisagra corta

<400> 16

1

Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Asp Pro Lys

<210> 17
<211>90
<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Bisagra corta

<400> 17

gtgtccgagt
gccgaaagat
gagtcaagag
cgccaagacg
cactgtcctt
aggcctgeeg
acaggtctat
ctgtctggtce
gcctgaaaac
gtactctcegg
cgtgatgcat

Caaa

ES 2 848 478 T3

tgtcccegege
acattgatga
gaccctgagg
aagccgcgag
caccaggact
agctccatcg
accctgceccac
aagggcttct
aattacaaga
cttaccgtgg

gaggcgetge

10

25

ctecctgtgge
ttagccgaac
tgcagtttaa
aggagcagtt
ggctgaatgg
aaaaaaccat
caagccagga
acccgtccga
caaccccgece
ataagagtag

ataaccatta

30

cggcccectet
accagaggtt
ttggtatgtc
taattccacc
gaaggagtac
ttccaaggca
ggaaatgacc
catcgcggtg
tgttttggac
atggcaagaa

tacacaaaaa

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu
5

15

ggcggcggeg getcectggegg tgggggtage ggaggcggceg gaagcgaatc caaatatgge

cctecttgte caccgtgece cgatccaaag

<210> 18
<211> 68
<212> PRT

<213> Homo sapiens

46

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

684

60

90
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15

20

25
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<400> 18
Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu
1 5 10 15

Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser
20 25 30

Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly
35 40 45

Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala

50 55 60

Ala Tyr Arg Ser
65

<210> 19

<211> 204

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de codificacion de CD28

<400> 19
ttttgggtge tggtggtggt ggggggtgtc ctcgettget acagtttgtt ggtgacagtt

gectttatta ttttttgggt gegecagtaag cggagtcecgece tceccttcatte cgactatatg
aacatgacac ctcgccgccce aggcccaacg aggaaacatt atcagccata tgcaccacct
agagactttg ccgettaccg gtce

<210> 20

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Arg Asp Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala His Lys Pro Pro Gly Gly Gly
1 5 10 15

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

Leu Ala Lys Ile
35

<210> 21

<211>108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de codificacién de OX40

<400> 21
cgagatcaaa ggcttcceccce cgatgcacac aaaccacccg gcecggtggete atttcgaaca

ccaattcagg aagagcaggc agacgcccac agcaccctgg ccaagatc

<210> 22
<211> 112

47

60

120

180

204

60

108
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15

20
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro

1 5 10

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
20 25

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro

35 40
Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr
50 55

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly

65 70 75

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln

85 90

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln
100 105

<210> 23

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de codificacion de CD3zeta

<400> 23

cgggtaaagt tcagccgaag tgcagatgcg ccggcatacce

tacaatgagc ttaacctcgg ccgcagagag gagtatgatg

cgggatcctg agatgggagg aaagcctcgg agaaaaaatc

gagttgcaga aggataagat ggccgaagca tattctgaaa

cggagaggaa aaggccacga cgggctctac caggggctga

tacgacgcac ttcatatgca agccctgect ceccege

<210> 24

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> P2A

<400> 24

Ala Tyr

Arg Arg

Glu Met
45

Asn Glu

60

Met Lys

Gly Leu

Ala Leu

agcagggcca
tactggataa
cccaggaagg
tcgggatgaa

gcacagctac

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
110

Gln
15

Gly

Glu Tyr

Gly Lys

Gln Lys

Glu Arg

Thr Ala
95

Pro Arg

gaatcaattg
gcggcgegga
actttacaat
aggtgagcgg

taaagataca

Gly Ser Gly Ala Thr Asn Phe Ser Leu Leu Lys Gln Ala Gly Asp Val

1

5

Glu Glu Asn Pro Gly Pro

<210> 25
<211> 66

20

10

48

15

60

120

180

240

300

336
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de codificacién de P2A

<400> 25
ggaagcggtg ccacgaactt ttctctectce aaacaggetg gggacgtcga ggaaaatcca

ggtcce

<210> 26

<211> 611

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CAR-Bisagra larga

<400> 26

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 Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
20 25 30

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
35 40 45

Thr Phe Arg Asn His Asp Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
50 55 60

Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
65 70 75 80

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
85 90 95

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Glu Pro Lys Pro Met Asp Thr Glu Phe Asp
115 120 125

