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P- 2021/26473

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2022/0001426
Solicitud de patente a nombre de AMGEN INC., y KITE PHARMA INC.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de las sociedades
AMGEN INC., y KITE PHARMA INC., domiciliadas en Estados Unidos de América,
solicitantes de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 2878 notificado
electrénicamente el 8 de marzo de 2022, relacionado con los requerimientos de fondo
de la solicitud, y para el cual oportunamente solicité prorroga el 31 de mayo de 2022,

atentamente me permito presentar la siguiente informacion:
1. Modificaciones a la solicitud

1.1 Titulo

En primera medida, con respecto a la observacion sobre la falta de relacién del titulo
con el objeto de la solicitud contenido en la descripcidn y las reivindicaciones, me
permito sefialar que es deseo del solicitante modificar el titulo siguiendo la amable

recomendacion realizada por el examinador, de modo que ahora se lee:

“RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO QUE COMPRENDE UN DOMINIO DE UNION A
FLT3 DERIVADO DEL CLON 2E7”

En vista de lo anterior, amablemente solicito que la objecion al respecto se dé por

superada.
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1.2 Modificacion al listado de secuencias

De otro lado, con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisidn
486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del
tramite, se presenta un nuevo listado de secuencias, en el cual se incluyd la secuencia
SEQ ID NO: 99, que corresponde a la secuencia del CDR2 de la cadena pesada del clon
2E7, con el proposito de corregir un error material en el listado de secuencias

proporcionado originalmente.

Esta modificacién encuentra soporte en la pagina 113 en donde se muestra la secuencia
de aminoacidos de la regidén variable de cadena pesada del clon 2E7 subrayando las

secuencias de las CDR:

“AA del clon 2E7 HC (las CDR estan subrayadas)
QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLRNARMGVSWIRQPPGKALEWLAHIFSNDEKT
YSTSLKSRLTISRDTSKGQVVLTMTKMDPVDTATYYCARIPYYGSGSHNYGMDVWGQGT
TVTVSS (SEQ ID NO: 26)”

Sin embargo, dicha secuencia habia sido erroneamente numerada como SEQ ID NO: 26
en la solicitud PCT (PCT/US2017/025613) y posteriormente como SEQ ID NO: 18 al
momento de presentar la solicitud divisional. Con el fin de subsanar dicho error se

incluyd una nueva secuencia: SEQ ID NO: 99 como se muestra a continuacion:

<210> 99
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99

His Ile Phe Ser Asn Asp Glu Lys Thr Tyr Ser Thr Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15
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Por lo tanto, amablemente solicito que el nuevo listado de secuencias sea tenido en

cuenta para fines del estudio de la presente solicitud.
1.3 Modificacion a la descripcion

Del mismo modo, el solicitante desea presentar una nueva descripcidén, en la cual se

llevaron a cabo las siguientes modificaciones:

- Se corrigid la referencia a la secuencia de la CDR2 de cadena pesada del clon
2E7, en las paginas 11, 20, y 114, indicando que dicha secuencia corresponde a
la SEQ ID NO: 99.

Al respecto me permito resaltar que estas modificaciones se presentan con el fin de
subsanar el error material mencionado previamente en la numeracion de la secuencia
de aminoacidos de dicho CDR2 de la cadena pesada del clon 2E7, y definir la materia

reclamada de una manera mas clara.

1.4 Modificacion a las Reivindicaciones

Finalmente, nuevamente con fundamento en las disposiciones del Art. 34 de la decisién
486, presento junto a este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta
de diez (10) reivindicaciones y reemplaza completamente el presentado el 11 de agosto

de 2021. Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

- En las reivindicaciones 1 y 9 se corrigid la secuencia correspondiente a la CDR2
de cadena pesada del clon 2E7, indicando que dicha secuencia corresponde a la
SEQ ID NO: 99. Esta modificacién encuentra soporte en la pagina 113 de la
descripcion como fue originalmente presentada, en donde se muestra la
secuencia de aminoacidos de la CDR en mencion.

- Se corrigio la redaccidn de las reivindicaciones 1 y 9.
Estas modificaciones no amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente

solicitud, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma clara y superar

las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico.
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2. Pago de tasas

Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las
reivindicaciones, a la descripcion y al listado de secuencias, se adjunta recibo por
concepto de pago de tasa de modificaciéon a la solicitud, segun lo establecido en la
Resolucion 59669 de 2020.

Ahora, en relacién con el numero de reivindicaciones, atentamente me permito resaltar
que junto a la presente respuesta no se realiza el pago de la tasa por concepto
reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo reivindicatorio tiene el

mismo numero de cladusulas que el presentado anteriormente.

3. Claridad y concision de las reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo reivindicatorio
quedan subsanadas las objeciones presentadas por el examinador en su concepto
técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones reclaman de manera clara y concisa
la invencidn descrita. Con respecto a las objeciones especificas del examinador, me

permito manifestar lo siguiente:

3.1 El examinador senala que las reivindicaciones 1 y 9 no son claras porque
mencionan que la CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 26. No obstante, la descripcion y el listado de secuencias, demuestran que
dicha secuencia de aminoacidos no corresponde a la CDR2 sino a la secuencia de

aminodacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del clon 2E7.

Frente a lo anterior, amablemente me permito sefialar que el error sefialado por el
examinador con respecto al nimero de la secuencia correspondiente al CDR2 de la
cadena pesada del clon 2E7 fue corregido por medio de la modificacion al listado de
secuencias, a la descripcion y a las reivindicaciones. De esta manera, las nuevas

reivindicaciones 1 y 9 indican que dicha CDR corresponde a la SEQ ID NO: 99.
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3.2 De otro lado, el examinador sefiala que las reivindicaciones 4 a 7 no son claras

porque no definen una célula en términos de una linea celular.

Al respecto, el solicitante quisiera manifestar que, contrario a lo senalado por el
examinador, las reivindicaciones 4 a 7 son completamente claras para la persona
normalmente en la materia, quien estaria en capacidad de entender que una célula que
comprende un vector que incluye un polinucleétido que codifica un receptor de antigeno
guimérico, es una célula modificada, separandola de las células encontradas en la
naturaleza. Asimismo, dado que las reivindicaciones establecen que dicha célula esta
aislada, la persona normalmente versada en la materia entiende que no hacen parte de
un organismo. Este hecho fue reconocido por el examinador durante el estudio de la
solicitud parental (NC2018/0011804) en donde se aceptd la definicion de las células de

la invencion como célula inmunitaria aisladas.

En vista de lo anterior, el solicitante desea mantener la redaccion de las reivindicaciones
sin modificaciones, y amablemente solicita que se reconsidere la objecion a este

respecto.

En vista de lo anterior, las objeciones relacionadas con la claridad, la concision vy el
soporte en la descripcion del capitulo reivindicatorio, han quedado completamente

superadas.

4. Descripcion

El examinador establece en su concepto técnico que el capitulo descriptivo no es claro
porque presenta inconsistencias relacionadas con la secuencia caracteristica de la

CDR2 de la regién variable de cadena pesada del clon 2E7.

En respuesta a esta objecién, me permito sefialar que la presente solicitud ha sido
modificada para corregir dichas deficiencias. En particular, se incluyé una nueva
secuencia (SEQ ID NO: 99) la cual corresponde a la secuencia de aminoacidos de la

CDR-H" del clon 2E7 sefalada por el examinador en su objecion. Asimismo, se corrigid
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la referencia a la secuencia correspondiente a lo largo de la descripcion. Por lo tanto,

amablemente solicito que se de por superada la objecién en este sentido.

5. Nivel Inventivo

El examinador establece en su concepto técnico que las antiguas reivindicaciones 1 a
10, no cumplirian con el requisito de nivel inventivo a la luz de la combinacién de las
ensefianzas del documento D1: W02015142675 y D2: W02016016859.

Con respecto, a lo anterior, me permito resaltar las disposiciones del articulo 18 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, que establecen que “se
considerara que la invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio
normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese

resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que el analisis de nivel inventivo NO es una comparacion de los
objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Por el contrario, el analisis de

nivel inventivo debe demostrar la obviedad de la invencién y establecer como ésta

no contiene un salto cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en

cuenta que se hace necesario demostrar que la invencion analizada carece de nivel

inventivo y hubiese sido obvia para una persona versada en la materia.

Ahora bien, dichas condiciones no se cumplen para el caso en cuestion, pues, tal como
se mostrarad mas adelante, las ensefanzas del estado de la técnica representadas en
los documentos D1 y D2, no anticipan ni sugieren la invencién con todas sus
caracteristicas técnicas, y, por lo tanto, la materia reclamada es inventiva a la luz del

arte previo.

El analisis desarrollado por el examinador

El examinador senala que D1 es el documento mas cercano a la antigua reivindicacion
1, ya que divulga un receptor de un antigeno quimérico (CAR) aislado que comprende

un dominio de unién a antigeno, un dominio transmembrana y un dominio de

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia
Clarke + 110221 Bogota, Colombia

T(+57) 1618 10 88
MOdet F (+57) 1 635 08 24

sefalizacién intracelular, en el que dicho dominio de uniéon a antigeno se une a un

antigeno tumoral tal como FLT3.

El examinador sefiala que la diferencia entre la composicion de D1 y la invencién de
la reivindicacidon 1 consiste en la estructura de las tres regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de la regidn variable de cadena pesada (VH) SEQ ID NOs:
17, 26 y 27; y las tres CDRs de la region variable de cadena ligera (VL) SEQ ID NOs:
30, 31 y 32 del dominio de unién al antigeno que se une especificamente a FLT3

reivindicado.

El examinador indica que, dado que no se tiene certeza de cual es la secuencia de
aminoacidos especifica que caracteriza la CDR-H2, no es posible asociar los datos de

la descripcidén a la materia reclamada.

Por lo tanto, sefala que el problema técnico objetivo de la presente solicitud se
relaciona con la necesidad de proporcionar un receptor de antigeno quimérico (CAR)

alternativo al divulgado en D1.

Sin embargo, el examinador considera que el documento D2 ya divulgaba un dominio
scFv de unidon a FLT3 que comprende la SEQ ID NO: 944 (Pag. 35, Parr. 3) el cual
comprende con 100% de identidad y cobertura las CDRs 1 a 3 de la VH de SEQ ID
NO: 17, 26 y 27; y las CDRs 1 a 3 de la VL de SEQ ID NO: 30 a 32 del Clon 2E7

reivindicadas.

En consecuencia, el examinador considera que la materia reclamada en las
reivindicaciones 1 a 10 seria obvia a la luz de la combinacion de las ensefianzas de D1
y D2.

Al respecto, me permito sefalar mi desacuerdo con el examinador, toda vez que la

materia definida en el nuevo capitulo reivindicatorio no podria derivarse de manera

obvia a partir de la divulgacion de los documentos D1 y D2, solos o en combinacion.
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Caracteristicas de la invencion

En primer lugar me permito resaltar que la invencidn, segun se define en las nuevas
reivindicaciones 1, se refiere a un receptor de un antigeno quimérico (CAR) que
comprende una molécula de unién al antigeno que se une especificamente a FLT3 que

comprende:

a) una CDR1-VH de secuencia SEQ ID NO: 17;
b) una CDR2-VH de secuencia SEQ ID NO: 99;
¢) una CDR3-VH de secuencia SEQ ID NO: 27;
d) una CDR1-VL de secuencia SEQ ID NO: 30;
e) una CDR2-VL de secuencia SEQ ID NO: 31; vy
f) una CDR3-VL de secuencia SEQ ID:32,

gue comprende ademas:
- un dominio coestimulante de CD28 que comprende una secuencia SEQ ID
NO: 2; o
- un dominio coestimulante de CD8 comprendiendo una secuencia SEQ ID NO:
14;
y en donde el dominio activador comprende CD3 zeta de secuencia SEQ ID NO: 10.

Tal como se puede evidenciar, la reivindicacion independiente hace referencia a que
el dominio coestimulador de CD28 que comprende una secuencia SEQ ID NO: 2, la
cual es una forma truncada de CD28 que demostré una mejora notable en la reduccion

de la carga tumoral en todos los puntos de tiempo examinados.

Las diferencias de D1 con la invencion y el efecto técnico derivado

Tal como lo sefala el examinador, el documento D1 no divulga las secuencias
caracteristicas del receptor de antigenos reclamado, el cual ha demostrado tener

efectos técnicos sorprendente.
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Tal como se indica en la descripcidén, en el Ejemplo 7 se evalud la actividad anti

leucémica in vivo, y para ello se generaron células T CAR FLT3 de utilidad en un modelo

xenogénico de AML humana. La expresion de CAR de las diversas lineas efectoras

usadas en el modelo xenogénico de AML humana se muestran en la figura 9 de la

solicitud, la cual se reproduce a continuacion para su mejor referencia:
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inyectaron 6 x 106 células T (~50% de CAR+) en 200 pl de PBS por via intravenosa

y se midié la carga tumoral de los animales semanalmente usando obtencidon de

imagenes por bioluminiscencia.

Segun se muestra en la FIGURA 10 (la cual se reproduce a continuacion), la inyeccion
de células T CAR que expresan 10E3-CD28T y 8B5-CD28T redujo significativamente

la carga tumoral en todos los puntos de tiempo examinados.
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Yalores p

Dia Falso vs Falzo vs Falzo ws Falzo vs 10E3-CD28T vs

10E3-CD28 10E3-CD28T 10E3-CD8 8B5-CD28T 8B5-CD28T

6 0.756 0.657 0.832 0.690 0.959

13 0.067 0.0004 0.014 0.0002 0.028

20 0.777 0.0022 0.022 0.0020 0.639

27 0.158 <0.0001 0.0036 <0.0001 0.042

34 0.200 0.0004 0.188 0.0001 0.142

41 0.376 0.0072 0.0034 0.0009 0.054

Un analisis de supervivencia mostrado en la FIGURA 11 (mostrada a continuacion),

confirma lo anterior, en donde se observa que la inyeccion de las células T CAR que

expresan 10E3-CD28T o 8B5-CD28T confiere una ventaja de supervivencia

significativa con respecto a los animales que recibieron las células transducidas

ficticiamente o células T CAR que expresan las construcciones 10E3-CD28 o 10E3-

CD8. No se observaron diferencias significativas entre las construcciones 10E3-CD28T

y 8B5-CD28T en términos de eficacia.
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Ahora bien, tal como puede observarse del cuadro comparativo, el documento D2 no

proporciona las sugerencias necesarias para que la persona normalmente versada en
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la materia obtenga un CAR con las caracteristicas establecidas en el nuevo capitulo
reivindicatorio. En particular, el documento falla en proporcionar alguna indicacién que
permita a la persona normalmente versada a seleccionar las secuencias de
aminoacidos tanto de la molécula de uniéon a antigeno, como del dominio
coestimulante y del dominio activador. Ademas, la persona normalmente versada, no
encontraria en D2 una sugerencia del efecto técnico inesperado asociado a los CAR

con las caracteristicas técnicas mencionadas en la nueva reivindicacion 1.

Por lo tanto, el documento D2 no suplen las falencias del documento D1, ya que no
presentan ninguna ensefianza que permita a la persona normalmente versada en la

materia llegar a un cepillo de dientes con las caracteristicas técnicas reclamadas.