49



Tyr

Ser

145

Gly

Ile

Glu

His

Arg

225

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

305

Val

Asp

His

Leu

Trp

130

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

210

val

Glu

Lys

Thr

Thr

290

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
370

Ser

Tyr

Ser

Arg

Pro

195

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

275

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

355

Lys

Pro

Gly

Val

Thr

180

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

260

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

340

Leu

Phe

Gly

Pro

Phe

165

Pro

val

Thr

Val

Cys

245

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

325

Trp

His

Trp

Thr

Pro

150

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

230

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

310

Gly

Gln

Asn

Val

Leu

135

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

215

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

295

Pro

Ser

Glu

His

Leu
375

Val

Pro

Pro

Thr

Asn

200

Arg

val

Ser

Lys

Glu

280

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

360

val

Thr

Ser

Pro

Cys

185

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

265

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

345

Thr

Val

ES 2 848 478 T3

val

Cys

Lys

170

Val

Tyr

Glu

His

Lys

250

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

330

Val

Gln

Val

Ser

Pro

155

Pro

Val

val

Gln

Gln

235

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

315

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ser

140

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

220

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

300

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly
380

50

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

205

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

285

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

365

val

Gly

Pro

Thr

Val

1390

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

270

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

350

Ser

Leu

Gly

Val

Leu

175

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

255

Gln

val

vVal

Pro

Thr

335

Val

Leu

Ala

Glu

Ala

160

Met

Gln

val

Tyr

Gly

240

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

320

Val

Met

Ser

Cys



Tyr Ser Leu Leu Val
385

Lys Arg Ser Arg Leu
405

Arg Pro Gly Pro Thr
420

Asp Phe Ala Ala Tyr
435

His Lys Pro Pro Gly
450

Gln Ala Asp Ala His
465

Arg Ser Ala Asp Ala
485

Asn Glu Leu Asn Leu
500

Arg Arg Gly Arg Asp
515

Pro Gln Glu Gly Leu
530

Ala Tyr Ser Glu Ile
545

His Asp Gly Leu Tyr
565

Asp Ala Leu His Met
580

Asn Phe Ser Leu Leu
595

Pro Gly Glu
610

<210> 27

<211> 408

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CAR-Bisagra corta

Thr

390

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

470

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

550

Gln

Gln

Lys

val

His

Lys

Ser

Gly

455

Thr

Ala

Glu

Asn

535

Met

Gly

Ala

Gln

Ala

Ser

His

Arg

440

Ser

Leu

Tyr

Arg

Met

520

Glu

Lys

Leu

Leu

Ala
600

ES 2 848 478 T3

Phe

Asp

Tyr

425

Asp

Phe

Ala

Gln

Glu

505

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

585

Gly

Ile

Tyr

410

Gln

Gln

Arg

Lys

Gln

490

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

570

Pro

Asp

Ile

395

Met

Pro

Arg

Thr

Ile

475

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

555

Ala

Arg

val

Phe

Asn

Tyr

Leu

Pro

460

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

540

Arg

Thr

Gly

Glu

51

Trp

Met

Ala

Pro

445

Ile

Val

Asn

Val

Arg

525

Lys

Arg

Lys

Ser

Glu
605

vVal

Thr

Pro

430

Pro

Gln

Lys

Gln

Leu

510

Arg

Met

Gly

Asp

Gly

590

Asn

Arg

Pro

415

Pro

Asp

Glu

Phe

Leu

495

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr

575

Ala

Pro

Ser

400

Arg

Arg

Ala

Glu

Ser

480

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

560

Tyr

Thr

Gly



<400> 27

Met

His

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

145

Pro

val

Ile

Tyr

Ala

Ala

Gln

Phe

50

Leu

Ala

Asn

val

Trp

130

Gly

Pro

Gly

Ile

Met
210

Leu

Ala

Pro

35

Arg

Glu

Asp

Thr

Tyr

115

Ser

Gly

Cys

Gly

Phe

195

Asn

Pro

Arg

20

Gly

Asn

Trp

Ser

Leu

100

Tyr

Pro

Gly

Pro

val

180

Met

vVal

Pro

Gly

His

val

val

85

Tyr

Cys

Gly

Gly

Pro

165

Leu

val

Thr

Thr

Glu

Ser

Asp

Ser

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Ser

150

Cys

Ala

Arg

Pro

Ala

val

Leu

Met

55

Ala

Gly

Gln

Glu

Leu

135

Gly

Pro

Cys

Ser

Arg
215

Leu

Gln

Arg

40

Gly

Ile

Arg

Met

Pro

120

val

Gly

Asp

Tyr

Lys

200

Arg

ES 2 848 478 T3

Leu

Leu

25

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

105

Lys

Thr

Gly

Pro

Ser

185

Arg

Pro

Leu

10

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

90

Ser

Pro

val

Gly

Lys

170

Leu

Ser

Gly

Pro

Glu

Cys

Arg

Ser

75

Ile

Leu

Met

Ser

Ser

155

Phe

Leu

Arg

Pro

Leu

Ser

Ala

Gln

60

Gly

Ser

Arg

Asp

Ser

140

Glu

Trp

val

Leu

Thr
220

52

Ala

Gly

Ala

45

Ala

Gly

Arg

Ala

Thr

125

Gly

Ser

val

Thr

Leu

205

Arg

Leu

Gly

30

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

110

Glu

Gly

Lys

Leu

val

190

His

Lys

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Phe

Gly

Tyr

vVal

175

Ala

Ser

His

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

80

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

160

val

Phe

Asp

Tyr



10

Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp
225 230

Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala His
245

Arg Thr Pro Ile Gln Glu Glu Gln
260

Lys Ile Arg Val Lys Phe Ser Arg
275 280

Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn
290 295

Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg
305 310

Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro
325

Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala
340

Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His
355 360

Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp
370 375

Pro Arg Gly Ser Gly Ala Thr Asn
385 390

Asp Val Glu Glu Asn Pro Gly Pro
405

<210> 28

<211> 1875

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Codificacion de CAR-bisagra larga

<400> 28
gaccggcgee tactctagag gagcegcegtca

cgctggectt getgetgecat gecagetcegge

gcctegtgea geccgggceggce agcttgegec

ES 2 848 478 T3

Phe

Lys

Ala

265

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

345

Asp

Ala

Phe

tggctcttce tgtgaccgeca ttgetgetge
cagaagttca actgctggag agtggagggg

tgtcatgtge agcaagcggg ttcaccttta

Ala

Pro

250

Asp

Ala

Leu

Gly

Glu

330

Ser

Gly

Leu

Ser

Ala

235

Pro

Ala

Asp

Asn

Arg

315

Gly

Glu

Leu

His

Leu
395

Tyr

Gly

His

Ala

Leu

300

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met

380

Leu

53

Arg

Gly

Ser

Pro

285

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

365

Gln

Lys

Ser

Gly

Thr

270

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

350

Gly

Ala

Gln

Arg

Ser

255

Leu

Tyr

Arg

Met

Glu

335

Lys

Leu

Leu

Ala

Asp

240

Phe

Ala

Gln

Glu

Gly

320

Leu

Gly

Ser

Pro

Gly
400

60

120

180



ggaaccacga
ccatatcagg
tttccagaga
atacagcagt
gtecctggaac
gtcegagttyg
cgaaagatac
gtcaagagga
ccaagacgaa
ctgtccttca
gcectgecgag
aggtctatac
gtctggtcaa
ctgaaaacaa
actctcgget
tgatgcatga
aattttgggt
ttgeccetttat
tgaacatgac
ctagagactt
cacccggcgg
ccctggecaa
gccagaatca
ataagcggcg
aaggacttta
tgaaaggtga
ctactaaaga
ccacgaactt
aattcgccac
<210> 29

<211> 1272
<212> ADN

tatggggtgg
gagcggaggce
caattccaag
ctactactgt
tettgtecact
tececegegect
attgatgatt
ccctgaggtg
gcegegagag
ccaggactgg
ctccatcgaa
cctgccacca
gggcttctac
ttacaagaca
taccgtggat
ggcgctgcat
gctggtggtg
tattttttgg
acctcgeege
tgcecgettac
tggctcattt
gatccgggta
attgtacaat
cggacgggat
caatgagttg
gcggcggaga
tacatacgac
ttctctecte

catgc

<213> Secuencia artificial

<220>

gtgaggcagg
tccacctact
aataccctgt
gcagaaccaa
gtatccagtg
cctgtggecg
agccgaacac
cagtttaatt
gagcagttta
ctgaatggga
aaaaccattt
agccaggagg
ccgteccgaca
accccgectg
aagagtagat
aaccattata
gtggggggtyg
gtgcgcagta
ccaggcccaa
cggtcccgag
cgaacaccaa
aagttcagcc
gagcttaacc
cctgagatgg
cagaaggata
ggaaaaggcc
gcacttcata

aaacaggctg

<223> Codificacién CAR-bisagra corta

ES 2 848 478 T3

ctcecgggaaa
acgcagactc
acctgcagat
aaccaatgga
gaggaggcga
gcccctetgt
cagaggttac
ggtatgtcga
attccaccta
aggagtacaa
ccaaggcaaa
aaatgaccaa
tcgeggtgga
ttttggactc
ggcaagaagg
cacaaaaaag
tcctegettyg
agcggagtcg
cgaggaaaca
atcaaaggct
ttcaggaaga
gaagtgcaga
tcggececgecag
gaggaaagcc
agatggccga
acgacgggct
tgcaagccct