Por lo tanto, el objeto reivindicado no puede considerarse obvio y, por lo tanto, cumple

con los requisitos de los articulos 16 y 18 de la Decisién 486 de 2000.

6. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse

que:

i) El nuevo pliego reivindicatorio, la nueva descripcién y el nuevo listado de
secuencias se ajusta a las disposiciones del Articulo 34 de la Decisién 486/00;

i) La invencion de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento
en el capitulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera
suficientemente completa, cumpliendo asi con los requerimientos de los
Articulos 30 y 28 de la Decisién 486;

iii) La invencion de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de manera
evidente del estado de la técnica, cumpliendo asi con los requerimientos del
Articulo 18 de la Decisidon 486.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de

patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los
requerimientos de la Decisién 486 de 2000.
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Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relaciéon con todos
los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicaciéon al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucion Nacional.

7. Anexos

- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por diez (10) reivindicaciones.

- Recibo de pago por concepto de modificaciones voluntarias.

Sefora Directora,

(’ ~ p | \ ~

ot \k\v({jickﬂ\f\
CAROLINA DAZA ALVO
C.C. 66.783.790 de Palmira Valle

TP-141563 CS]
notificaciones@clarkemodet.com.co
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REIVINDICACIONES

1. Un receptor de un antigeno quimérico que comprende una molécula de
union al antigeno que se une especificamente a FLT3, caracterizado porque la
molécula de unién al antigeno comprende:

a) una CDR1 de la cadena pesada variable que comprende una secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 17;

b) una CDR2 de la cadena pesada variable que comprende una secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 99;

c) una CDR3 de la cadena pesada variable que comprende una secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 27;

d) una CDR1 de la cadena ligera variable que comprende una secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 30;

e) una CDR2 de la cadena ligera variable que comprende una secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 31; vy

f) una CDR3 de la cadena ligera variable que comprende una secuencia
de aminoacidos SEQ ID:32,
que comprende ademas un dominio coestimulante de CD28 comprendiendo una
secuencia SEQ ID NO: 2, o un dominio coestimulante de CD8 comprendiendo
una secuencia SEQ ID NO: 14; y en donde el dominio activador comprende CD3
zeta, en donde el CD3 zeta comprende una secuencia SEQ ID NO: 10.

2. Un polinucledtido, caracterizado porque codifica el receptor del
antigeno quimérico de la reivindicacion 1.

3. Un vector que comprende al polinucleétido de la reivindicacidon 2, en
donde el vector es un vector retrovirico, un vector de ADN, un plasmido, un
vector de ARN, un vector adenoviral, un vector asociado a adenovirus, un vector
lentiviral o cualquier combinacién de los mismos.

4. Una célula inmunitaria aislada, caracterizada porque comprende el
vector de la reivindicacion 3.

5. La célula inmunitaria aislada de conformidad con la reivindicacion 4,
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caracterizada porque la célula inmunitaria es una célula T, un linfocito infiltrante
de tumores (TIL), una célula NK, una célula que expresa TCR, una célula
dendritica o una célula T NK.

6. La célula inmunitaria aislada de conformidad con la reivindicacién 5,
caracterizada porque la célula es una célula T autdloga.

7. La célula inmunitaria aislada de conformidad con la reivindicacién 5,
caracterizada porque la célula es una célula T alogénica.

8. Una composicion farmacéutica, caracterizada porque comprende una
célula inmunitaria aislada de la reivindicacion 4.

9. El receptor de antigeno quimérico de la reivindicacion 1, en el que la
molécula de unién al antigeno comprende:

g) una CDR1 de cadena pesada variable que comprende una secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 17;

h) una CDR2 de cadena pesada variable que comprende una secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 99;

i) una CDR3 de cadena pesada variable que comprende una secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 27;

j) una CDR1 de cadena ligera variable que comprende una secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 30;

k) una CDR2 de cadena ligera variable que comprende una secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 31; vy

I) una CDR3 de cadena ligera variable que comprende una secuencia de

aminoacidos de SEQ ID: 32,
que comprende ademas el dominio coestimulante de CD28 que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 2, y la secuencia CD3 zeta de SEQ ID NO: 10.

10. El receptor de antigeno quimérico de la reivindicacion 9, en el que la
molécula de unién al antigeno comprende una secuencia de aminoacidos de
cadena pesada de SEQ ID NO: 26 y una secuencia de aminoacidos de cadena
ligera de SEQ ID NO: 29.
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RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO QUE COMPRENDE UN DOMINIO DE

UNION A FLT3 DERIVADO DEL CLON 2E7

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La leucemia mieloide aguda (AML) es una forma maligna
hematoldégica heterogénea que es el tipo més comin de leucemia
aguda diagnosticada en adultos. La AML representa
aproximadamente un tercio de todas las leucemias, con una
estimacién de 14.500 casos nuevos informados en el 2013 en
solamente en los EE. UU. y presenta indices de supervivencia
globales pobres. Ha habido pocas mejoras en los estéandares de
cuidado de los pacientes con AML durante los ultimos treinta
afios. Sin embargo, avances recientes en la biologia molecular
y celular han revolucionado nuestra comprensidén de la
hematopoyesis humana, tanto en estados normales como de
enfermedad.

Se han identificado wvarios protagonistas clave en la
patogénesis de la enfermedad y se pueden investigar como
blancos accionables. Uno de dichos genes “impulsores”
activadores que se muta con mayor frecuencia en
aproximadamente un 30% de AML es el FLT3.

La tirosina quinasa tipo Fms 3 (FLT3) también conocida



como quinasa hepatica fetal 2 (FLK-2), guinasa de células
madre humana 1 (SCK-1) o antigeno de la agrupacidén de Cluster
de diferenciacién (CD135), es una tirosina qguinasa de
receptores hematopoyética que se clondé mediante dos grupos
independientes en la década de 1990. El1 gen FLT3, ubicado en
el cromosoma 13gl2 en humanos codifica una proteina tirosina
quinasa de receptores de Clase III que comparte homologia con
otros miembros de la familia Clase III gue incluyen el
receptor del factor de células madre (c-KIT), el receptor del
factor estimulante de colonias de macrbéfagos (FMS) vy el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR) .

Tras la unidén con el ligando del FLT3, el receptor FLT3
sufre una homodimerizacidén que permite la autofosforilacidn
de residuos tirosina especificos en el dominio yuxtamembrana
vy la activacidén corriente a través de las vias PI3K/Akt, MAPK
y STAT5. Por lo tanto, FLT3 cumple un rol critico en el
control de la proliferacidén, supervivencia y diferenciacién
de las células hematopoyéticas normales.

El FLT3 humano se expresa en las células madre
hematopoyéticas CD34+CD38- (HSC), asi como en un subconjunto
de células precursoras dendriticas. La expresidén de FLT3
también se puede detectar en células progenitoras

multipotenciales tales como las células progenitoras
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mieloides comunes CD34+*CD38+*CD45RA-CD123bajo (CMP) , células
progenitoras de monocitos y granulocitos
CD34+CD38*CD45RA*CD123bajo (GMP) % células progenitoras
linfoides comunes CD34*CD38*CD10*CD19- (CLP). Curiosamente, la
expresién de FLT3 practicamente es inexistente en las células
progenitoras de eritrocitos megacariocitos CD34*CD38 CD45RA~
CD123- (MEP). Por consiguiente, la expresidédn de FLT3 esta
confinada principalmente a las células progenitoras mieloides
y linfoides tempranas con alguna expresidén en las células del
linaje monocitico mas maduro. Este patrdén de expresidn
limitado de FLT3 es notablemente contrario al patrdédn del
ligando de FLT3, que se expresa en la mayoria de los tejidos
hematopoyéticos y de prdstata, rifdn, pulmdn, colon vy
corazédn. Estos patrones de expresidén variados implican que la
expresién de FLT3 es el paso limitante de velocidad en la
determinacién de la especificidad tisular de 1las vias de
sefializacidédn del FLT3.

La mutaciédn més comun del FLT3 en la AML es la
duplicacién en téndem interna FLT3 (FLT3-ITD) gque se observa
en un 20 a 38% de los pacientes con una AML citogenéticamente
normal. Las FLT3-ITD se forman cuando una porcién de la
secuencia codificante del dominio de yuxtamembrana se duplica
y se inserta con una orientacidén de cabeza a cola. No se han

identificado mutaciones FLT3 en los pacientes con una



leucemia linfoide crénica (CLL), linfoma no Hodgkin y mieloma
multiple lo cual sugiere una fuerte especificidad de
enfermedad por la AML. La activacidén del FLT3 mutante
generalmente se observa en todos 1los subtipos de FAB, no
obstante, estd aumentada significativamente en los pacientes
con AML con FAB M5 (leucemia monocitica), en tanto 1los
subtipos M2 y M6 de FAB (leucemia granulocitica o eritroide)
estédn asociados con una frecuencia significativamente menor
con la activacidén del FLT3, en concordancia con patrones de
expresidén normales de FLT3. Un pequefio porcentaje de
pacientes con AML (5-7%) presentan mutaciones de aminoéacido
individuales en el dominio tirosina quinasa de FLT3 (FLT3
TKD), més comUnmente en D835 o, en algunos casos, en T842 o
1836, en tanto aln menos pacientes (~1%) contienen mutaciones
en el dominio de yuxtamembrana del FLT3 que involucran 1los
residuos 579, 590, 591 vy 594. Los pacientes con una AML
mutante FLT3-ITD presentan una forma de enfermedad agresiva
caracterizada por recaidas tempranas y una supervivencia
pobre, en tanto la supervivencia global y la supervivencia
libre de eventos no estadn afectadas significativamente por la
presencia de mutaciones FLT3-TKD. Ademéds, los pacientes que
padecen una AML con una mutacidén FLT3-ITD, con las mutaciones
concurrentes TET2 o DNMT3A, tienen un perfil de riesgo global

desfavorable en comparacién con los pacientes con AML



mutantes FLT3-ITD con TET2 o DNMT3A de tipo silvestre, lo que
enfatiza la heterogeneidad clinica y bioldgica de la AML.

Ambas mutaciones FLT3-ITD vy FLT3 TKD inducen una
activacién independiente del ligando del FLT3, lo gque conduce
a una activacidén corriente abajo de la via Ras/MAPK y las
vias PI3K/Akt. Sin embargo, las wvias de sefializacidn
corriente abajo asociadas con cualquiera de las mutaciones
difieren primariamente en la activacién preferencial de STATS
por FLT3-ITD, lo que conduce a un mayor potencial de
proliferacién y una regulacidén aberrante de las vias de
reparacién de ADN.

Independientemente del estado de la mutacién del FLT3,
la fosforilacién del FLT3 es evidente en mas de dos tercios
de los pacientes con AML y el FLT3 se expresa en >80% de los
blastos de AML y en ~90% de todos los pacientes con AML
volviéndolo un blanco terapéutico atractivo asociado con 1la
patogénesis de la enfermedad en un tamafio de muestra grande.

Han surgido varios inhibidores de moléculas pequefias
como opciones terapéuticas atractivas para los pacientes con

AML que presentan mutaciones del FLT3. La primera generacidn

de inhibidores de tirosina gquinasa de FLT3 (TKI) se
caracterizdé por la falta de selectividad, potencia vy
propiedades farmacocinéticas desfavorables. Se han

desarrollado agentes mas nuevos y mas selectivos ©para



combatir este problema; sin embargo, su eficacia ha sido
limitada por la aparicidén de resistencia secundaria.

Varios FLT3 TKI tempranos incluian midostaurina
(PKC412), lestaurtinib (CEP-701), sunitinib (SUI1248) %
sorafinib (BAY 43-9006) entre otros. Los indices de respuesta
en la Fase I y la Fase II con estos agentes dirigidos a
miultiples quinasas en pacientes con AML recidivante o
refractario son limitados, presumiblemente debido a su
incapacidad para lograr una inhibicién eficaz de FLT3 sin
toxicidades limitantes por la dosis. El quizartinib (AC220)
fue desarrollado como un FLT3 TKI de segunda generacidédn con
una gran selectividad por el FLT3 de tipo silvestre y FLT3-
ITD y se ha demostrado que es beneficioso en especial en el
marco de peritransplantes en una cohorte de pacientes méas
joévenes. Sin embargo, las mutaciones secundarias en el FLT3
identificados en los pacientes recidivantes que recibieron
quizartinib refuerzan la necesidad de desarrollar mejores
estrategias terapéuticas para los pacientes con AML,
resaltando al mismo tiempo la validez de FLT3 como un blanco
terapéutico.

Se han evaluado varios agentes dirigidos en pacientes
con AML gue padecen la enfermedad de novo,
recidivante/refractaria o secundaria. El silenciamiento

epigenético de los genes supresores de tumores cumple un rol



importante en la patogénesis de la AML, y los inhibidores de
la ADN metiltransferasa (DNMT) , como azacitadina y
decitabina, han tenido cierto éxito «c¢linico. Ademés, la
identificacién reciente de mutaciones que afectan las
modificaciones de postraduccién de histonas (por ejemplo, las
mutaciones EZH2 y ASXL1l) o la metilacidén de ADN (por ejemplo,
DNMT3A, TET2, IDH1/2) en un subconjunto de pacientes con AML
ha conducido al desarrollo de wuna variedad de opciones
terapéuticas que incluyen inhibidores de EZH2, DOT1L, IDH1/2
junto con HDAC e 1inhibidores de proteasomas. Sin embargo,
estudios preclinicos de muchos de estos compuestos en células
de AML sugieren que estos inhibidores pueden estar alterando
el fenotipo y la expresidén genética gque son caracteristicas
de una diferenciacidén hematopoyética en lugar de causar una
citotoxicidad directa para 1los Dblastos de AML. Por ello
persiste una fuerte necesidad médica no satisfecha de
identificar nuevos blancos/modalidades para combatir la AML y
causar una lisis dirigida de blastos de AML. Otros candidatos
terapéuticos de la AML incluyen los inhibidores de Aurora
quinasa que incluyen AMG 900 y los inhibidores de quinasas
tipo polo que cumplen un rol importante en el progreso del
ciclo celular.

El estdndar de cuidado para los pacientes con AML ha

continuado siendo quimioterapia con trasplante de células



madre cuando fuera posible. Sin embargo, la aparicién de
casos recidivantes/refractarios en una gran mayoria de 1los
pacientes tratados requiere de modalidades terapéuticas
adicionales. La identificacién vy descripcidédn de varios
antigenos especificos de leucemia junto con una comprensién
mas clara de efectos de injerto-versus-leucemia mediados por
el sistema inmunoldgico han preparado el camino para
desarrollar estrategias inmunomoduladoras para combatir
formas malignas hematoldgicas, gue se revisan en numerosos
articulos.

Se ha demostrado que las células inmunitarias
modificadas presentan las cualidades deseadas en los
tratamientos terapéuticos, en particular en oncologia. Dos
tipos fundamentales de células inmunitarias modificadas son
aquellas que contienen receptores de antigenos quiméricos
(denominados “CAR” o “CAR-T”) vy receptores de células T
("TCR”). Estas células modificadas fueron manipuladas para
conferirlas con especificidad por el antigeno al tiempo que
retiene o mejora su capacidad para reconocer y matar una
célula blanca. Los receptores de antigenos quiméricos pueden
comprenden, por ejemplo, (i) un componente especifico del
antigeno (“molécula de unién al antigeno”), (ii) uno o mas
dominios coestimulantes % (iii) uno O mas dominios

activadores. Cada dominio puede ser heterogéneo, es decir,



puede estar compuesto por secuencias derivadas de diferentes
cadenas proteicas. Las células inmunitarias gue expresan un
receptor del antigeno quimérico (tales como las células T) se
pueden usar en varias terapias, inclusive en terapias contra
el cancer. Se podré apreciar que los polipéptidos
coestimulantes definidos en la presente se pueden usar para
aumentar la activacidén de células que expresan CAR contra los
antigenos blanco, y por ello aumentar la potencia de una
inmunoterapia adoptiva.

Las células T se pueden modificar para que sean
especificos de uno o méds blancos deseados. Por ejemplo, se
pueden transducir células T con ADN u otro material genético
que codifica una molécula de unidén al antigeno, tal como uno
o més fragmentos simples de cadenas variables (“scFv”) de un
anticuerpo, Jjunto con una o mads moléculas de sefializaciédn,
y/0 uno o mas dominios activadores, tal como CD3 zeta.

Ademds de la capacidad de las c¢élulas T CAR para
reconocer y destruir las células Dbuscadas, una terapia
exitosa con células T se podria beneficiar con la capacidad
de las células T CAR para persistir y mantener la capacidad
de proliferar como respuesta a un antigeno.

Los receptores de células T (TCR) son moléculas
presentes sobre la superficie de células T que son

responsables del reconocimiento de fragmentos de antigeno
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como péptidos unidos a las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). E1 TCR estd compuesto por dos
cadenas proteicas diferentes - en aproximadamente el 95% de
los TCR humanos, donde le TCR consiste en una cadena alfa (o)
y una cadena Dbeta (B). En aproximadamente el 5% de las
células T humanas el TCR consiste en cadenas gamma y delta
(vy/d) . Cada cadena esta compuesta  por dos dominios
extracelulares: una regién variable (V) y una regioén
constante (C), ambas de la superfamilia de inmunoglobulinas.
Al igual que en otras inmunoglobulinas, los dominios
variables de la cadena o y la cadena B (o las cadenas gamma y
delta (v/8)) de TCR tienen cada uno tres regiones
hipervariables o determinantes de complementariedad (CDR).
Cuando el TCR se une con péptido antigénico 'y MHC
(péptido/MHC), la célula T se activa, permitiendo que ataquen
y destruyen las células diana.

Sin embargo, las terapias actuales han mostrado niveles
variables de eficacia con efectos secundarios indeseados. Por
ello, existe la necesidad de identificar terapias nuevas y
mejoradas para el tratamiento de enfermedades y trastornos
relacionados con FLT3.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencidn se relaciona con células inmunitarias

modificadas (tales como CAR o TCR), moléculas de unidén a
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antigenos (que incluyen, pero en un sentido no taxativo,
anticuerpos, scFv, cadenas pesadas y/o livianas y CDR de
estas moléculas de unidén a antigenos) con especificidad por
FLT3.

La invencién también se relaciona con una nueva
secuencia de CD28 de utilidad como un dominio coestimulante
en estas células.

Los receptores de antigenos quiméricos de la invenciédn
tipicamente comprenden: (i) una molécula de unidédn al antigeno
especifica de FLT3, (ii) uno o méas dominios coestimulantes vy
(iii) uno o mas dominios activadores. Se podrad apreciar que
cada dominio puede ser heterogéneo, por consiguiente, puede
estar compuesto por secuencias derivadas de diferentes
cadenas proteicas.

En algunas formas de realizacidén, 1la 1invencidén se
relaciona con un receptor de un antigeno gquimérico que
comprende una molécula de unidén al antigeno que se une
especificamente a FLT3, en donde la molécula de unidén al
antigeno comprende por lo menos uno entre: (a) una CDR1 de la
cadena ©pesada variable que comprende una secuencia de
aminoacidos que difiere de la secuencia de la SEQ ID NO: 17
en no mas de 3, 2, 1 o 0 residuos de aminoacidos; (b) una
CDR2 de la cadena pesada variable que comprende una secuencia

de aminodcidos que difiere de la secuencia de la SEQ ID NO:
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18 o la SEQ ID NO: 99 en no méds de 3, 2, 1 o 0O residuos de
aminoacidos; (c) una CDR3 de la cadena pesada variable que
comprende una secuencia de aminodcidos que difiere de la
secuencia de la SEQ ID NO: 19 o la SEQ ID NO: 27 en no méas de
3, 2, 1 o 0 residuos de aminoacidos; (d) wuna CDR1 de la
cadena ligera variable que comprende una Ssecuencia de
aminoacidos que difiere de la secuencia de la SEQ ID NO: 22 o
la SEQ ID NO: 30 en no mas de 3, 2, 1 o 0 residuos de
aminoacidos; (e) una CDR2 de la cadena ligera variable que
comprende una secuencia de aminodcidos que difiere de la
secuencia de la SEQ ID NO: 23 o 31 en no mas de 3, 2, 1 o O
residuos de aminodcidos; (f) una CDR3 de la cadena ligera
variable que comprende una secuencia de aminoacidos que
difiere de la secuencia de la SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 32
en no mads de 3, 2, 1 o 0O residuos de aminoéacidos.

En otras formas de realizacidén, el receptor del antigeno
quimérico también comprende por lo menos un dominio
coestimulante. En otras formas de realizacién, el receptor
del antigeno quimérico comprende ademds por lo menos un
dominio activador.

En determinadas formas de realizacidn, el dominio
coestimulante es una regidén de sefializacidén de CD28, CD28T,
ox-40, 4-1BB/CD137, CCD2, <CD7, CD27, CD30, <CD40, muerte

programada-1 (PD-1), un coestimulante inducible de células T
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(ICOS), un antigeno asociado a la funcidén de linfocitos-1
(LFA-1, CDl-la/CD18), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon,
CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT, (TNFSF14), ©NKG2C, 1Ig alfa
(CD79a), DAP-10, un receptor de Fc gamma, una molécula MHC
clase 1, proteinas receptoras de TNEF', una proteina
inmunoglobulina, un receptor de citoquina, integrinas,
moléculas linfocitarias activadoras de sefilales (proteinas
SLAM) , receptores activadores de células NK, BTLA, un
receptor del ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR,
BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1l),
NKp44, NKp30, NKpd4e6, CD1l9, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta,
IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLAl, CD4%a, 1ITGA4, 1IA4,
CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, <CDlld, ITGAE, CD103,
ITGAL, CDl1 la, LFA-1, ITGAM, CDl 1b, ITGAX, CDl1 1lc, ITGBI,
CDh29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL,
DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil),
CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100
(SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1l, CD150,
IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-
76, PAG/Cbp, CDl19a, un ligando que se une especificamente a
CD83 o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas formas de realizaciédn, el dominio
coestimulante deriva de 4-1BB. En otras formas de

realizacidén, el dominio coestimulante deriva de 0X40. Véase
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también Hombach et al., Oncoimmunology, 1 de Jjulio, 2012;
1(4): 458-466. En aun otras formas de realizacidén, el dominio
coestimulante comprende ICOS, como se describid en Guedan et
al., 14 de agosto, 2014; Blood: 124 (7) vy Shen et al.,
Journal of Hematology & Oncology (2013) 6: 33. En aun otras
formas de realizacidn, el dominio coestimulante comprende
CD27, como se describidé en Song et al., Oncoimmunology, 1 de
julio, 2012; 1(4): 547-549.

En determinadas formas de realizacidn, el dominio
coestimulante CD28 comprende la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO:
4, la SEQ ID NO: 6 o 1la SEQ ID NO: 8. En formas de
realizacidén adicionales, el dominio coestimulante de CD8
comprende la SEQ ID NO: 14. En otras formas de realizacidn,
el dominio activador comprende CD3, CD3 zeta o CD3 zeta cuya
secuencia se ilustra en la SEQ ID NO: 10.

En otras formas de realizacidn, la invencidn se
relaciona con un receptor de un antigeno quimérico en donde
el dominio coestimulante comprende la SEQ ID NO: 2 vy el
dominio activador comprende la SEQ ID NO: 10.

La invencidén se relaciona ademéds con polinucledtidos que
codifican los receptores de antigenos qguiméricos, y con
vectores que comprenden a los polinucledtidos. E1 wvector
puede ser, por ejemplo, un vector retroviral, un vector de

ADN, un pléasmido, un vector de ARN, un vector adenoviral, un
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vector asociado a adenovirus, un vector lentiviral o
cualquier combinacién de estos. La invencidén también se
relaciona con las células inmunitarias gque comprenden 1los
vectores. En algunas formas de realizacidn, el wvector
lentiviral es un vector pGAR.

Los ejemplos de células inmunitarias incluyen, pero en
un sentido no taxativo células T, linfocitos infiltrantes de
tumores (TIL), células NK, Células que expresan TCR, células
dendriticas o «células T NK. Las células T pueden ser
autdélogas, alogénicas o heterdlogas. En otras formas de
realizacién, la invencién se relaciona con composiciones
farmacéuticas que comprenden las células inmunitarias que se
describen en la presente.

En determinadas formas de realizacidén, la invencidn se
relaciona con moléculas de unidén a antigenos (y receptores de
antigenos quiméricos que comprenden estas moléculas) que
comprenden por lo menos uno entre:

(a) una regién VH que difiere de la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VH de 10E3 en no més de 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos de aminoadcidos y una regidén VL
que difiere de la secuencia de aminocdcidos de la regidén VL de
10E3 en no més de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos
de aminoacidos;

(b) una regidén VH que difiere de la secuencia de
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aminoadcidos de la regién VH de 2E7 en no mas de 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos de aminoacidos y una regidén VL
que difiere de la secuencia de aminocadcidos de la regidén VL de
2E7 en no mas de 10, 9, 8, 7, o6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos
de aminoacidos;

(c) una regidén VH que difiere de la secuencia de
aminoacidos de la regién VH de 8B5 en no mas de 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos de aminodcidos y una regidén VL
que difiere de la secuencia de aminocdcidos de la regidén VL de
8B5 en no més de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos
de aminoéacidos;

(d) una regién VH que difiere de la secuencia de
aminoacidos de la regién VH de 4E9 en no mas de 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos de aminoadcidos y una regidén VL
que difiere de la secuencia de aminocidcidos de la regidén VL de
4FE9 en no més de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos
de aminoacidos; y

(e) una regién VH que difiere de la secuencia de
aminodcidos de la regién VH de 11F11 en no mas de 10, 9, 8,
7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 o 0 residuos de aminoadcidos y una regidn
VL que difiere de la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
de 10E3 en no mas de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 o O
residuos de aminoacidos;

y en donde la o las regiones VH y VL estdn ligados por
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al menos un conector.

En otras formas de realizacién, la invencidn se
relaciona con moléculas de unidén a antigenos (y receptores de
antigenos quiméricos que comprenden estas moléculas), en
donde el conector comprende por lo menos uno entre el
conector scFv G4S y el conector scFv Whitlow.

En otras formas de realizacibdn, la 1invencidédn se
relaciona con vectores que codifican los polipéptidos de 1la
invencidédn y con células inmunitarias que comprenden estos
polipéptidos. Las células inmunitarias preferidas incluyen
células T, linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), células
NK, Células que expresan TCR, células dendriticas o células T
NK. Las células T pueden ser autdlogas, alogénicas o
heterdlogas.

En otras formas de realizacidn, la invencidn se
relaciona con polinucledétidos aislados que codifican un
receptor de un antigeno quimérico (CAR) o un receptor de
células T (TCR) gque comprende una molécula de unidén al
antigeno gque se une especificamente a FLT3, en donde la
molécula de unidén al antigeno comprende una CDR3 de la cadena
pesada variable (Va) que comprende una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19 o la SEQ ID NO: 27. Los
polinucledtidos también pueden comprender un dominio

activador. En formas de realizacidén preferidas, el dominio
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activador es CD3, mas preferiblemente CD3 zeta, mas
preferiblemente la secuencia de aminodcidos que se ilustra en
la SEQ ID NO: 9.

En otras formas de realizacidén, la invencidn incluye un
dominio coestimulante, tal como CD28, CD28T, 0X40, 4 -
1BB/CD137, <CD2, <CD3 (alfa, beta, delta, épsilon, gamma,
zeta), CD4, CD5, ¢CD7, CD9, CDl6, CD22, CD27, CD30, CD 33,
CD37, CD40, CD 45, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, PD-
1, ICOS, un antigeno asociado a la funcidén de linfocitos-1
(LFA-1 (CDl1 la/CD18), CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT (un miembro
de la superfamilia de factores de necrosis tumoral 14;
TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD79a), DAP-10, un receptor de Fc
gamma, una molécula MHC clase I, TNF, TNFr, una integrina,
una molécula linfocitaria activadora de sefiales, BTLA, un
receptor de ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR,
BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1),
NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta,
IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLAl, CD49%a, ITGA4, IA4,
Cb49D, 1ITGA6, VLA-6, CD49f, 1ITGAD, CD1l-1d, ITGAE, <CD103,
ITGAL, CDl-la, LFA-1, ITGAM, CDl-1b, ITGAX, CDl-1c, ITGBI1,
CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL,
DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil),
CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CDl1e60 (BY55), PSGL1l, CD10O

(SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1, CD150,
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IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-
76, PAG/Cbp, CD19%a, un ligando CD83 o fragmentos o
combinaciones de los mismos. Los dominios coestimulantes
preferidos se indicardn mas adelante en la presente.

En otras formas de realizacidn, la invencidn se
relaciona con polinucledétidos aislados que codifican un
receptor de un antigeno quimérico (CAR) o un receptor de
células T (TCR), en donde dicho CAR o TCR comprende una
molécula de unidén al antigeno gque se une especificamente a
FLT3, y en donde la molécula de unidén al antigeno comprende
una CDR3 de la cadena ligera variable (Vi) qgque comprende una
secuencia de aminoadcidos seleccionado entre la SEQ ID NO: 24
y la SEQ ID NO: 32. El polinucledtido puede comprender ademés
un dominio activador. El polinucledétido también puede
comprender un dominio coestimulante.

En otras formas de realizacidn, la invencidn se
relaciona con polinucledétidos aislados que codifican un
receptor de un antigeno quimérico (CAR) o un receptor de
células T (TCR) que comprende una molécula de unidén al
antigeno que se une especificamente a FLT3, en donde la
cadena pesada de la molécula de unidén al antigeno comprende
CDR1 (SEQ ID NO: 17), CDR2 (SEQ ID NO: 18) y CDR3 (SEQ ID NO:
19) y la cadena ligera de la molécula de unidén al antigeno

comprende CDR1 (SEQ ID NO: 22), CDR2 (SEQ ID NO: 23) y CDR3
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(SEQ ID NO: 24).