gggacgtcga

gggtctggaa
cgtgaagggt
gaactccctce
tacagaattc
gagtaaatat
atttetgttt
ttgtgtggtt
cggagttgag
cagggtcgta
atgcaaagtg
aggccaaccc
gaatcaggtg
gtgggagagt
tgacggctcce
caacgtcttce
tctgtecttg
ctacagtttg
cctecetteat
ttatcagcca
tccecececgat
gcaggcagac
tgcgececggea
agaggagtat
tcggagaaaa
agcatattct
ctaccagggg
gccteeceege

ggaaaatcca

54

tgggtgagtg
cggtttacga
cgcgcecgaag
gactattgga
ggacctcegt
ccacctaage
gttgacgtga
gtgcataacg
tcegttetcea
agcaataaag
cgagagccac
agcctcaccet
aacggacagc
ttttttctgt
agctgttccg
agcctgggca
ttggtgacag
tccgactata
tatgcaccac
gcacacaaac
gcccacagca
taccagcagg
gatgtactgg
aatccccagg
gaaatcggga
ctgagcacag
ggaagcggtg

ggtceceggeg

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

1875



10

15

<400> 29
gaccggegec

cactcgectcet
gtttggtgca
ggaaccatga
ccatcagcgg
tttcacggga
acacagctgt
gececcgggaac
gaggcggcgg
tctgggtget
cgtttatcat
acatgacccc
gggatttcge
ccggtggtgg
ttgccaagat
agaaccagtt
agaggcgegg
gactctacaa
agggcgaaag
ccaaggacac
cgaatttcag
tcgeccaccat

<210> 30
<211> 21
<212> PRT

tactctagag
tctectteac
gectggeggg
tatgggttgg
cagtggcggg
taatagtaag
gtactattge
cctggtgaca
aagcgaatcc
ggtggtagtg
cttttgggtce
acgccggcect
cgcttacagg
gtctttcagg
aagggtcaaa
gtataatgaa
cagggatcct
tgagctgcag
aaggagaggg
gtatgatgcce
cctcctgaaa

gc

<213> Homo sapiens

<400> 30

gagcgcgtca
gccgcaagac
tctctcagat
gtcegecagg
tccacatact
aacactctgt
gcggagccaa
gtatccageg
aaatatggcc
ggtggegtcc
cggtctaaac
ggccctacge
agccgagatc
accccaatce
tttagtaggt
ctcaatctceg
gaaatgggcg
aaggacaaaa
aaagggcacg
ctgcatatgce

caggctggeg

ES 2 848 478 T3

tggccctgece
ccgaagtgca
tgtcatgcge
ccccaggcaa
acgcagactc
acctccagat
agccaatgga
gcggeggegg
ctcecttgtece
tggcctgtta
gctctaggtt
ggaagcacta
agagactgcc
aggaggagca
cagctgacge
gacgacgcga
gcaagccccg
tggcagaagce
atggcctgta
aggcactgcc

acgtggagga

tgtgacagcc
gcttectggag
cgcatccggt
gggtcttgag
cgtcaaaggc
gaatagtctc
tactgagttt
ctetggeggat
accgtgcccce
ttectetgett
gttgcactcc
ccaaccttac
acccgatgca
agctgacgcg
gccggectat
ggagtacgac
gcgaaaaaac
ttactccgaa
tcagggcectg
ccctagagga

aaatccgggg

ctgetgetge
tctggaggtg
ttcacctttc
tgggtctccg
agatttacaa
cgggcggagyg
gattattgga
gggggtageg
gatccaaagt
gtgacagtcg
gattacatga
gctcctecca
cacaaaccac
cattccaccc
caacagggac
gtactggata
ccccaggagg
attggaatga
agtaccgcca
agcggggcta

ccaggcgaat

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

1

5

His Ala Ala Arg Pro

<210> 31
<211> 63
<212> ADN

20

<213> Homo sapiens

<400> 31

10

15

atggctctte ctgtgaccge attgectgetg cecgetggect tgetgetgeca tgecagetegg

cca

55

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1272

60

63
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<210> 32

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de unién PEP2-2-1-1

<400> 32
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asn His
20 25 30

Asp Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Glu Pro Lys Pro Met Asp Thr Glu Phe Asp Tyr Arg Ser Pro Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 33

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido de uniéon PEP2-472-2

56



10

<400> 33
Glu Vval
1

Ser Leu

Asp Met

Ser Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Glu

Thr Leu

<210> 34
<211> 119

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Pro

Vval
115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

20

Ser

Phe

Asn

Lys

100

Thr

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Val

Glu

Cys

Ser

Ile

70

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Glu

<223> Péptido de uniéon PEP2-2-12

<400> 34

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu

Asp Met

Ser Ala

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Glu

Thr Leu

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Pro

Val
115

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Lys
100

Thr

Leu Glu Ser

5

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Val

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Met

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asp

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

ES 2 848 478 T3

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu
105

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
20

Phe

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Thr

Asp

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

57

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Arg

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Pro

Pro

Pro

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Pro

Arg

30

Glu

Asn

Thr

Tyr

Ser
110

Gly
15

Met

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Pro

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Pro

Gly

Lys

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

His

Vval

Val

Tyr
80

Cys

Gly



<210> 35
<211> 1864
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 848 478 T3

<223> Receptor quimérico para antigeno PEP2-2-1-1

<400> 35

cctccataga agattctaga gctagcgaat

tccaccggtg
ctgctgcatg
ccgggcggea
atggggtggg
agcggaggct
aattccaaga
tactactgtg
cttgtcactg
cccgegecte
ttgatgatta
cctgaggtge
ccgcgagagg
caggactggc
tccatcgaaa
ctgccaccaa
ggcttctace
tacaagacaa
accgtggata

gcgetgecata

ccgecgecat
cagctcggece
gcttgegect
tgaggcaggce
ccacctacta
ataccctgta
cagaaccaaa
tatccagtgg
ctgtggccgg
gccgaacacce
agtttaattg
agcagtttaa
tgaatgggaa
aaaccatttc
gccaggagga
cgteccgacat
ccecegectgt
agagtagatg

accattatac

ggctctteet
agaagttcaa
gtcatgtgca
tccgggaaag
cgcagactcc
cctgcagatg
accaatggat
aggaggcgag
cccectetgta
agaggttact
gtatgtcgac
ttccacctac
ggagtacaaa
caaggcaaaa
aatgaccaag
cgcggtggag
tttggactct
gcaagaaggc

acaaaaaagt

tctgcagtceg
gtgaccgcat
ctgctggaga
gcaagcgggt
ggtctggaat
gtgaagggtc
aactccctcee
acagaattcg
agtaaatatg
tttctgttte
tgtgtggttg
ggagttgagg
agggtcgtat
tgcaaagtga
ggccaaccce
aatcaggtga
tgggagagta
gacggctect
aacgtcttca