En otras formas de realizacidn, la invencidn se
relaciona con polinucledétidos aislados que codifican un
receptor de un antigeno quimérico (CAR) o un receptor de
células T (TCR) que comprende una molécula de unidén al
antigeno que se une especificamente a FLT3, en donde la
cadena pesada de la molécula de unidén al antigeno comprende
CDR1 (SEQ ID NO: 17), CDR2 (SEQ ID NO: 99) y CDR3 (SEQ ID NO:
27) y la cadena ligera de la molécula de unidén al antigeno
comprende CDR1 (SEQ ID NO: 30), CDR2 (SEQ ID NO: 31) y CDR3
(SEQ ID NO: 32).

La invencién se relaciona ademas con moléculas de unidn
a antigenos para FLT3 que comprenden por lo menos una
secuencia de la CDR3 de la cadena pesada variable o de 1la
CDR3 de 1la cadena ligera variable como se describe en 1la
presente. La invencidén se relaciona ademds con moléculas de
unidén a antigenos para FLT3 que comprenden por 1o menos una
secuencia de la CDR1, CDR2, vy CDR3 de 1la cadena pesada
variable como se describe en la presente. La invencidn se
relaciona ademds con moléculas de unidédn a antigenos para FLT3
que comprenden por lo menos una secuencia de la CDR1, CDR2, vy
CDR3 de 1la cadena ligera variable como se describe en 1la
presente. La invencidén se relaciona ademéds con moléculas de

unién a antigenos para FLT3 que comprenden tanto secuencias
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de CDR1, CDR2, CDR3 de 1la cadena pesada variable como de
CDR1, CDR2 vy CDR3 de la cadena ligera variable como se
describe en la presente.

Otros dominios variables de la cadena pesada y liviana y
secuencias de polinucledétidos y aminocadcidos de CDR adecuadas
para su uso en las moléculas de unién a FLT3 de acuerdo con
la presente invencidédn se pueden consultar en la Solicitud
Provisional de Patente de los EE. UU. NO: 62/199.944,
presentada el 31 de julio, 2015.

La invencién se relaciona ademas con métodos de
tratamiento de una enfermedad o un trastorno en un sujeto que
lo necesita que comprenden administrar al sujeto 1las
moléculas de unioén a antigenos, los CAR, los TCR,
polinucledétidos, vectores, células o composiciones de acuerdo
con la invenciédn. Las enfermedades adecuadas ©para el
tratamiento incluyen, pero en un sentido no taxativo,
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mielogénica crdénica
(CML), leucemia mielomonocitica crénica (CMML), leucemia
mielomonocitica juvenil, leucemia mieloide crénica atipica,
leucemia promielocitica aguda (APL), leucemia monoblastica
aguda, leucemia eritroide aguda, leucemia megacarioblastica
aguda, sindrome mielodisplésico (MDS) , trastorno
mieloproliferativo, neoplasia mieloide, sarcoma mieloide) o

combinaciones de los mismos. Otras enfermedades incluyen
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enfermedades inflamatorias vy/o autoinmunitarias tales como
artritis reumatoide, psoriasis, alergias, asma, enfermedad de
Crohn, 1IBD, 1IBS, fibromialgia, mastocitosis vy enfermedad
celiaca.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En la FIGURA 1 se muestra un anadlisis por citometria de flujo
de la expresién de FLT3 sobre la superficie celular de lineas
celulares humanas.

En la FIGURA 2 se muestra la expresidén de CAR en células
T primarias humanas sometidas a electroporacidédn con ARNm que
codifica diversos CAR.

En la FIGURA 3 se muestra la actividad citolitica de
células T CAR sometidas a electroporacidén contra multiples
lineas celulares después de 16 horas de cocultivo.

En las FIGURAS 4A y 4B, se muestra la produccidédn de
IFNy, IL-2 y TINFa  por células T CAR sometidas a
electroporacidén después de 16 horas de cocultivo con las
lineas de células diana indicadas.

En la FIGURA 5 se muestra la expresidén de CAR en células
T primarias humanas transducidas con lentivirus de dos
donantes sanos.

En la FIGURA 6 se muestra la actividad citolitica
promedio en el tiempo de dos donantes sanos que expresan los

CAR indicados cocultivados con diversas lineas de células
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diana.

En la FIGURAS 7A, 7B y 7C, se muestra la produccidn de
IFNy, TNFa e IL-2 por células T CAR transducidas con
lentivirus de dos donantes sanos después de 16 horas de
cocultivo con las lineas de células diana indicadas.

En la FIGURA 8 se muestra la proliferacidén de células T
CAR transducidas con lentivirus marcado con CFSE de dos
donantes sanos después de 5 dias de cocultivo con esferas
CD3-CD28 o con las lineas de células diana indicadas.

En la FIGURA 9 se muestra la expresidén de CAR en células
T primarias humanas transducidas con lentivirus usadas para
estudios in vivo.

En la FIGURA 10 se muestran imadgenes de bioluminiscencia
de células de leucemia mieloide aguda marcadas después de una
inyeccidén intravenosa de células T CAR en un modelo
xenogénico.

En la FIGURA 11 se muestran curvas de supervivencia de
ratones que recibieron inyecciones con células T CAR.

En la FIGURA 12 se muestra el mapa del vector pGAR.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se podréd apreciar que los receptores de antigenos quiméricos
(CAR o CAR-T) vy los receptores de células T (TCR) son
receptores modificados genéticamente. Estos receptores

modificados se pueden insertar facilmente vy expresar en
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células inmunitarias, que incluyen células T, de acuerdo con
técnicas conocidas en la técnica. Con un CAR, se puede
programar un solo receptor para que reconozca un antigeno
especifico y, cuando estd unido a dicho antigeno, activa la
célula inmunitaria para que ataque y destruya la célula que
contiene dicho antigeno. Cuando estos antigenos existen sobre
células tumorales, una célula inmunitaria gque expresa el CAR
puede buscar y matar la célula tumoral.

Los CAR se pueden modificar para gque se unan a un
antigeno (tal como un antigeno de 1la superficie celular)
mediante la incorporacién de una molécula de wunién al
antigeno que interactua con dicho antigeno buscado.
Preferiblemente, la molécula de unidén al antigeno es un
fragmento de anticuerpo de este, y méds preferiblemente uno o
més fragmentos de anticuerpo de cadena simple (“scFv”). Un
scFv es un fragmento de anticuerpo de cadena simple que tiene
las regiones variables de las cadenas pesada y liviana de un
anticuerpo unidas entre si. Véase, las Patentes de EE. UU.
NO: 7.741.465 y 6.319.494, asi como Eshhar et al., Cancer
Immunol Immunotherapy (1997) 45: 131-136. Un scFv retiene la
capacidad del anticuerpo parental para interactuar
especificamente con un antigeno blanco. Los scFv se prefieren
para su uso en los receptores de antigenos quiméricos porque

se pueden modificar para gue se expresen como parte de una
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sola cadena junto con 1los otros componentes del CAR. Id.
Véase también Krause et al., J. Exp. Med., Volumen 188, No.
4, 1998 (619-626); Finney et al., Journal of Immunology,
1998, 161: 2791-2797. Se podrd apreciar que la molécula de
unién al antigeno tipicamente estd contenida en la porcidn
extracelular del CAR de modo tal gque pueda reconocer y unirse
al antigeno de interés. Los CAR biespecificos y
multiespecificos estédn contemplados dentro del alcance de la
invencién, con especificidad por mas de un blanco de interés.

Dominios coestimulantes. Los receptores de antigenos
quiméricos pueden incorporar dominios coestimulantes
(seflalizacidébn) para aumentar su potencia. Véase, las Patentes
de EE. UU. NO: 7.741.465 y 6.319.494, asi como Krause et al.,
y Finney et al., (supra), Song et al., Blood 119: 696-706
(2012); Kalos et al., Sci Transl. Med. 3: 95 (2011); Porter
et al., N. Engl. J. Med. 365: 725-33 (2011) y Gross et al.,
Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 56: 59-83 (2016). Por ejemplo,
CD28 es una proteina coestimulante que se encuentra
naturalmente sobre las células T. La secuencia de aminoacidos
nativa completa de CD28 se describe en NCBI, secuencia de
referencia: NP 006130.1. La secuencia de acidos nucleicos
nativa completa de CD28 se describe en NCBI, secuencia de
referencia: NM 006139.1.

Se han utilizado algunos dominios CD28 en los receptores
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de antigenos quiméricos. De acuerdo con la invencién, ahora
se ha encontrado que un nuevo dominio extracelular CD28,
denominado “CD28T”, provee inesperadamente algunos beneficios
cuando se utiliza en una construccién CAR.

La secuencia de nucledétidos de la molécula CD28T, que
incluye el dominio CD28T extracelular vy los dominios
transmembrana e intracelular CD28, se ilustra en la SEQ 1ID
NO: 1:

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCAAGCACCTCTG
TCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCATTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGA
GTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCTCGTCACCGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTTAGATCCA
AAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCAC
AAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGC

La secuencia de aminoadcidos correspondiente se ilustra
en la SEQ ID NO: 2:

LDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFEW
VRSK RSRLLHSDYM NMTPRRPGPT RKHYQPYAPP RDFAAYRS

La secuencia de nucledétidos de la porcidn extracelular
de CD28T se ilustra en la SEQ ID NO: 3:

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCAAGCACCTCTG
TCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCA

La secuencia de aminoacidos correspondiente del dominio
CD28T extracelular se ilustra en la SEQ ID NO: 4: LDNEKSNGTI

IHVKGKHLCP SPLEFPGPSKP
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La secuencia de nucledtidos del dominio transmembrana
CD28 se ilustra en la SEQ ID NO: 5):

TTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCTCGTCAC
CGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTT

La secuencia de aminocdcidos del dominio transmembrana
CD28 se ilustra en la SEQ ID NO: 6:

FWVLVVVGGV LACYSLLVTV AFIIFWV

La secuencia de nucledtidos del dominio de seflalizacidn
intracelular CD28 se ilustra en la SEQ ID NO: 7:

AGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCG
CCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTAT
CGGAGC

La secuencia de aminocdcidos del dominio de sefializacién
intracelular CD28 se ilustra en la SEQ ID NO: 8:
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

Otras secuencias CD28 adecuadas que son de utilidad en
la invencidn incluyen la secuencia de nuclebdétidos CD28 que se
ilustra en la SEQ ID NO: 11:

ATTGAGGTGATGTATCCACCGCCTTACCTGGATAACGAAAAGAGTAACGGTACCAT
CATTCACGTGAAAGGTAAACACCTGTGTCCTTCTCCCCTCTTCCCCGGGCCATCAAAGCCC

La secuencia de aminoadcidos correspondiente se ilustra
en la SEQ ID NO: 12:

IEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLEPGPSKP

Otras secuencias extracelulares o) transmembrana
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adecuadas pueden derivar de CD8. La secuencia de nucledtidos
de un dominio extracelular y transmembrana CD8 adecuado se
ilustra en la SEQ ID NO: 13:

GCTGCAGCATTGAGCAACTCAATAATGTATTTTAGTCACTTTGTACCAGTGTTCTT
GCCGGCTAAGCCTACTACCACACCCGCTCCACGGCCACCTACCCCAGCTCCTACCATCGCT
TCACAGCCTCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCTTGCCGACCGGCCGCAGGGGGCGCTGTTCATA
CCAGAGGACTGGATTTCGCCTGCGATATCTATATCTGGGCACCCCTGGCCGGAACCTGCGG
CGTACTCCTGCTGTCCCTGGTCATCACGCTCTATTGTAATCACAGGAAC

La secuencia de aminoacidos correspondiente se ilustra
en la SEQ ID NO: 14:

AAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGG
AVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN

Los dominios coestimulantes adecuados que se encuentran
dentro del alcance de la invencidédn pueden derivar, entre
otras fuentes, de CD28, CD28T, 0X40, 4-1BB/CD137, CD2, CD3
(alfa, beta, delta, épsilon, gamma, zeta), CD4, CD5, CD7,
cp9, Cble, CD22, CD27, CD30, CD 33, CD37, CD40, CD 45, CD64,
cb80, CD86, CD134, CD137, CD154, ©PD-1, 1ICOS, un antigeno
asociado a la funcidén de linfocitos-1 (LFA-1 (CD1 1la/CD18),
Cbh247, CD276 (B7-H3), LIGHT (miembro de la superfamilia de
factores de necrosis tumoral 14; TNFSF14), NKG2C, Ig alfa
(CD7%9a), DAP-10, un receptor de Fc gamma, una molécula MHC
clase I, TNF, TNFr, una integrina, una molécula linfocitaria

activadora de seflales, BTLA, un receptor de ligando Toll,
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ICAM-1, B7-H3, <CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM
(LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1l), NKp44, NKp30, NKp46,
Cbh19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R
alfa, ITGA4, VLAl, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGA6, VLA-6,
CD49f, ITGAD, CDl-1d, ITGAE, CD103, ITGAL, CDl-la, LFA-1,
ITGAM, CDl-1b, ITGAX, CDl-1lc, ITGBl, CD29, ITGB2, CD18, LFA-
1, ITGBR7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAMl (CD226), SLAMF4
(Cb244, 2B4), <CD84, CD96 (Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9
(CD229), CD160 (BRY55), PSGL1l, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6
(NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMFS8),
SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CDl9a, un
ligando CD83 o fragmentos o combinaciones de los mismos.

Dominios actiwvadores.

El CD3 es un elemento de los receptores de células T sobre
células T nativas y se ha mostrado gque es un importante
elemento activador intracelular en los CAR. En una forma de
realizacién preferida, el CD3 es CD3 zeta, cuya secuencia de
nucledétidos se ilustra en la SEQ ID NO: 9:
AGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCA
ACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGA
GGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATA
ATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCG
GAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACT

TATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG
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La secuencia de aminodcidos correspondiente del CD3 zeta
intracelular se ilustra en la SEQ ID NO: 10:
RVKEFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPR
RKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPP
R

ORIENTACION DEL DOMINIO

Desde un punto de vista estructural, se podrad apreciar gue
estos dominios corresponden a ubicaciones que tienen relaciédn
con la célula inmunitaria. Por 1lo tanto, estos dominios
pueden formar parte de (i) la “bisagra” o dominio (EC)
extracelular (EC), (ii) el dominio transmembrana (TM) vy/o
(iii) el dominio intracelular (citoplasméatico) (IC). E1
componente intracelular con frecuencia comprende en parte un
miembro de la familia CD3, preferiblemente CD3 zeta, que
tiene la capacidad para activar la célula T tras la unidén de
la molécula de unidén al antigeno con su blanco. En una forma
de realizacidén, el dominio de Dbisagra tipicamente esta
compuesto de por lo menos un dominio coestimulante definido
en la presente.

También se podrd apreciar que la regidén de Dbisagra
también puede contener parte o algo de un miembro de la
familia de inmunoglobulinas tales como IgGl, IgG2, IgG3,
IgG4, IgA, IgD, IgE, IgM o un fragmento de estas.