ctgtccttga

acggtaccge
tgctgectgece
gtggaggggg
tcacctttag
gggtgagtgce
ggtttacgat
gcgccgaaga
actataggag
gacctcegtg
cacctaagcecce
ttgacgtgag
tgcataacgce
ccgttctceac
gcaataaagg
gagagccaca
gcctcecacctg
acggacagcc
tttttctgta
gctgtteegt

gcctgggcaa

58

gggcccggga

gctggecettg
cctegtgecag
gaaccacgat
catatcaggg
ttccagagac
tacagcagtc
tcctggaact
tcecgagttgt
gaaagataca
tcaagaggac
caagacgaag
tgtccttcac
cctgeccgage
ggtctatacc
tctggtcaag
tgaaaacaat
ctcteggett
gatgcatgag

acctttttgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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gtgctggtgg
attatttttt
acacctcgece
tttgcegett
ggtggctcat
aagatccggg
caattgtaca
cgcggacggg
tacaatgagt
gagcggegga
gatacatacg
agta

<210> 36

<211> 1863
<212> ADN

tggtgggggyg
gggtgegeag
gcccaggcecce
accggtcceg
ttcgaacacc
taaagttcag
atgagcttaa
atcctgagat
tgcagaagga
gaggaaaagg

acgcacttca

<213> Secuencia artificial

<220>

tgteccteget
taagcggagt
aacgaggaaa
agatcaaagg
aattcaggaa
ccgaagtgca
ccteggecge
gggaggaaag
taagatggcc
ccacgacggg

tatgcaagcce

ES 2 848 478 T3

tgctacagtt
cgecteette
cattatcagc
cttecceeeceg
gagcaggcag
gatgcgeccegg
agagaggagt
cctcggagaa
gaagcatatt
ctctaccagg

ctgcctecee

<223> Receptor quimérico para antigeno PEP2-472-2

<400> 36

cctccataga
tccaccggte
tcttgecacge
cgggeggcte
tgggatgggt
gtggtggggg
acagcaaaaa
attactgtge
tggttactgt
ctgececeegee
ttatgatttc
cggaagtcca
cgcgagagga
aggactggct

ccatcgaaaa

agattctaga
cgccgecatg
agctcgacce
cttgcgactt
gcgecaggceg
aacatattat
cacactgtat
ggagccgaaa
ccttgaagge
tgtggctggt
tcgecacgect
atttaattgg
gcagtttaat

gaatgggaag

aaccatttcc

gctagcgaat
gcattgccag
gaggtccage
tecctgtgeeg
ccagggaagg
gcagattcag
cttcagatga
ccaatggata
ggcggagaga
ccttcecagttt
gaagtcactt
tacgtggatg
tccacctaca
gagtacaaat

aaggcaaaag

tctgcagteg
ttacggcget
ttctecgagte
cctceggtta
gtcttgagtg
taaaaggccg
atagcttgag
ccgagttcga
gcaagtacgg
tcctgtttece
gtgttgtcgt
gagttgaggt
gggtcgtatc
gcaaagtgag

gccaaccecg

tgttggtgac
attccgacta
catatgcacc
atgcacacaa
acgcccacag
cataccagca
atgatgtact
aaaatcccca
ctgaaatcgg
ggctgagcac

gcgeggecge

acggtaccge
cctectgeca
cggtggtgga
cactttccecc
ggtcagcgcet
cttcactatc
agctgaagat
ctaccgctcece
gccgeegtge
gcctaaacca
agatgtcagt
gcataacgcc
cgttctcact
caataaaggc

agagccacag

59

agttgccecttt
tatgaacatg
acctagagac
accacccggce
caccctggee
gggccagaat
ggataagcgg
ggaaggactt
gatgaaaggt
agctactaaa

agcatcgata

gggcccggga

ctcgcactce
cttgtgcaac
atgaaagaca
ataagtggga
agtcgcgata
acggcggtgt
cctggcacct
ccaagttgcce
aaagacactc
caggaggacc
aagacgaagc
gtccttcacce
ctgccgaget

gtctataccce

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1864

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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tgccaccaag
gcttctacce
acaagacaac
ccgtggataa
cgctgcataa
tgctggtggt
ttattttttg
cacctcgeeg
ttgcegetta
gtggctcatt
agatccgggt
aattgtacaa
gcggacggga
acaatgagtt
agcggcggag
atacatacga
gta

<210> 37
<211> 1863
<212> ADN

ccaggaggaa
gtccgacatce
ccegecetgtt
gagtagatgg
ccattataca
ggtggggggt
ggtgcgcagt
cccaggccca
ccggteccga
tcgaacacca
aaagttcagce
tgagcttaac
tcctgagatg
gcagaaggat
aggaaaaggc

cgcacttcat

<213> Secuencia artificial

<220>

atgaccaaga
gcggtggagt
ttggactctg
caagaaggca
caaaaaagtc
gtcctegett
aagcggagtc
acgaggaaac
gatcaaaggc
attcaggaag
cgaagtgcag
ctcggeccagea
ggaggaaagc
aagatggccg
cacgacgggc

atgcaagccce

ES 2 848 478 T3

atcaggtgag
gggagagtaa
acggctcctt
acgtcttcag
tgtcecttgag
gctacagttt
gcctecttca
attatcagcc
ttccecececga
agcaggcaga
atgcgcegge
gagaggagta
ctcggagaaa
aagcatattc
tctaccaggg

tgccteeceg

<223> Receptor quimérico para antigeno PEP2-2-12

<400> 37

cctccataga
tccaccggte
ttctccacge
ctggcggatc
tggggtgggt
ccggaggtte
atagtaagaa
actattgtgce

tggtaaccgt

agattctaga
cgcecgecatg
ggctaggccg
ccteeggett
taggcaagcg
tacctactat
cacgctgtac
tgaaccgaag

ctccagtggg

gctagcgaat
gctetgeeeg
gaagtccaac
tcttgegeeg
ccgggcaagg
gctaactcag
cttcagatga
cctatggata

ggcggagaaa

tctgcagteg
taactgctcet
ttctggaatc
cttcaggatt
gcctcgaatg
tcaagggcag
actctcttag
ctgagtttga

gcaaatacgg

cctcacctgt
cggacagcct
ttttctgtac
ctgttcegtg
cctgggcaaa
gttggtgaca
ttccgactat
atatgcacca
tgcacacaaa
cgcccacagce
ataccagcag
tgatgtactg
aaatccccag
tgaaatcggg
gctgagcaca

cgcggecgea

acggtaccge
ccttctteca
tggaggtggt
cacatttcgg
ggtttcagcce
atttacgatc
agcagaagat
ctaccctagt

tccceectge

60

ctggtcaagg
gaaaacaatt
tcteggetta
atgcatgagg
cctttttggg
gttgccttta
atgaacatga
cctagagact
ccacccggceg
accctggeca
ggccagaatc
gataagcggc
gaaggacttt
atgaaaggtg
gctactaaag

gcatcgataa

gggcccggga
cttgcactge
ctcgtgcage
aaccacgaca
atatctggtt
tcaagagaca
acagctgtgt
ccggggacge

ccctettgee

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1863

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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15