Los ejemplos de construcciones CAR de acuerdo con la
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invencidén se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Nombre de la | scFv Dominios Dominio
construccién coestimulantes activador
24C1 CD28T 24cC1 CD28T CD3 zeta
24C1 CD28 24cC1 CD28 CD3 zeta
24C1 CbD8 24C1 CD8 CD3 zeta
24C8 CD28T 24C8 CD28T CD3 zeta
24C8 CD28 24C8 CD28 CD3 zeta
24C8 CD8 24C8 CD8 CD3 zeta
20C5,1 CD28T | 20C5.1 | CD28T CD3 zeta
20C5,1 cD28 20C5.1 | CD28 CD3 zeta
20C5,1 cp8 20C5.1 | CD8 CD3 zeta
20C5,2 CD28T | 20C5.2 | CD28T CD3 zeta
20C5,2 CD28 20C5.2 | CD28 CD3 zeta
20C5,2 cp8 20C5.2 | CD8 CD3 zeta

DOMINIOS RELACIONADOS CON LA CELULA

Se podré apreciar que, con relacidén a la célula que lleva al
receptor, las células T modificadas de la invencién
comprenden una molécula de unién al antigeno (tal como un
scFv), un dominio extracelular (que puede comprender un
dominio de “bisagra”), un dominio transmembrana y un dominio
intracelular. El dominio intracelular comprende por 1o menos
en parte un dominio activador, preferiblemente compuesto por
un miembro de la familia CD3 tales como CD3 =zeta, CD3

épsilon, CD3 gamma o porciones de este. También se podra
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apreciar que la molécula de unidén al antigeno (por ejemplo,
uno o mas sckFv) se modifica de modo tal que se localiza en la
porcidn extracelular de la molécula/construccidédn, de manera
que pueda reconocer y unirse a sus blancos.

Dominio extracelular. El dominio extracelular es
ventajoso para la seflalizacidédn y para lograr una respuesta
eficiente de linfocitos a un antigeno. Los dominios
extracelulares de particular wutilidad en esta invenciédn
pueden derivar (es decir, comprenden) de CD28, CD28T, 0X-40,
4-1BB/CD137, CD2, CD7, CD27, CD30, CD40, muerte programada-1
(PD-1), un coestimulante inducible de células T (ICOS),
antigeno asociado a la funcién de linfocitos-1 (LFA-1, CD1-
la/CD18), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD247, CD276
(B7-H3), LIGHT, (TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD79%9a), DAP-10,
receptor de Fc gamma, una molécula MHC clase 1, proteinas
receptoras de TNF, una proteina inmunoglobulina, receptor de
citoquina, integrinas, moléculas linfocitarias activadoras de
sefiales (proteinas SLAM), receptores activadores de células
NK, BTLA, un receptor del ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS,
ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7,
NKp80 (KLRF1l), NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alfa,
CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLA1,
CDh49%a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD1 1d,

ITGAE, CD103, ITGAL, CDl la, LFA-1, ITGAM, CDl1 1lb, ITGAX, CD1
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lc, ITGBl, CD29, ITGB2, CDl18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2,
TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96
(Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CD1l60 (BY55), PSGLI1,
CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl1l08), SLAM (SLAMFI1,
CD150, 1IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT,
GADS, SLPp-76, PAG/Cbp, CD19a, un ligando que se une
especificamente a CD83 o cualgquier combinacidén de los mismos.
El dominio extracelular puede derivar de una fuente ya sea
natural o sintética.

Como se describié en la presente, los dominios
extracelulares a menudo comprenden una porcidén de bisagra.
Esta es wuna porcién del dominio extracelular, a menudo
conocida como una regidn “espaciadora”. Se puede emplear una
variedad de bisagras de acuerdo con la invencidn, incluyendo
las moléculas coestimulantes gque se describieron antes, asi
como secuencias de inmunoglobulinas (Ig) u otras moléculas
adecuadas para lograr la distancia especial deseada de las
células diana. En algunas formas de realizacidén, toda la
regién extracelular comprende una regidén de Dbisagra. En
algunas formas de realizacidn, la regidén de bisagra comprende
CD28T o el dominio EC de CD28.

Dominio transmembrana. E1 CAR se puede disefiar para que
comprenda un dominio transmembrana fusionado al dominio

extracelular del CAR. De manera similar, se puede fusionar al
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dominio intracelular del CAR. En una forma de realizacidn, se
usa el dominio transmembrana que naturalmente estd asociado
con uno de los dominios en un CAR. En algunos casos, el
dominio transmembrana se ©puede seleccionar o modificar
mediante sustitucién de aminodcidos para evitar la unidén de
dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas
proteinas de membrana de superficie o de proteinas diferentes
para minimizar las interacciones con otros miembros del
complejo receptor. El dominio transmembrana puede derivar de
una fuente ya sea natural o sintética. Cuando la fuente es
natural, el dominio puede derivar de cualquier proteina unida
a membrana o transmembrana. Las regiones transmembrana de
particular wutilidad en esta invencidén pueden derivar (es
decir, comprenden) de CD28, CD28T, 0X-40, 4-1BB/CD137, CD2,
CcD7, CcD27, CD30, CcD40, muerte programada-1 (PD-1), un
coestimulante inducible de células T (ICOS), antigeno
asociado a la funcidén de linfocitos-1 (LFA-1, CDl-1la/CD18),
CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD247, CD276 (B7-H3),
LIGHT, (TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD7%9a), DAP-10, receptor de
Fc gamma, una molécula MHC clase 1, proteinas receptoras de
TNF, una proteina inmunoglobulina, receptor de citoquina,
integrinas, moléculas 1linfocitarias activadoras de sefiales
(proteinas SLAM), receptores activadores de células NK, BTLA,

un receptor del 1ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1,
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GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80
(KLRF1l), NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta,
IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLAl, CD49%a,
ITGA4, IA4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD1 1d, ITGAE,
CcD103, ITGAL, CDl1 1la, LFA-1, ITGAM, CD1 1b, ITGAX, CD1 1c,
ITGB1l, <CD29, ITGB2, CCD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2,
TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96
(T4ctil), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1,
CDh100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1,
CD150, 1IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT,
GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a, un ligando que se une
especificamente a CD83 o cualquier combinacién de los mismos.

Opcionalmente, los conectores cortos pueden formar
enlaces entre cualquiera o) algunos de los dominios
extracelular, transmembrana e intracelular del CAR.

En una forma de realizacidén, el dominio transmembrana en
el CAR de la invencidén es un dominio transmembrana CD8. En
una forma de realizacidn, el dominio transmembrana de CD8
comprende la porcidén transmembrana de la secuencia de acidos
nucleicos de la SEQ ID NO: 13. En otra forma de realizaciédn,
el dominio transmembrana de CD8 comprende la secuencia de
adcidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos
transmembrana contenida en la SEQ ID NO: 14.

En determinadas formas de realizacidn, el dominio
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transmembrana en el CAR de la invencién es el dominio
transmembrana CD28. En una forma de realizacidén, el dominio
transmembrana de CD28 comprende la secuencia de acidos
nucleicos de la SEQ ID NO: 5. En una forma de realizacidn, el
dominio transmembrana de CD28 comprende la secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminocacidos de
la SEQ ID NO: 6. En otra forma de realizacidén, el dominio
transmembrana de CD28 comprende la secuencia de aminodcidos
de la SEQ ID NO: 6.

Dominio intracelular (citoplasmatico) . E1l dominio
intracelular (citoplasmatico) de las células T modificadas de
la invencidén puede proporcionar la activacién de por lo menos
una de las funciones efectoras normales de la célula
inmunitaria. La funcidén efectora de una célula T puede ser,
por ejemplo, una actividad «citolitica o una actividad
auxiliar, que incluye la secrecidén de citoquinas.

Se podrad apreciar que las moléculas intracelulares
adecuadas incluyen (es decir, comprenden), pero en un sentido
no taxativo, CD28, CD28T, 0X-40, 4-1BB/CD137, CD2, CD7, CD27,
CD30, CD40, muerte programada-1 (PD-1), un coestimulante
inducible de células T (ICOS), antigeno asociado a la funcidn
de linfocitos-1 (LFA-1, CDl-1a/CD18), CD3 gamma, CD3 delta,
CD3 épsilon, CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT, (TNFSF14), NKG2C,

Ig alfa (CD7%a), DAP-10, receptor de Fc gamma, una molécula
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MHC clase 1, proteinas receptoras de TNF, una proteina
inmunoglobulina, receptor de citoquina, integrinas, moléculas
linfocitarias activadoras de sefiales (proteinas SLAM) ,
receptores activadores de células NK, BTLA, un receptor del
ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT,
HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1l), NKp44, NKp30,
NKp46, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma,
IL-7R alfa, ITGA4, VLAl, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGAG6,
VLA-6, CD49f, ITGAD, CDl1 1d, ITGAE, CD103, ITGAL, CDl 1a,
LFA-1, ITGAM, CDl1 1b, ITGAX, CDl1 1l¢, ITGBl, CD29, ITGB2,
cpl18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAMI1
(CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil), CEACAMI,
CRT AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D),
CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3),
BLAME (SLAMF8), SELPLG (CDl62), LTBR, LAT, GADS, SLP-7¢0,
PAG/Cbp, CDl19a, un ligando que se une especificamente a CD83
o cualquier combinacién de los mismos.

En wuna forma de realizacidén preferida, el dominio
citoplasmatico del CAR se puede disefiar para que comprenda el
dominio de sefializacién de CD3 zeta por si solo o combinado
con cualquier otro dominio citoplasmético deseado de utilidad
en el contexto del CAR de la invencidén. Por ejemplo, el
dominio citoplasmdtico del CAR puede comprender una porcidn

de la cadena CD3 zeta vy una regidén de sefializacidn
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coestimulante.

Las secuencias de sefializacidédn citoplasmaticas en la
porcidén de seflalizacidén citoplasmatica del CAR de 1la
invencién se pueden unir entre si en un orden aleatorio o
especifico.

En una forma de realizacidén preferida, el dominio
citoplasmatico esta disefiado para comprender el dominio de
sefializacién de CD3 zeta y el dominio de sefializacidén de
CD28. En otra forma de realizacidén preferida, el dominio
citoplasmatico esta disefiado para comprender el dominio de
sefializacién de CD3 zeta y el dominio de sefializacidén de 4-
1BB. En otra forma de realizacidén, el dominio citoplasmatico
en el CAR de la invencidén estd disefiado para comprender una
porcidén de CD28 y CD3 =zeta, en donde el CD28 citoplasmédtico
comprende la secuencia de &cidos nucleicos que se ilustra en
la SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminodcidos que se ilustra
en la SEQ ID NO: 8. La secuencia de &cidos nucleicos de CD3
zeta se ilustra en la SEQ ID NO: 9 vy 1la secuencia de
aminoacidos se ilustra en la SEQ ID NO: 8.

Se podrd apreciar que una orientacidén preferida de los
CAR de acuerdo con la invencidén comprende un dominio de unidn
al antigeno (tal como scFv) en téandem con un dominio
coestimulante % un dominio activador. El dominio

coestimulante puede comprender uno o0 mas entre una porcidn
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extracelular, una porcidén transmembrana y una porcidn
intracelular. Se podrad apreciar ademéds que se pueden utilizar
miltiples dominios coestimulantes en téandem.

En algunas formas de realizacidén, se proveen Aacidos
nucleicos que comprenden un promotor ligado operativamente a
un primer polinucledtido que codifica una molécula de unidn
al antigeno, por 1lo menos una molécula coestimulante y un
dominio activador.

En algunas formas de realizacidédn, la construccidn de
adcidos nucleicos estd contenida en un vector wviral. En
algunas formas de realizacidén, el vector viral se selecciona
del grupo que consiste en vectores retrovirales, vectores del
virus de leucemia murina, vectores SFG, vectores
adenovirales, vectores lentivirales, vectores de wvirus
adenoasociados (AAV), vectores del virus Herpes y vectores
del wvirus Vaccinia. En algunas formas de realizacidén, el
dcido nucleico estd contenido dentro de un plésmido.

La 1invencién se relaciona ademds con polinucledétidos
aislados que codifican los receptores de antigenos
quiméricos, % con vectores que comprenden a los
polinucledétidos. Cualquier vector conocido en la técnica
puede ser adecuado para la presente invencidén. En algunas
formas de realizacidén, el vector es un vector viral. En

algunas formas de realizacidén, el vector es un vector
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retroviral (tal como pMSVGl), un vector de ADN, un vector del
virus de leucemia murina, un vector SFG, un plasmido, un
vector de ARN, un vector adenoviral, un vector baculoviral,
un vector viral de Epstein Barr, un vector papovaviral, un
vector viral de Vaccinia, un vector viral de Herpes simple,
un vector asociado a adenovirus (AAV), un vector lentiviral
(tal como pGAR) o cualquier combinacién de los mismos. E1
mapa del vector pGAR se muestra en la FIGURA 12. La secuencia
de pGAR es:

CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGC
GTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCG
ATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGT
GGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA
GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTT
ATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTT
AACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCA
ACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGG
ATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAA
ACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGACCCGGGGATGGCGCGCCAGT
AATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTAC
GGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACG
TATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTAC

GGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGA
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CGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTT

CCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCTGATGCGGTTTTGGC

AGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCAT

TGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAAC

AACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCA

GAGCTGGTTTAGTGAACCGGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCT

GGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAG

TGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGT

GTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGG

AGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGLG

ACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTGCGAG

AGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAG

GGGGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATT

CGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTA

CAACCATCCCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCC

TCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGA

GGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGACCACCGCACAGCAAGCCGCCGCTGATCTTCAGACCTGG

AGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAAAATT

GAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAAAAAAGAG

CAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGC

AGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAG

AACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCA

TCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCT

GGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGT
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TGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAG

AAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGA

AAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAAC

ATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGTAGGTT

TAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATT

ATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAA

GAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCTCGACGGTATC

GGTTAACTTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGA

CATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAATTCAAAATT

TTATCGCGATCGCGGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACG

CCATTTTGCAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGTTAGG

AACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCG

GCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGAA

CCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACT

AACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCTGCTCCCCGAGCTCAATAAAAG

AGCCCACAACCCCTCACTCGGCGCGCCAGTCCTTCGAAGTAGATCTTTGTCGATCCTACCA

TCCACTCGACACACCCGCCAGCGGCCGCTGCCAAGCTTCCGAGCTCTCGAATTAATTCACG

GTACCCACCATGGCCTAGGGAGACTAGTCGAATCGATATCAACCTCTGGATTACAAAATTT

GTGAAAGATTGACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGC

TTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTAT

AAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGG

TGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCT

CCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGC

CTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGTTGTCGG
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GGAAGCTGACGTCCTTTTCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGAC

GTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTG

CCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTT

GGGCCGCCTCCCCGCCTGGTTAATTAAAGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCT

GTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCGAATTCACTCCCAAC

GAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTG

GGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTG

CTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCT

TTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGGCATGCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGT

TTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGC

TATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATT

CATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTGGCGCGCCATCGTCGAGG

TTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTG

TGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAG

CCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTT

CCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGC

GGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTC

GGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG

GGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAG

GCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGAC

GCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGG

AAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTT

CTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGT

AGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGLCGC
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CTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCA

GCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGA

AGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAA

GCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGT

AGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG

ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGAT

TTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGT

TTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCA

GTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGT

CGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCG

CGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCG

AGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGA

AGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGC

ATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAA

GGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGAT

CGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAAT

TCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGT

CATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAA

TACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGA

AAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCA

ACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCA

AAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTT

TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAAT

GTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC
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(SEQ ID NO: 95)

Los ejemplos de vectores adecuados adicionales incluyen,
por ejemplo, pBABE-puro, pBABE-neo largeTcDNA, pBABE-hygro-
hTERT, pMKO.1l GFP, MSCV-IRES-GFP, pMSCV PIG (pléasmido wvacio
Puro IRES GFP), pMSCV-loxp-dsRed-loxp-eGFP-Puro-WPRE, MSCV
IRES Luciferasa, pMIG, MDH1-PGK-GFP 2,0, TtRMPVIR, pMSCV-
IRES-mCherry FP, pRetroX GFP T2A Cre, pRXTN, pLncEXP y pLXIN-
Luc.

En algunas formas de realizacidn, la célula inmunitaria
modificada es wuna célula T, un linfocito infiltrante de
tumores (TIL), una célula NK, una célula que expresa TCR, una
célula dendritica o una célula T NK. En algunas formas de
realizacidén, la célula se obtiene o prepara a partir de
sangre periférica. En algunas formas de realizacidén, la
célula se obtiene o prepara a partir de células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) . En algunas formas de
realizacidén, la célula se obtiene o prepara a partir de
médula o6sea. En algunas formas de realizacidén, la célula se
obtiene o prepara a partir de sangre de corddn umbilical. En
algunas formas de <realizacibén, la célula es una célula
humana. En algunas formas de realizacidén, la célula es
transfectada o transducida por el vector de &cido nucleico
usando un método seleccionado del grupo dgue consiste en

electroporaciédn, sonoporacibn, biolistica (por ejemplo,
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pistola de genes), transfeccidén con lipidos, transfeccidédn con
polimeros, nanoparticulas o poliplejos.

En algunas formas de realizacidn, los receptores de
antigenos quiméricos se expresan en las células inmunitarias
modificadas que comprenden los Aacidos nucleicos de 1la
presente solicitud. Estos receptores de antigenos quiméricos
de la presente solicitud pueden comprender, en algunas formas
de realizacidén, (i) una molécula de unidén al antigeno (tal
como un scFv), (ii) una regidn transmembrana y (iii) una
molécula o regidn de activaciédn de células T.

MOLECULAS DE UNION A ANTIGENOS

Las moléculas de unidén a antigenos se encuentran dentro del
alcance de la invencién.

Una “molécula de unidén al antigeno”, segun se usa en la
presente, hace referencia a cualquier proteina que se une a
un antigeno blanco especifico. En la presente solicitud, el
antigeno blanco especificado es la proteina FLT3 o un
fragmento de esta. Las moléculas de unién al antigeno
incluyen, pero en un sentido no taxativo, anticuerpos vy
partes de unién de estos, tales Como fragmentos
inmunoldégicamente funcionales. Los pepticuerpos (es decir,
moléculas de fusidén Fc que comprenden dominios de unidén a
péptidos) son otro ejemplo de moléculas de unidén a antigenos

adecuadas.
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En algunas formas de realizacidén, la molécula de uniédn
al antigeno se une a un antigeno sobre una célula tumoral. En
algunas formas de realizacidén, la molécula de wunidén al
antigeno se une a un antigeno sobre una célula involucrada en
una enfermedad hiperproliferativa o a un antigeno viral o
bacteriano. En determinadas formas de realizacién, la
molécula de unidén al antigeno se une a FLT3. En otras formas
de realizacién, la molécula de wunidén al antigeno es un
anticuerpo o un fragmento de este, que incluye una o mas de
las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del
mismo. En otras formas de realizacidén, la molécula de unidn
al antigeno es un fragmento de cadena simple variable (scFv).

El término “fragmento inmunoldgicamente funcional” (o
“fragmento”) de una molécula de unidén al antigeno es una
especie de molécula de unidén al antigeno gque comprende una
porcién (independientemente de cémo se obtiene o sintetiza
dicha porcidén) de un anticuerpo que carece de por lo menos
algunos de los aminodcidos presentes en una cadena de
longitud completa pero que aln se puede unir especificamente
a un antigeno. Estos fragmentos presentan actividad bioldgica
si se unen especificamente al antigeno Dblanco vy pueden
competir con otras moléculas de unidén al antigeno, que
incluyen anticuerpos intactos, por la unidén especifica a un

epitopo dado. En algunas formas de realizaciédn, los
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fragmentos son fragmentos neutralizadores. En algunas formas
de realizacidén, los fragmentos pueden bloquear o reducir la
actividad de FLT3. En un aspecto, este fragmento retendrd al
menos una CDR presente en la cadena ligera o pesada completa,
y en algunas formas de realizacidén, comprenderd una sola
cadena pesada y/o una cadena ligera, o una porcidén de esta.
Estos fragmentos se pueden producir mediante procedimientos
de ADN recombinante o se pueden producir mediante corte
enzimdtico o quimico de las moléculas de unidén al antigeno,
que incluyen anticuerpos intactos.

Los fragmentos de inmunoglobulina inmunoldégicamente
funcionales incluyen, ©pero en un sentido no taxativo,
fragmentos de scFv, fragmentos Fab (Fab', F(ab')2 y
semejantes), una o mads CDR, un diacuerpo (un dominio variable
de la cadena pesada sobre el mismo polipéptido que un dominio
variable de la cadena ligera, unidos por medio de un conector
peptidico corto que es demasiado corto como para permitir el
apareamiento entre los dos dominios sobre la misma cadena),
dominios de anticuerpos y anticuerpos de cadena simple. Estos
fragmentos pueden derivar de cualquier fuente de mamifero que
incluye, pero en un sentido no taxativo, humano, de ratdn, de
rata, de camélidos o de conejo. Como podrd apreciar un
especialista en la técnica, una molécula de unidén al antigeno

puede incluir componentes no proteicos.
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Las variantes de las moléculas de unidén a antigenos
también se encuentran dentro del alcance de la invencidn, por
ejemplo, cadenas livianas variables vy/o pesadas variables
cada una de las cuales tiene por lo menos 70-80%, 80-85%, 85-
90%, 90-95%, 95-97%, 97-99% o mas de un 99% de identidad con
las secuencias de aminoadcidos de las secuencias que se
describen en la presente. En algunos casos, dichas moléculas
incluyen por lo menos una cadena pesada y una cadena ligera,
en tanto en otros casos las formas variantes contienen dos
cadenas livianas idénticas y dos cadenas pesadas idénticas (o
subpartes de las mismas). El1 especialista podrad determinar
las variantes adecuadas de las moléculas de unidén al antigeno
indicadas en la presente usando técnicas bien conocidas. En
algunas formas de realizacidn, el especialista en la técnica
podréd identificar asimismo las Areas adecuadas de la molécula
que se pueden cambiar sin destruir 1la actividad buscando
regiones que no se consideran importantes para la actividad.

En determinadas formas de realizacidn, la estructura del
polipéptido de las moléculas de unién al antigeno se basa en
anticuerpos, incluyendo, pero en un sentido no taxativo,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos,
minicuerpos, dominios de anticuerpos, anticuerpos sintéticos
(denominados algunas veces “miméticos de anticuerpos” en la

presente), anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados,
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anticuerpos humanos, fusiones de anticuerpos (denominadas
algunas veces “conjugados de anticuerpos” en la presente), vy
fragmentos de éstos, respectivamente. En algunas formas de
realizacién, la molécula de unidén al antigeno comprende o
consiste en avimeros.

En algunas formas de realizacidn, una molécula de unidn
al antigeno para FLT3 se administra sola. En otras formas de
realizacién, la molécula de unidén al antigeno para FLT3 se
administra como parte de un CAR, TCR u otra célula
inmunitaria. En dichas células inmunitarias, la molécula de
unién al antigeno para FLT3 se puede encontrar bajo el
control de la misma regién promotora o de un promotor
separado. En determinadas formas de realizacidn, los genes
que codifican agentes proteicos y/o una molécula de unién al
antigeno para FLT3 se pueden encontrar en vectores separados.

La invencién también provee composiciones farmacéuticas
que comprenden una molécula de unién al antigeno para FLT3
junto con un diluyente, un vehiculo, un solubilizante, un
emulsionante, un conservante y/o un adyuvante
farmacéuticamente aceptable. En determinadas formas de
realizacidén, las composiciones farmacéuticas incluirdn més de
una molécula de unidén al antigeno para FLT3 diferente. En
determinadas formas de realizacién, las composiciones

farmacéuticas incluirdn més de una molécula de unidén al
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antigeno para FLT3, en donde las moléculas de unidén a
antigenos para FLT3 se unen a mas de un epitopo. En algunas
formas de realizacidén, las diversas moléculas de unidén a
antigenos no competirdn entre si por la unidén a FLT3.

En otras formas de realizaciédn, la composicién
farmacéutica se puede seleccionar para una administracidn
parenteral, para inhalacidén o para su administraciédn a través
del tracto digestivo, tal como por via oral. La preparacidn
de dichas composiciones adecuadas para uso farmacéutico esta
dentro de la capacidad de un especialista en la técnica. En
determinadas formas de realizaciédn, se usan soluciones
amortiguadoras para mantener la composicién a un pH
fisioldégico o en un valor de ©pH ligeramente menor,
tipicamente dentro de un intervalo de pH de entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 8. En determinadas formas
de realizacidén, cuando estd contemplada la administracién
parenteral, una composicidén terapéutica puede estar en forma
de solucién acucsa libre de pirdgenos adecuada para uso
parenteral que comprende una molécula de unién al antigeno
deseada para FLT3, con o) sin agentes terapéuticos
adicionales, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En
determinadas formas de realizacién, un vehiculo para
inyeccidén parenteral es agua destilada estéril en la que se

formula una molécula de unidén al antigeno contra FLT3, con o
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sin al menos un agente terapéutico adicional, como solucidn
isotdénica estéril adecuadamente conservada. En determinadas
formas de realizacién, la preparacidén puede implicar la
formulacién la molécula deseada con compuestos poliméricos
(tales como &cido poliléctico o &acido poliglicédlico), esferas
o liposomas, que pueden proporcionar una liberaciédn
controlada o sostenida del producto, que se puede administrar
mediante inyeccidén de depdsito. En determinadas formas de
realizacidén, se pueden usar dispositivos implantables de
administracién de la droga para introducir la molécula
deseada.

En algunas formas de realizacidén, la molécula de uniédn
al antigeno se usa como una herramienta de diagndéstico o de
validacién. La molécula de unidén al antigeno se puede usar
para evaluar la cantidad de FLT3 presente en una muestra y/o
en un sujeto. En algunas formas de realizacidén, la molécula
de unidén al antigeno de diagndéstico no es neutralizante. En
algunas formas de realizacidén, las moléculas de unién al
antigeno divulgadas en la presente se usan O se proporcionan
en un conjunto de elementos para ensayo y/o método para la
deteccién de FLT3 en tejidos o células de mamiferos para
detectar/diagnosticar una enfermedad o un trastorno asociado
con cambios en los niveles de FLT3. El1 conjunto de elementos

puede comprender una molécula de unidén al antigeno que se une
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a FLT3, junto con medios para indicar la unidén de la molécula
de wunidén al antigeno con FLT3, si estuviera presente, vy
opcionalmente los niveles de la proteina FLT3.

Las moléculas de unidén al antigeno se comprenderan
adicionalmente en wvista de las siguientes definiciones vy
descripciones.

Una regidén “Fc” comprende dos fragmentos de la cadena
pesada que comprenden los dominios de anticuerpo CH1 y CH2.
Los dos fragmentos de la cadena pesada se mantienen unidos
mediante dos o méds enlaces disulfuro, vy por medio de
interacciones hidrofébicas entre los dominios CH3.

Un “fragmento Fab” comprende una cadena 1ligera y las
regiones CH1l y variables de una cadena pesada. La molécula de
una cadena pesada Fab no puede formar un enlace disulfuro con
otra molécula de 1la cadena pesada. Un “fragmento Fab’”
comprende una cadena ligera y una porcidén de wuna cadena
pesada que contiene el dominio VH y el dominio Cuyl, y también
la regidén entre los dominios Cyl y Cu2, por lo gque puede
formarse un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas de
dos fragmentos Fab’ para formar una molécula F(ab’)2. Un
“fragmento F(ab’)2” comprende dos cadenas livianas vy dos
cadenas pesadas que contienen una porcidédn de la regidn
constante entre los dominios CH1 y CH2, de modo que se forma

un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas. Por 1lo
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tanto; un F(ab’): estd compuesto por dos fragmentos Fab’ que
se mantienen unidos por un enlace disulfuro entre las dos
cadenas pesadas.

La “regidén Fv” comprende las regiones variables de las
cadenas pesada vy 1liviana, pero carece de las regiones
constantes.

Un “fragmento de cadena simple variable” (“scFv”,
también denominado “anticuerpo de cadena simple”) se refiere
a moléculas Fv en las cuales las regiones variables de las
cadenas pesada y liviana se han unido mediante un conector
flexible para formar una sola cadena de polipéptidos, que
forma una regidén de unidn al antigeno. Véase la Solicitud PCT
Wo088/01649 y las Patentes de los EE. UU. No: 4.946.778 vy
5.260.203, cuyas descripciones se incorporan por completo a
modo de referencia.

Una “molécula de unidén al antigeno bivalente” comprende
dos sitios de unidén al antigeno. En algunos casos, los dos
sitios de unién tienen las mismas especificidades
antigénicas. Las moléculas de unidén a antigenos bivalentes
pueden ser biespecificas. Una “molécula de unidén al antigeno
multiespecifica” es una molécula dirigida a mads de un
antigeno o epitopo. Una molécula de wunién al antigeno
“biespecifica”, “de especificidad doble” o “bifuncional” es

una molécula de unidén al antigeno o un anticuerpo hibrido,
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respectivamente, que tiene dos sitios de unidén al antigeno
diferentes. Los dos sitios de unidén de una molécula de unidn
al antigeno biespecifica se uniran a dos epitopos diferentes,
que pueden residir sobre los mismos blancos proteicos o sobre
blancos diferentes.

Se dice que una molécula de unidén al antigeno “se une
especificamente” a su antigeno blanco cuando la constante de
disociacién (Kg) es ~1 x 1077 M. La molécula de unidén al
antigeno se une especificamente al antigeno con una “afinidad
alta” cuando la Kgq es de 1-5 x 102 M, y se une con una
“afinidad muy alta” cuando la Kg es de 1-5 x 10710 M. En una
forma de realizacidén, la molécula de unidén al antigeno tiene
una Kq £ 102 M. En una forma de realizacidn, la constante de
disociacidén es <1 x 107>, En otras formas de realizacidn, las
moléculas de unidén a antigenos se uniridn al FLT3 humano con
una Kg de entre aproximadamente 107 M y 10713 M, y en aun otra
forma de realizacidén las moléculas de unidn a antigenos se
unirdn con una Kgq de 1,0-5 x 10-10,

Se dice gque una molécula de wunién al antigeno es
“selectiva” cuando se une a un blanco con mayor afinidad que
a un segundo blanco.