20

ctgeceeccegee
ttatgatttce
cggaagtcca
cgcgagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgccaccaag
gcttctacce
acaagacaac
ccgtggataa
cgctgcataa
tgectggtggt
ttattttttg
cacctcgeeg
ttgcegetta
gtggctcatt
agatccgggt
aattgtacaa
gcggacggga
acaatgagtt
agcggcggag
atacatacga
gta

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

tgtggetggt
tecgecacgect
atttaattgg
gcagtttaat
gaatgggaag
aaccatttcc
ccaggaggaa
gtccgacatc
ccegecetgtt
gagtagatgg
ccattataca
ggtggggggt
ggtgcgcagt
cccaggccca
ccggtecccga
tcgaacacca
aaagttcagce
tgagcttaac
tecctgagatg
gcagaaggat
aggaaaaggc

cgcacttcat

<213> Secuencia artificial

<220>

ccttcagttt
gaagtcactt
tacgtggatg
tccacctaca
gagtacaaat
aaggcaaaag
atgaccaaga
gcggtggagt
ttggactctg
caagaaggca
caaaaaagtc
gtcctegett
aagcggagtce
acgaggaaac
gatcaaaggc
attcaggaag
cgaagtgcag
ctcggeegea
ggaggaaagc
aagatggccg
cacgacgggc

atgcaagccc

<223> Cebador pCHD-CMV-Dir

<400> 38

ggtgggaggt ctatataagce 20

<210> 39
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador pCHD-coGFP-Inv

<400> 39

tgatgcggcea ctcgatete 19

<210> 40
<211>19

ES 2 848 478 T3

tcctgtttece
gtgttgtegt
gagttgaggt
gggtcgtatc
gcaaagtgag
gccaaccccg
atcaggtgag
gggagagtaa
acggctcctt
acgtcttcag
tgtccttgag
gctacagttt
gcctecttcea
attatcagcc
ttccecececga
agcaggcaga
atgcgcegge
gagaggagta
ctcggagaaa
aagcatattc
tctaccaggg

tgcctceeceg

gcctaaacca
agatgtcagt
gcataacgcce
cgttctcact
caataaaggc
agagccacag
cctcacctgt
cggacagcct
ttttctgtac
ctgttcegtg
cctgggcaaa
gttggtgaca
ttccgactat
atatgcacca
tgcacacaaa
cgcccacagce
ataccagcag
tgatgtactg
aaatccccag
tgaaatcggg
gctgagcaca

cgeggecgea

61

aaagacactc
caggaggacc
aagacgaagc
gtccttcacce
ctgccgaget
gtctataccc
ctggtcaagg
gaaaacaatt
tctecggetta
atgcatgagg
cctttttggg
gttgccttta
atgaacatga
cctagagact
ccacccggceg
accctggcca
ggccagaatc
gataagcggce
gaaggacttt
atgaaaggtg
gctactaaag

gcatcgataa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1863
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20
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30

35
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45

50

ES 2 848 478 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2-2-1-1-Inv

<400> 40
cttcacggag tctgcgtag 19

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2-2-1-1-Dir

<400> 41
tcttgtcact gtatccagtg 20

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2-472-2-Inv

<400> 42
cgtatcttca gctctcaage 20

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2-472-2-Dir

<400> 43
tggtccttca gttttectgt 20

<210> 44

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 2-12-2-Inv

<400> 44
cagctgtatc ttctgctc 18

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Com-For-1

<400> 45
agtgggagag taacggacag 20

<210> 46

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

62
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15

20

<220>

<223> Cebador Com-For-2

<400> 46

agggccagaa tcaattgtac 20

<210> 47
<211> 1117
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 848 478 T3

<223> Bloque génico de fusion EXD2_K193A

<400> 47
ggggacaagt

tgctgcetetg
gggccagtga
tgaaggggat
acagtgtctt
tgacaaactt
gcaggacgct
aaggaattca
ctgcectggtg
ccgaaaactt
cgagaaacat
agtgtcccat
tggcaattca
ggttccatca
tgtccttgta
agaaagaaca
aggtcatcgt
ccctggtggt
cacgttagac

<210> 48
<211> 1117
<212> ADN

ttgtacaaaa
ggttccaggt
caagctgtac
agcagaggtg
tgacaccgca
tctcaaaaca
ctgttectet
gaccggaagg
ccccatcgag
cactgtgctc
cctgccaggt
tttccgacta
gggcggaata
ctgecegteee
ccctggetac
aaaactcatc
ggtgccacac
gctcaccatce

ccagctttcet

<213> Secuencia artificial

<220>

aagcaggcta
teccactggtg
cagcggaaag
aaagaggaga
gactacacct
gaaggccaag
gaccgaggtt
tgtgtagtgt
gcagtggaag
atcgcgaaca
ttaaacatca
ggagacatct
atgggcattg
aaatacagtt
aacttcagat
tcagaagagg
tcettgeect
atctccctta

tgtacaaagt

<223> Bloque génico de fusion EXD2_WT

tggagacaga
actatccata
agcctgtcat
tcgtggagaa
tccetttgea
agcagcggtt
gtaaaaaggg
atgaagggaa
aggccccccg
atatcgactt
cttgtacctt
tccgagaaac
agatctactg
tcegtegect
acgccaagta
atctgaatge
ttaaggtggt
tcatcctcat

ggtccce

cacactcctg
tgatgttcca
cagttctgtg
tggagtgaag
ggggaactct
gtgtccecgag
atggatggac
ccagaagacc
gcctgetcete
cccecggecac
ccacaagact
aggcgataat
ggactgcaac
tgacgacaag
ctacaaggaa
tgtgggeccag
ggtgatctca

catgctttgg

63

ctatgggtac
gattatgctg
cacaccaagg
aagttggtgce
ttcttcgtga
tatcccacce
ccgcagagca
tgtgaagtct
ttgaacagtg
aactacacca
cagaatccac
ttttcagatg
ctagaccgtt
accaccaacg
aacaatgttg
gacacgcagg
gccatcctgg

cagaagaagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1117



10

15

20

25

<400> 48
ggggacaagt

tgctgetcetg
gggccagtga
tgaaggggat
acagtgtctt
tgacaaactt
gcaggacgct
aaggaattca
ctgecctggtg
ccgaaaactt
cgagaaacat
agtgtcccat
tggcaattca
ggttccatca
tgtccttgta
agaaagaaca
aggtcatcgt
ccctggtggt
cacgttagac