E1l término “anticuerpo” hace referencia a una
inmunoglobulina intacta de cualquier isotipo o un fragmento

de esta que puede competir con el anticuerpo intacto por la
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unién especifica al antigeno blanco, e incluye, por ejemplo,
anticuerpos quiméricos, humanizados, completamente humanos vy
biespecificos. Un “anticuerpo” es una especie de una molécula
de unidén al antigeno definida en la presente. En general, un
anticuerpo intacto comprenderd por lo menos dos cadenas
pesadas completas y dos cadenas livianas completas, pero en
algunos casos, puede incluir menos cadenas, tales como los
anticuerpos naturales en los camélidos, que pueden comprender
solamente cadenas pesadas. Los anticuerpos pueden derivar de
una sola fuente o pueden ser quiméricos, es decir, distintas
porciones del anticuerpo pueden derivar de dos anticuerpos
diferentes, como se describird con mayor detalle més
adelante. Las moléculas de unidén al antigeno, los anticuerpos
o los fragmentos de unidén se pueden producir en hibridomas,
mediante técnicas de ADN recombinante o mediante corte
enzimdtico o quimico de anticuerpos intactos. A menos que se
indique de otra manera, el término “anticuerpo” incluye,
ademds de los anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas
de longitud completa vy dos cadenas livianas de longitud
completa, derivados, variantes, fragmentos y mutaciones de
estos, de los cuales se describen ejemplos mas adelante.
Ademds, a menos que se los excluya de manera explicita, 1los
anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos

biespecificos, minicuerpos, dominios de anticuerpos,
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anticuerpos sintéticos (conocidos en algunas ocasiones en la
presente como “miméticos de anticuerpos”), anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos,
fusiones de anticuerpos (conocidas en algunas ocasiones en la
presente como “conjugados de anticuerpos”), y fragmentos de
éstos, respectivamente.

Las regiones variables tipicamente presentan la misma
estructura general de regiones de marco (FR) relativamente
conservadas unidas por las 3 regiones hipervariables (es
decir, “CDR”). Las CDR de 1las dos cadenas de cada par
tipicamente estédn alineadas por las regiones de marco, que
pueden permitir la unidén con un epitopo especifico. Desde el
extremo amino hasta el extremo carboxilo, las regiones
variables de las cadenas liviana vy ©pesada tipicamente
comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 vy
FR4. Por convenciédn, las regiones de CDR en la cadena pesada
tipicamente se conocen <como CDR1, CDR2 vy CDR3 HC. Las
regiones CDR en la cadena ligera tipicamente se conocen como
LC CDR1l, CDR2 y CDR3. La asignacién de los aminocacidos a cada
dominio tipicamente es acorde con las definiciones de Kabat
(Segs of Proteins of Immunological Interest (NIH , Bethesda,
MD (1987 vy 1991)) o de Chothia (J. Mol. Biol., 196: 901-917
(1987); Chothia et al., Nature, 342: 878-883 (1989)). Se

pueden emplear varios métodos de anadlisis para identificar o
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aproximar las regiones CDR, que no sé6lo incluyen Kabat o
Chothia, sino también la definicién de AbM.

El término “cadena 1ligera” incluye una cadena ligera
completa vy fragmentos de esta que tienen una secuencia
suficiente de la regidén variable para conferir especificidad
de unidén. Una cadena ligera de longitud completa incluye un
dominio de la regidén variable, VL, y un dominio de regidn
constante, CL. El dominio de la regidén variable de la cadena
ligera se encuentra en el extremo amino terminal del
polipéptido. Las cadenas livianas incluyen cadenas kappa y
cadenas lambda.

El término “cadena pesada” incluye una cadena pesada
completa vy fragmentos de esta gque tienen una secuencia
suficiente de la regidén variable para conferir especificidad
de unidén. Una cadena pesada completa incluye un dominio de la
regién variable, VH, y tres dominios de la regidén constante,
CH1, CH2 vy CH3. El1 dominio VH se encuentra en el extremo
amino del polipéptido, y los dominios CH se encuentran en el
extremo carboxilo, de los cuales CH3 es el méds cercano al
extremo carboxilo del polipéptido. Las cadenas pesadas pueden
ser de cualquier isotipo, gque incluyen IgG (inclusive los
subtipos IgGl, IgG2, 1IgG3 e 1IgG4) e IgA (inclusive 1los
subtipos IgAl e IgA2), IgM e IgE.

El término “regidn variable” o “dominio variable” hace
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referencia a una porcidén de las cadenas livianas y/o pesadas
de un anticuerpo, lo que tipicamente incluye aproximadamente
los 120 a 130 aminoadcidos amino-terminales de la cadena
pesada y aproximadamente los 100 a 110 aminodcidos amino-
terminales de la cadena ligera. La regidén vwvariable de un
anticuerpo tipicamente determina la especificidad de un
anticuerpo particular por su blanco.

La variabilidad no estd distribuida homogéneamente en
todos los dominios variables de los anticuerpos; esta
concentrada en subdominios de cada una de las regiones
variables de las cadenas pesada y liviana. Estos subdominios
se denominan “regiones hipervariables” o) “regiones
determinantes de complementariedad” (CDR). Las porciones mas
conservadas (es decir, no hipervariables) de 1los dominios
variables se conocen como regiones de “marco” (FRM o FR) vy
proporcionan un andamiaje para las seis CDR en el espacio
tridimensional para formar una superficie de unidén al
antigeno. Los dominios variables de las cadenas pesada vy
livianas naturales comprenden cada uno cuatro regiones FRM
(FR1, FR2, FR3 y FR4), que mayormente adoptan una
configuracién de lamina @, unidas por tres regiones
hipervariables, que forman bucles qgque conectan, y en algunos
casos forman parte, la estructura de lamina (. Las regiones

hipervariables de cada cadena se mantienen muy prdéximas entre
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si por el FRM y, con las regiones hipervariables de la otra
cadena, contribuyen en la formacién del sitio de unidén al
antigeno (véase Kabat et al., loc. cit.).

Los términos “CDR”, vy su forma en plural “CDRs”, se
refieren a la regién determinante de complementariedad de las
cuales tres conforman el caracter de unién de una regidn
variable de la cadena ligera (CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3) y tres
conforman el caracter de unidén de una regidén variable de la
cadena pesada (CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3). Las CDR contienen a
la mayoria de los residuos responsables de las interacciones
especificas del anticuerpo con el antigeno y por ende
contribuyen en la actividad funcional de wuna molécula de
anticuerpo: son los principales determinantes de la
especificidad del antigeno.

Los limites y las longitudes exactos que definen las CDR
son objeto de diferentes sistemas de clasificacién vy
numeracidén. Por ello, se puede hacer referencia a las CDR
mediante las definiciones de Kabat, Chothia, contacto o
cualquier otra definicién de los limites, inclusive el
sistema de numeracidén que se describe en la presente. A pesar
de los diferentes limites, cada wuno de estos sistemas
presenta algun grado de superposicidén en lo gque constituyen
las denominadas “regiones hipervariables” dentro de 1las

secuencias variables. Las definiciones de CDR de acuerdo con
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estos sistemas pueden entonces diferir en cuanto a longitud vy
areas del limite con respecto a la regidn de marco adyacente.
Véase, por ejemplo, Kabat (un enfoque basado en la
variabilidad entre especies), Chothia (un enfoque basado en
estudios cristalograficos de los complejos de antigeno-
anticuerpo) y/o MacCallum (Kabat et al., loc. cit.; Chothia
et al., J. MoI. Biol, 1987, 196: 901-917; y MacCallum et al.,
J. MoI. Biol, 1996, 262: 732). Aun otro estédndar para
caracterizar el sitio de unidén al antigeno es la definicidn
de AbM usada por el software de modelacién de los anticuerpos
AbM de Oxford Molecular. Véase, por ejemplo, Protein Sequence
and Structure Analysis of Antibody Variable Domains; en:
Antibody  Engineering Lab  Manual (Ed.: Duebel, S. \%
Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg). En la medida en
que dos técnicas de identificacidén de residuos definen
regiones superpuestas, pero no idénticas, se pueden combinar
para definir una CDR hibrida. Sin embargo, se prefiere 1la
numeraciédn de acuerdo con el sistema conocido como Kabat.

Tipicamente, las CDR forman una estructura de bucle que
se puede clasificar como una estructura candnica. E1l término
“estructura candnica” se refiere a la principal conformacidn
de cadena que es adoptada por los bucles de unidén al antigeno
(CDR) . A partir de estudios estructurales comparativos, se ha

encontrado que cinco de los seis bucles de unidén al antigeno
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tienen tan solo un repertorio limitado de conformaciones
disponibles. Cada estructura candnica se puede caracterizar
por los é&ngulos de torsidén del esqueleto polipeptidico. Los
bucles entre anticuerpos correspondientes pueden entonces
tener estructuras tridimensionales muy similares, a pesar de
la elevada variabilidad de secuencias de aminoacidos en la
mayor parte de los bucles (Chothia y Lesk, J. MoI. Biol.,
1987, 196: 901; Chothia et al., Nature, 1989, 342: 877;
Martin y Thornton, J. MoI. Biol, 1996, 263: 800). Ademas,
existe una relacidén entre la estructura adoptada por el bucle
% las secuencias de aminoacidos que 1o rodean. La
conformacidn de una clase candénica particular estéa
determinada por la longitud del bucle y los residuos de
aminodcidos que residen en posiciones clave dentro del bucle,
asi como dentro del marco conservado (es decir, fuera del
bucle). Por 1lo tanto, la asignacién a una clase candnica
particular puede efectuarse sobre la base de la presencia de
estos residuos de aminoacidos clave.

El término “estructura candénica” también puede incluir
consideraciones <con respecto a la secuencia lineal del
anticuerpo, por ejemplo, segun Kabat (Kabat et al., loc.
cit.). El esquema (sistema) de numeracidédn de Kabat es un
estdndar adoptado ampliamente para la numeracidédn de los

residuos de aminodcidos de un dominio variable de un



63
anticuerpo de una manera consistente vy es el esquema
preferido aplicado en la presente invencidén como también se
menciona en otra parte en la presente. También se pueden usar
consideraciones estructurales adicionales para determinar la
estructura candénica de un anticuerpo. Por ejemplo, aquellas
diferencias que no se ven completamente reflejadas por la
numeracidédn de Kabat se pueden describir mediante el sistema
de numeracidédn de Chothia et al., y/o reveladas mediante otras
técnicas, por ejemplo, cristalografia vy modelacidén por
computadora bi o tridimensional. Por lo tanto, se puede
asignar una secuencia de anticuerpo dada a una clase candnica
que permita, entre otros aspectos, identificar las secuencias
basicas apropiadas (por ejemplo, basado en el deseo de
incluir una variedad de estructuras candénicas en una
biblioteca). La numeraciédn de Kabat de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos % las consideraciones
estructurales descritas por Chothia et al., lIoc. cit. y sus
implicancias para interpretar aspectos candnicos de la
estructura del anticuerpo, estan descritas en la literatura.
Las estructuras de las subunidades vy 1las configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas
son bien conocidas en la técnica. Por una revisidén de 1la
estructura de anticuerpos, véase Antibodies: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow et al.,
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1988.

La CDR3 de la cadena ligera y, en particular, la CDR3 de
la cadena pesada pueden constituir 1los determinantes més
importantes en la unidén al antigeno dentro de las regiones
variables de las cadenas 1liviana vy ©pesada. En algunas
construcciones de anticuerpos, la CDR3 de la cadena pesada
parece constituir la principal &rea de contacto entre el
antigeno y el anticuerpo. Se pueden usar los esquemas de
seleccidn 1in vitro, en los cuales solamente varia la CDR3,
para variar las propiedades de unidén de un anticuerpo o para
determinar los residuos gque contribuyen en la unidén de un
antigeno. Por ende, la CDR3 tipicamente es la mayor fuente de
diversidad molecular dentro del sitio de unidén al anticuerpo.
Por ejemplo, H3 puede ser tan corto como de dos residuos de
aminodcidos o puede ser de 26 aminoacidos.

El término “neutralizacién” se refiere a una molécula de
unién al antigeno, scFv o anticuerpo, respectivamente, que se
une a un ligando y previene o reduce el efecto bioldégico de
dicho ligando. Esto puede realizarse, por ejemplo, por medio
del bloqueo directo de un sitio de unién en el ligando o
mediante la unidén al ligando y la alteracidén de la capacidad
del ligando de wunirse por medios indirectos (tal como por
medio de alteraciones estructurales o energéticas en el

ligando). En algunas formas de realizacidén, el término
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también puede indicar una molécula de unidén al antigeno que
impide que la proteina a la que estd unida lleve a cabo una
funcidén bioldgica.

El término “blanco” o “antigeno” hace referencia a una
molécula o una porcidén de una molécula capaz de unirse a una
molécula de unidén al antigeno. En determinadas formas de
realizacidén, un blanco puede tener uno o mas epitopos.

El término “competir”, cuando se usa en el contexto de
moléculas de unidén a antigenos que compiten por el mismo
epitopo, se refiere a la competencia entre las moléculas de
unién a antigenos determinada mediante un ensayo en el cual
la molécula de unidén al antigeno (por ejemplo, un anticuerpo
o un fragmento inmunoldgicamente funcional del mismo) que se
estd evaluando previene o inhibe (por ejemplo, reduce) la
unién especifico de una molécula de unidén al antigeno de
referencia a un antigeno. Se pueden usar numerosos tipos de
ensayos de unidén competitiva para determinar si una molécula
de wunidén al antigeno compite con otra, por ejemplo, un
radioinmunocensayo (RIA) directo o indirecto en fase sdélida
(RIA), un inmunoensayo directo o indirecto en fase sbélida con
enzimas (EIA), un ensayo de competencia intercalado (Stahli
et al., 1983, Methods 1in Enzymology 9: 242-253); wun EIA
directo en fase sdélida con biotina-avidina (Kirkland et al.,

1986, J. Immunol. 137: 3614-3619), un ensayo directo con
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marca en fase sélida, un ensayo intercalado directo con marca
en fase sélida (Harlow y Lane, 1988, Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press); un RIA directo en fase
s6lida con el uso de una marca de I-125 (Morel et al., 1988,
Molec. Immunol. 25: 7-15); un EIA directo en fase sélida con
biotina-avidina (Cheung, et al., 1990, Virology 176: 546-
552); vy un RIA directo con una marca (Moldenhauer et al.,
1990, Scand. J. Immunol. 32: 77-82). El término “epitopo”
incluye cualquier determinante capaz de unirse a una molécula
de unidén al antigeno, tal como un scFv, un anticuerpo o una
célula inmunitaria de la invencién. Un epitopo es una regidn
de un antigeno que se une a una molécula de unidén al antigeno
dirigida a dicho antigeno, vy cuando el antigeno es una
proteina, incluye aminoadcidos especificos que estadn en
contacto directo con la molécula de unibén al antigeno.

Segun se usa en la presente, los términos “marca” o
“marcado” hacen referencia a la incorporacidén de una marca
detectable, por ejemplo, la incorporacidén de un aminoécido
radiomarcado o la wunidén a un polipéptido de unidades de
biotina que pueden ser detectadas con avidina marcada (por
ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador fluorescente
o una actividad enzimatica gque puede ser detectada con
métodos oépticos o colorimétricos). En determinadas formas de

realizacién, la marca o el marcador también pueden ser
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terapéuticos. Se pueden usar diversos métodos para marcar
polipéptidos y glicoproteinas que son conocidos en la
técnica.