<210> 49
<211> 20
<212> ADN

ttgtacaaaa
ggttccaggt
caagctgtac
agcagaggtg
tgacaccgca
tctcaaaaca
ctgttcectet
gaccggaagg
ccccatcgag
cactgtgctc
cctgccaggt
tttccgacta
gggcggaata
ctgecegtece
ccctggetac
aaaactcatc
ggtgccacac
gctcaccatce

ccagctttet

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador EXD-F1

<400> 49

acaagctgta ccagcggaaa 20

<210> 50
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador EXD2-R1

<400> 50

caccaccacc ttaaagggca 20

<210> 51
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador EXD2-F1

<400> 51

acaagctgta ccagcggaaa 20

aagcaggcta
tccactggtg
cagcggaaag
aaagaggaga
gactacacct
gaaggccaag
gaccgaggtt
tgtgtagtgt
gcagtggaag
atcaagaaca
ttaaacatca
ggagacatct
atgggcattg
aaatacagtt
aacttcagat
tcagaagagg
tececttgeecet
atctccctta

tgtacaaagt

ES 2 848 478 T3

tggagacaga
actatccata
agcctgtcat
tcgtggagaa
tccetttgea
agcagcggtt
gtaaaaaggg
atgaagggaa
aggccccccg
atatcgactt
cttgtacctt
tccgagaaac
agatctactg
tcegtegecet
acgccaagta
atctgaatgce
ttaaggtggt
tcatcctcat

ggtceccce

cacactcctg
tgatgttcca
cagttctgtg
tggagtgaag
ggggaactct
gtgtccecgag
atggatggac
ccagaagacc
gcctgetete
cccecggecac
ccacaagact
aggcgataat
ggactgcaac
tgacgacaag
ctacaaggaa
tgtgggccag
ggtgatctca

catgctttgg

64

ctatgggtac
gattatgctg
cacaccaagg
aagttggtgce
ttcttegtga
tatcccaccce
ccgcagagca
tgtgaagtct
ttgaacagtg
aactacacca
cagaatccac
ttttcagatg
ctagaccgtt
accaccaacg
aacaatgttg
gacacgcagg
gccatcectgg

cagaagaagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1117



<210> 52
<211> 588

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 848 478 T3

<223> Secuencia de aminoacidos de CAR PEP2-2-1-1

<400> 52
Met Ala
1

His Ala

Val Gln

Thr Phe

50

Gly Leu

Leu

Ala

Pro

35

Arg

Glu

Pro Val Thr Ala Leu
5

Arg Pro Glu Val Gln
20

Gly Gly Ser Leu Arg
40

Asn His Asp Met Gly
55

Trp Val Ser Ala Ile
70

Leu Leu
10

Leu Leu

25

Leu Ser

Trp Val

Ser Gly

Pro

Glu

Cys

Arg

Ser
75

Leu

Ser

Ala

Gln

60

Gly

65

Ala

Gly

Ala

45

Ala

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Ser

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Thr

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr
80



Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

145

Gly

Ile

Glu

His

Arg

225

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

305

Val

Ala

Asn

val

Arg

130

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

210

val

Glu

Lys

Thr

Thr

290

Glu

Leu

Asp

Thr

Tyr

115

Ser

Tyr

Ser

Arg

Pro

195

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

275

Cys

Ser

Asp

Ser

Leu

100

Tyr

Pro

Gly

Val

Thr

180

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

260

Pro

Leu

Asn

Ser

Val

Tyr

Cys

Gly

Pro

Phe

165

Pro

val

Thr

val

Cys

245

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

230

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

310

Gly

Gly

Gln

Glu

Leu

135

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

215

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

295

Pro

Ser

Arg

Met

Pro

120

Val

Pro

Pro

Thr

Asn

200

Arg

val

Ser

Lys

Glu

280

Phe

Glu

Phe

ES 2 848 478 T3

Phe

Asn

105

Lys

Thr

Ser

Pro

Cys

185

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

265

Glu

Tyr

Asn

Phe

Thr

Ser

Pro

Val

Cys

Lys

170

Vval

Tyr

Glu

His

Lys

250

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

Ile

Leu

Met

Ser

Pro

155

Pro

val

val

Gln

Gln

235

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

315

Tyr

Ser

Arg

Asp

Ser

140

Ala

Lys

val

Asp

Phe

220

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

300

Lys

Ser

66

Arg

Ala

Thr

125

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

205

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

285

Ile

Thr

Arg

Asp

Glu

110

Glu

Gly

Pro

Thr

Val

190

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

270

Gln

Ala

Thr

Leu

Asn

Asp

Phe

Gly

Val

Leu

175

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

255

Gln

val

Val

Pro

Thr

Ser

Thr

Asp

Glu

Ala

160

Met

Gln

val

Tyr

Gly

240

Ile

Vval

Ser

Glu

Pro

320

Val



Asp

His

Leu

Cys

385

Ser

Arg

Arg

Ala

Glu

465

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

545

Gly

Tyr

Lys

Glu

Gly

370

Tyr

Lys

Arg

Asp

His

450

Gln

Arg

Asn

Arg

Pro

530

Ala

His

Asp

<210> 53
<211> 588
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CAR PEP2-472-2

Ser

Ala

355

Lys

Ser

Arg

Pro

Phe

435

Lys

Ala

Ser

Glu

Arg

515

Gln

Tyr

Asp

Ala

Arg

340

Leu

Pro

Leu

Ser

Gly

420

Ala

Pro

Asp

Ala

Leu

500

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
580

325

Trp

His

Phe

Leu

Arg

405

Pro

Ala

Pro

Ala

Asp

485

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu
565

His

Gln Glu

Asn His

Trp Val
375

Val Thr
390

Leu Leu

Thr Arg

Tyr Arg

Gly Gly
455

His Ser
470

Ala Pro

Leu Gly

Asp Pro

Leu Tyr
535

Ile Gly
550

Tyr Gln

Met Gln

ES 2 848 478 T3

Gly Asn
345

Tyr Thr
360

Leu Val

Val Ala

His Ser

Lys His

425

Ser Arg
440

Gly Ser

Thr Leu

Ala Tyr

Arg Arg

505

Glu Met

520

Asn Glu

Met Lys

Gly Leu

Ala Leu Pro Pro Arg

585

330

Vval

Gln

Val

Phe

Asp

410

Tyr

Asp

Phe

Ala

Gln

490

Glu

Gly

Leu

Gly

Phe

Lys

val

Ile

395

Tyr

Gln

Gln

Arg

Lys

475

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu
555

Ser

Ser

Gly

380

Ile

Met

Pro

Arg

Thr

460

Ile

Gly

Tyr

Lys

Lys

540

Arg

Cys

Leu

365

Gly

Phe

Asn

Tyr

Leu

445

Pro

Arg

Gln

Asp

Pro

525

Asp

Arg

Ser Thr Ala Thr

570

67

Ser

350

Ser

Val

Trp

Met

Ala

430

Pro

Ile

Val

Asn

val

510

Arg

Lys

Arg

Lys

335

Val

Leu

Leu

Val

Thr

415

Pro

Pro

Gln

Lys

Gln

495

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
575

Met

Ser

Ala

Arg

400

Pro

Pro

Asp

Glu

Phe

480

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

560

Thr



<400> 53

Met

His

Vval

Thr

Gly

65

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

145

Gly

Ile

Glu

Ala

Ala

Gln

Phe

50

Leu

Ala

Asn

Val

Arg

130

Lys

Pro

Ser

Asp

Leu

Ala

Pro

35

Pro

Glu

Asp

Thr

Tyr

115

Ser

Tyr

Ser

Arg

Pro

Pro

Arg

20

Gly

Met

Trp

Ser

Leu

100

Tyr

Pro

Gly

Val

Thr

180

Glu

val

Pro

Gly

Lys

Val

Val

85

Tyr

Cys

Gly

Pro

Phe

165

Pro

val

Thr

Glu

Ser

Asp

Ser

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Leu

Glu

Gln

Ala

Val

Leu

Met

55

Ala

Gly

Gln

Glu

Leu

135

Cys

Phe

val

Phe

Leu

Gln

Arg

40

Gly

Ile

Arg

Met

Pro

120

Val

Pro

Pro

Thr

Asn

ES 2 848 478 T3

Leu

Leu

25

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

105

Lys

Thr

Ser

Pro

Cys

185

Trp

Leu

10

Leu

Ser

val

Gly

Thr

90

Ser

Pro

Val

Cys

Lys

170

val

Tyr

Pro

Glu

Cys

Arg

Ser

75

Ile

Leu

Met

Leu

Pro

155

Pro

Val

Val

Leu

Ser

Ala

Gln

60

Gly

Ser

Arg

Asp

Glu

140

Ala

Lys

Val

Asp

68

Ala

Gly

Ala

45

Ala

Gly

Arg

Ala

Thr

125

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

Leu

Gly

30

Ser

Pro

Gly

Asp

Glu

110

Glu

Gly

Pro

Thr

val

130

Vval

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

95

Asp

Phe

Gly

val

Leu

175

Ser

Glu

Leu

Leu

Tyr

Lys

Tyr

80

Ser

Thr

Asp

Glu

Ala

160

Met

Gln

Val



His

Arg

225

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

305

val

Asp

His

Leu

Cys

385

Ser

Arg

Arg

Asn

210

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

290

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

370

Tyr

Lys

Arg

Asp

195

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

275

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

355

Lys

Ser

Arg

Pro

Phe
435

Lys

Ser

Lys

Ile

260

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

340

Leu

Pro

Leu

Ser

Gly

420

Ala

Thr

val

Cys

245

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

325

Trp

His

Phe

Leu

Arg

405

Pro

Ala

Lys

Leu

230

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

310

Gly

Gln

Asn

Trp

val

390

Leu

Thr

Tyr

Pro

215

Thr

val

Ala

Gln

Gly

295

Pro

Ser

Glu

His

Val

375

Thr

Leu

Arg

Arg

200

Arg

val

Ser

Lys

Glu

280

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

360

Leu

val

His

Lys

Ser
440

ES 2 848 478 T3

Glu

Leu

Asn

Gly

265

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

345

Thr

val

Ala

Ser

His

425

Arg

Glu

His

Lys

250

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

330

Val

Gln

val

Phe

Asp

410

Tyr

Asp

Gln

Gln

235

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

315

Tyr

Phe

Lys

Vval

Ile

395

Tyr

Gln

Gln

Phe

220

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

300

Lys

Ser

Ser

Ser

Gly

380

Ile

Met

Pro

Arg

69

205

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

285

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

365

Gly

Phe

Asn

Tyr

Leu
445

Ser

Leu

Ser

Pro

270

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

350

Ser

val

Trp

Met

Ala

430

Pro

Thr

Asn

Ser

255

Gln

val

Val

Pro

Thr

335

Val

Leu

Leu

vVal

Thr

415

Pro

Pro

Tyr

Gly

240

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

320

val

Met

Ser

Ala

Arg

400

Pro

Pro

Asp



10

Ala His
450

Glu Gln
465

Ser Arg

Tyr Asn

Lys Arg

Asn Pro
530

Glu Ala
545

Gly His

Tyr Asp

<210> 54
<211> 588

Lys Pro

Ala Asp

Ser Ala

Glu Leu

500

Arg Gly

515

Gln Glu

Tyr Ser

Asp Gly

Ala Leu
580

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Ala

Asp

485

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

565

His

Gly

His

470

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

550

Tyr

Met

Gly

455

Ser

Pro

Gly

Pro

Tyr

535

Gly

Gln

Gln

Gly

Thr

Ala

Arg

Glu

520

Asn

Met

Gly

Ala

ES 2 848 478 T3

Ser

Leu

Tyr

Arg

505

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
585

Phe Arg

Ala Lys
475

Gln Gln
490

Glu Glu

Gly Gly

Leu Gln

Gly Glu
555

Ser Thr
570

Pro Pro

<223> Secuencia de aminoacidos de CAR PEP2-2-12

<400> 54
Met Ala
1

His Ala

Val Gln

Thr Phe
50

Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu

5

Ala Arg Pro Glu Val Gln Leu

20

25

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu

35

40

Arg Asn His Asp Met Gly Trp

55

Gly Leu Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser

Leu Pro

10

Leu Glu

Ser Cys

Val Arg

Gly Ser

Thr

460

Ile

Gly

Tyr

Lys

Lys

540

Arg

Ala

Arg

Leu

Ser

Ala

Gln

60

Gly

70

Pro

Arg

Gln

Asp

Pro

525

Asp

Arg

Thr

Ala

Gly

Ala

45

Ala

Gly

Ile

val

Asn

Val

510

Arg

Lys

Arg

Lys

Leu

Gly

Ser

Pro

Ser

Gln

Lys

Gln

495

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
575

Leu

15

Gly

Gly

Gly

Thr

Glu

Phe

480

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

560

Thr

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr



65

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

145

Gly

Ile

Glu

His

Arg

225

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
305

Ala

Asn

Val

Pro

130

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

210

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

290

Glu

Asn

Thr

Tyr

115

Ser

Tyr

Ser

Arg

Pro

195

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

275

Cys

Ser

Ser

Leu

100

Tyr

Pro

Gly

Val

Thr

180

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

260

Pro

Leu

Asn

vVal

85

Tyr

Cys

Gly

Pro

Phe

165

Pro

val

Thr

Val

Cys

245

Ser

Pro

vVal

Gly

70

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

150

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

230

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
310

Gly

Gln

Glu

Leu

135

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

215

Thr

Vval

Ala

Gln

Gly

295

Pro

Arg

Met

Pro

120

val

Pro

Pro

Thr

Asn

200

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

280

Phe

Glu

ES 2 848 478 T3

Phe

Asn

105

Lys

Thr

Ser

Pro

Cys

185

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

265

Glu

Tyr

Asn

Thr

90

Ser

Pro

Val

Cys

Lys

170

Val

Tyr

Glu

His

Lys

250

Gln

Met

Pro

Asn

75

Ile

Leu

Met

Ser

Pro

155

Pro

val

val

Gln

Gln

235

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr
315

Ser

Arg

Asp

Ser

140

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

220

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

300

Lys

71

Arg

Ala

Thr

125

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

205

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

285

Ile

Thr

Asp

Glu

110

Glu

Gly

Pro

Thr

Val

190

val

Ser

Leu

Ser

Pro

270

Gln

Ala

Thr

Asn

95

Asp

Phe

Gly

Val

Leu

175

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

255

Gln

Val

Val

Pro

80

Ser

Thr

Asp

Glu

Ala

160

Met

Gln

val

Tyr

Gly

240

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
320



Val

Asp

His

Leu

Cys

385

Ser

Arg

Arg

Ala

Glu

465

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

545

Gly

Tyr

Leu

Lys

Glu

Gly

370

Tyr

Lys

Arg

Asp

His

450

Gln

Arg

Asn

Arg

Pro

530

Ala

His

Asp

Ser

Ala

355

Lys

Ser

Arg

Pro

Phe

435

Lys

Ala

Ser

Glu

Arg

515

Gln

Tyr

Asp

Asp Ala

Ser

Arg

340

Leu

Pro

Leu

Ser

Gly

420

Ala

Pro

Asp

Ala

Leu

500

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
580

Asp

325

Trp

His

Phe

Leu

Arg

405

Pro

Ala

Pro

Ala

Asp

485

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu
565

Gly

Gln

Asn

Trp

val

390

Leu

Thr

Tyr

Gly

His

470

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

550

Tyr

Ser

Glu

His

Val

375

Thr

Leu

Arg

Arg

Gly

455

Ser

Pro

Gly

Pro

Tyr

535

Gly

Gln

Phe

Gly

Tyr

360

Leu

val

His

Lys

Ser

440

Gly

Thr

Ala

Arg

Glu

520

Asn

Met

Gly

Phe

Asn

345

Thr

Val

Ala

Ser

His

425

Arg

Ser

Leu

Tyr

Arg

505

Met

Glu

Lys

Leu
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REIVINDICACIONES
1. Un receptor quimérico para antigeno que incluye:
un dominio de reconocimiento de antigeno que reconoce un receptor P2X7 disfuncional;
un dominio transmembrana; y

un dominio de sefalizaciéon que incluye una porcion de sefializacion intracelular de un receptor de activacion y/o
una porcion de sefalizacién intracelular de un receptor coestimulador.

2. El receptor quimérico para antigeno segun la reivindicacion 1, en el que el dominio de reconocimiento de antigeno
incluye una porcion que tiene identidad de secuencia con: un sitio de union a antigeno de un anticuerpo; o un sitio de
unién a antigeno de un fragmento de un anticuerpo.

3. El receptor quimérico para antigeno segun la reivindicacién 1 o 2, en donde el dominio de reconocimiento de
antigeno incluye una porcién que tiene identidad de secuencia con al menos la region determinante de
complementariedad 1 (CDR1), CDR2 y CDR3 de la cadena pesada de un anticuerpo o la cadena ligera de un
anticuerpo.

4. El receptor quimérico para antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el dominio de
reconocimiento de antigeno reconoce un epitopo asociado con un sitio de union a trifosfato de adenosina (ATP) del
receptor P2X7 disfuncional.

5. El receptor quimérico para antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el receptor P2X7
disfuncional tiene una capacidad reducida para unirse a ATP en comparacion con la capacidad de unién de ATP de
un receptor P2X7 natural (funcional).

6. El receptor quimérico para antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el receptor P2X7
disfuncional tiene un cambio conformacional que hace que el receptor sea disfuncional.

7. El receptor quimérico para antigeno segun la reivindicacion 6, en donde el cambio conformacional que hace que el
receptor sea disfuncional es un cambio de conformacion trans a conformacion cis de prolina en la posicién
aminoacidica 210 del receptor P2X7 disfuncional.

8. El receptor quimérico para antigeno segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el dominio de
reconocimiento de antigeno reconoce un epitopo que incluye prolina en la posicion aminoacidica 210 del receptor
P2X7 disfuncional.

9. El receptor quimérico para antigeno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el receptor de
activacion es un miembro del complejo correceptor de CD3 y/o un receptor Fc, y/o en donde el receptor coestimulador
se selecciona del grupo que consiste en CD27, CD28, CD30, CD40, DAP10, OX40, 4-1BB (CD137) e ICOS.

10. Una molécula de acido nucleico que incluye una secuencia de nucleétidos que codifica el receptor quimérico para
antigeno segun las reivindicaciones 1 a 9.

11. Un vector viral que incluye un &cido nucleico segun la reivindicacién 10, para la transduccién viral de una célula
hospedante.

12. Una célula genéticamente modificada, la célula que incluye el receptor quimérico para antigeno segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o una molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 11, en donde
opcionalmente la célula es un leucocito, una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC), un linfocito, un linfocito
T, un linfocito T CD4 +, un linfocito T CD8+, una célula citolitica natural o un linfocito T citolitico natural.

13. Una célula genéticamente modificada segun la reivindicacién 12, para su uso en un método para destruir una
célula que expresa un Receptor P2X7 disfuncional, el método incluye exponer la célula que expresa un receptor P2X7
disfuncional a la célula genéticamente modificada.

14. La célula genéticamente modificada para su uso segun la reivindicacién 13, en donde la célula que expresa un
receptor P2X7 disfuncional es una célula cancerosa, en donde opcionalmente la célula cancerosa se selecciona de
uno o mas de; cancer de cerebro, cancer de eséfago, cancer de boca, cancer de lengua, cancer de tiroides, cancer
de pulmén, cancer de estémago, cancer de pancreas, cancer de rifién, cancer de colon, cancer de recto, cancer de
prostata, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, canceres de células epiteliales, cancer de piel, leucemia, linfoma,
mieloma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de endometrio y cancer de testiculo, preferiblemente en donde
la célula cancerosa se selecciona entre una o mas de; cancer de pulmén, cancer de esoéfago, cancer de estbmago,
cancer de colon, cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer de cuello uterino, canceres de vagina, canceres de
células epiteliales, cancer de piel, canceres relacionados con la sangre, cancer de mama, cancer de endometrio,
cancer de Utero y cancer de testiculo.
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15. Una composicion farmacéutica que incluye una célula genéticamente modificada segun la reivindicacion 12 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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Figura 10
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FIGURA 12
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FIGURA 14
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FIGURA 16
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FIGURA 18
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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