De acuerdo con la invencién, en la presente se puede
incorporar las técnicas se interruptores de control de
activado-desactivado u otros tipos de técnicas de conmutacidn
de control. Estas técnicas pueden emplear el uso de dominios
de dimerizacidén % activadores opcionales de dicha
dimerizaciédn de dominios. ©Estas técnicas incluyen, por
ejemplo, las que describieron Wu et al., Science 2014 350
(6258) wutilizando los sistemas de dimerizacidén FKBP/Rapalog
en algunas células, cuyos contenidos se 1incorporan por
completo en la presente a modo de referencia. Se describe
tecnologia adicional sobre dimerizacidén, por ejemplo, en
Fegan et al., Chem. Rev. 2010, 110, 3315-3336 asi como en las
Patentes de los EE. UU. No: 5.830.462; 5.834.266; 5.869.337;
y 6.165.787, cuyos contenidos también se 1incorporan por
completo en la presente a modo de referencia. Los pares de
dimerizacidn adicionales pueden incluir ciclosporina-
A/receptor de ciclofilina, estrdgeno/receptor de estrdgeno
(opcionalmente usando tamoxifeno), glucocorticoides/receptor
de glucocorticoides, tetraciclina/receptor de tetraciclina,
vitamina D/receptor de vitamina D. Otros ejemplos de

tecnologia de dimerizacidén se pueden consultar, por ejemplo,
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en WO 2014/127261, WO 2015/090229, US 2014/0286987, US
2015/0266973, US 2016/0046700, Patente de 1los EE.UU. No:
8.486.693, Us 2014/0171649 y US 2012/0130076, cuyos
contenidos también se incorporan por completo en la presente
a modo de referencia.

METODOS DE TRATAMIENTO

Las células T nativas se pueden (i) remover de un paciente,
(ii) modificar genéticamente para expresar un receptor de un
antigeno quimérico (CAR) que se une a por lo menos un
antigeno tumoral (1i1) expandir ex vivo formando una
poblacién més grande de células T modificadas vy (iv)
reintroducirlas en el paciente, utilizando una inmunoterapia
adoptiva. Véase, por ejemplo, las Patentes de los EE. UU. No:
7.741.465 vy 6.319.494, Eshhar et al., (Cancer Immunol,
supra); Krause et al., (supra):; Finney et al., (supra).
Después de reintroducir 1las células T modificadas en el
paciente, pueden mediar una respuesta inmunoldgica contra
células que expresan al antigeno tumoral. Véase, por ejemplo,
Krause et al., J. Exp. Med., volumen 188, No. 4, 1998 (619-
626) . Esta respuesta inmunoldgica incluye secrecidn de IL-2 y
otras citoquinas por <células T, la expansidédn clonal de
células T que reconocen al antigeno tumoral y muerte
especifica mediada por células T de células positivas para el

blanco. Véase Hombach et al., Journal of Immun., 167: 6123-
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6131 (2001).

Por ello, en algunos aspectos la invencidn comprende un
método para tratar o prevenir una condicidén asociada con
niveles indeseados y/o elevados de FLT3 en un paciente, que
comprende administrar a un paciente gque 1lo necesita una
cantidad eficaz de por 1lo menos una molécula de unidén al
antigeno aislada, CAR o TCR divulgados en la presente.

Se proveen métodos para tratar enfermedades o)
trastornos, que incluyen cancer. En algunas formas de
realizacién, la invencidén se relaciona con la creacidn de una
respuesta inmunoldégica mediada por células T en un sujeto,
que comprende administrar una cantidad eficaz de las células
inmunitarias modificadas de la presente solicitud a dicho
sujeto. En algunas formas de realizacidén, la respuesta
inmunolégica mediada por células T estd dirigida contra una o
més células diana. En algunas formas de realizacidén, la
célula inmunitaria modificada comprende un receptor de un
antigeno quimérico (CAR) o un receptor de células T (TCR). En
algunas formas de realizacidén, la célula diana es una célula
tumoral. En algunos aspectos, la invencidén comprende un
método para tratar o prevenir una forma maligna, donde dicho
método comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad eficaz de por lo menos una molécula de unidén al

antigeno aislada que se describe en la presente. En algunos
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aspectos, la invencién comprende un método para tratar o
prevenir una forma maligna, donde dicho método comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz
de por lo menos una célula inmunitaria, en donde dicha célula
inmunitaria comprende por lo menos un receptor del antigeno
quimérico, un receptor de células T y/o una molécula de unidn
al antigeno aislada como se describe en la presente.

En algunos aspectos, la invencién comprende una
composicidén farmacéutica que comprende por lo menos una
molécula de unidén al antigeno que se describid en la presente
y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas
formas de realizacidén, la composicidédn farmacéutica comprende
ademas un agente activo adicional.

Las moléculas de unién a antigenos, los CAR, los TCR,
las células inmunitarias vy semejantes de la invencidn se
pueden usar para tratar enfermedades mieloides que incluyen,

pero en un sentido no taxativo, leucemia mieloide aguda

(AML) , leucemia mielogénica crdnica (CML) , leucemia
mielomonocitica crdnica (CMML) , leucemia mielomonocitica
juvenil, leucemia mieloide crbnica atipica, leucemia

promielocitica aguda (APL), leucemia monoblastica aguda,
leucemia eritroide aguda, leucemia megacarioblastica aguda,
sindrome mielodisplésico (MDS), trastorno mieloproliferativo,

neoplasia mieloide, sarcoma mieloide) o combinaciones de los
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mismos. Otras enfermedades incluyen enfermedades
inflamatorias y/o autoinmunitarias tales como artritis
reumatoide, psoriasis, alergias, asma, enfermedad de Crohn,
IBD, IBS, fibromialgia, mastocitosis y enfermedad celiaca.

Se podréd apreciar que las dosis diana para las células
CAR*/ CAR-T*/ TCR' pueden variar en un intervalo de 1 x 10°-2
x 1010 células/kg preferiblemente, 2 x 106 células/kg méas
preferiblemente. Se podrd apreciar gque en determinados
sujetos pueden ser apropiadas las dosis por encima y por
debajo de este intervalo, y un profesional de la salud podra
determinar los niveles de dosis apropiados segun necesidad.
Adicionalmente, se pueden proveer multiples dosis de células
de acuerdo con la invenciédn.

También se proveen métodos para reducir el tamafio de un
tumor en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una
célula modificada de la presente invencidédn a dicho sujeto, en
donde la célula comprende un receptor de un antigeno
quimérico, un receptor de <células T o un receptor del
antigeno quimérico basado en el receptor de células T que
comprende una molécula de unidén al antigeno que se une a un
antigeno sobre el tumor. En algunas formas de realizacidn, el
sujeto tiene un tumor sdélido o una forma maligna sanguinea,
tal como un linfoma o leucemia. En algunas formas de

realizacidén, la célula modificada se suministra en un lecho
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tumoral. En algunas formas de realizacidén, el céancer estéa
presente en la médula Osea del sujeto.

En algunas formas de realizacidn, las células
modificadas son células T autdlogas. En algunas formas de
realizacién, las células modificadas son células T
alogénicas. En algunas formas de realizacidn, las células
modificadas son células T heterdlogas. En algunas formas de
realizacidén, las células modificadas de la presente solicitud
se transfectan o transducen in vivo. En otras formas de
realizacién, las células modificadas se transfectan o
transducen ex vivo.

Los métodos también pueden comprender administrar uno o
mas agentes quimioterapéuticos. En determinadas formas de
realizaciédn, el agente quimioterapéutico es un
quimioterapéutico redactor de linfocitos (preacondicionante).
Los regimenes de tratamiento preacondicionantes beneficiosos,
junto con los biomarcadores beneficiosos correlativos, se
describen en las Solicitudes Provisionales de Patente de los
EE. UU. No: 62/262.143 y 62/167.750 que se incorporan por
completo en la presente a modo de referencia. Se describen,
por ejemplo, métodos de acondicionamiento de un paciente que
necesita de una terapia con células T que comprende
administrar al paciente dosis beneficiosos especificos de

ciclofosfamida (entre 200 mg/m?2/dia y 2000 mg/m?/dia) y dosis
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especificas de fludarabina (entre 20 mg/m?/dia y 900
mg/m?2/dia). Un régimen de dosis preferido comprende tratar un
paciente mediante la administracidén diaria al paciente de
aproximadamente 500 mg/m?/dia de ciclofosfamida v
aproximadamente 60 mg/m?/dia de fludarabina durante tres dias
antes de la administracidén de una cantidad terapéuticamente
eficaz de células T modificadas al paciente.

En otras formas de realizacidén, la molécula de unidn al
antigeno, 1las células transducidas (o modificadas de otra
manera) (tal como con CAR o) TCR) y el agente
quimioterapéutico se administran cada una en una cantidad
eficaz para tratar la enfermedad o afeccién en el sujeto.

En determinadas formas de realizacidn, las composiciones
que comprenden las células inmunitarias efectoras que
expresan CAR divulgadas en la presente se pueden administrar
junto con cualguier numero de agentes quimioterapéuticos. Los
ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes
alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXANTY) ;
alquilsulfonatos tales como busulfan, improsulféan y

piposulfan; aziridinas tales como Dbenzodopa, carbocuona,

meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas
incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y

trimetilolomelamina resume; mostazas de nitrdégeno tales como
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clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato del 6xido de
mecloretamina, melfaléan, novembichina, fenesterina,

prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas

tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,

nimustina, ranimustina; antibidéticos tales como
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina,

carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorubicina, epirubicina, esorubicina, idarubicina,
marcelomicina, mitomicinas, &cido micofendélico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
qgquelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinoestatina, zorubicina;
antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-
FU); anadlogos de &cido félico tales como denopterina,
metotrexato, pteropterina, trimetrexato; andlogos de purina
tal como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguanina; andlogos de pirimidina tales como ancitabina,
azacitidina, 6b-azauridina, carmofur, citarabina,
dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-
FU; andrbdgenos tales como calusterona, propionato de

dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona;
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anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano,
trilostano; repositor de &cido félico tal como el é&cido
frolinico; aceglatona; aldofosfamida glicésido; acido
aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno;
edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfomitina;
acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet;
pirarubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida;
procarbazina; PSK®; razoxano; sizofirano; espirogermanio;
dcido tenuazdénico; triazicuona; 2',2''-triclorotrietilamina;
uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindésido (“Ara-C”);
ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, por ejemplo, paclitaxel
(TAXOL™, Bristol-Myers Squibb) y docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-
Poulenc Rorer); clorambucilo, gemcitabine, 6-tioguanina;
mercaptopurina; metotrexato; andlogos de platino tales como
cisplatino y carboplatino; wvinblastina; platino; etopdsido
(VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina;

vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina;

aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de
topoisomerasa RES2000; difluorometilornitina (DMFO) ;
derivados de acido retinoico tales como Targretin™

(bexaroteno), Panretin™, (alitretinoina); ONTAK™
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(denileuquina diftitox); esperamicinas; capecitabina; %
sales, &cidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los mencionados. Esta definicidén también
incluye agentes anti-hormonales, que actian en la regulacidn
o inhibicién de la accidédn de la hormona en tumores, tales
como anti-estrdégenos que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno,
raloxifeno, 4 (5)-imidazoles inhibidores de aromatasa, 4 -
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018,
onapristona y toremifeno (Fareston); y anti-andrbdgenos tales
como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida vy
goserelina; vy sales, é&cidos o derivados farmacéuticamente
aceptables de cualquier de los mencionados. También se
administran combinaciones de agentes quimioterapéuticos
cuando fuera apropiado, gque incluyen, pero en un sentido no
taxativo, CHOP, es decir, ciclofosfamida (Cytoxan®),
doxorubicina (hidroxidoxorubicina), vincristina (Oncovin®) vy
prednisona.

En algunas formas de realizaciédn, el agente
quimioterapéutico se administra al mismo tiempo o en el
transcurso de una semana después de la administracién de la
célula o el &cido nucleico modificado. En otras formas de
realizacidén, el agente gquimioterapéutico se administra entre
1 yv 4 semanas o entre 1 semana y 1 mes, entre 1 semana y 2

meses, entre 1 semana y 3 meses, entre 1 semana y 6 meses,
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entre 1 semana y 9 meses o entre 1 semana y 12 meses después
de administrar la célula o el &acido nucleico modificado. En
otras formas de realizacidn, el agente quimioterapéutico se
administra por lo menos 1 mes antes de administrar la célula
o el &4cido nucleico. En algunas formas de realizacidén, 1los
métodos también comprenden administrar dos o mas agentes
quimioterapéuticos.

Se puede usar una variedad de agentes terapéuticos
adicionales junto con las composiciones que se describen en
la presente. Por ejemplo, los agentes terapéuticos adicional
potencialmente Utiles incluyen inhibidores de PD-1 tales como
nivolumab (Opdivo®), pembrolizumab (Keytruda®), pembrolizumab,
pidilizumab y atezolizumab.

Los agentes terapéuticos adicionales adecuadas que son
de utilidad en combinacidén con la invencidén incluyen, pero en
un sentido no taxativo, ibrutinib (Imbruvica®), ofatumumab
(Arzerra®), rituximab (Rituxan®), bevacizumab (Avastin®),
trastuzumab (Herceptin®), trastuzumab emtansina (KADCYLA®),
imatinib (Gleevec?®), cetuximab (Erbitux®), panitumumab
(Vectibix®), catumaxomab, ibritumomab, ofatumumab,
tositumomab, brentuximab, alemtuzumab, gemtuzumab, erlotinib,
gefitinib, vandetanib, afatinib, lapatinib, neratinib,
axitinib, masitinib, pazopanib, sunitinib, sorafenib,

toceranib, lestaurtinib, axitinib, cediranib, lenvatinib,
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nintedanib, pazopanib, regorafenib, semaxanib, sorafenib,
sunitinib, tivozanib, toceranib, wvandetanib, entrectinib,
cabozantinib, imatinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib,
radotinib, bosutinib, lestaurtinib, ruxolitinib, pacritinib,
cobimetinib, selumetinib, trametinib, binimetinib, alectinib,
ceritinib, crizotinib, aflibercept, adipotida, denileuquina
diftitox, inhibidores de mTOR tales como Everolimus vy
Temsirolimus, inhibidores de 1la wvia Hedgehog tales como
sonidegib vy vismodegib, inhibidores de CDK tal como un

inhibidor de CDK (palbociclib).
En formas de realizacidén adicionales, la composicidén que
comprende células inmunitarias que contienen CAR se puede
administrar con un agente antiinflamatorio. Los agentes o

farmacos antiinflamatorios incluyen, pero en un sentido no

taxativo, esteroides y glucocorticoides (que incluyen
betametasona, budesénida, dexametasona, acetato de
hidrocortisona, hidrocortisona, hidrocortisona,

metilprednisolona, prednisolona, prednisona, triamcinolona),
farmacos antiinflamatorios no esteroides (NSAID) que incluyen
aspirina, ibuprofeno, naproxeno, metotrexato, sulfasalazina,
leflunomida, medicaciones anti-TNF, ciclofosfamida %
micofenolato. Los ejemplos de NSAID incluyen ibuprofeno,
naproxeno, naproxeno sbébdico, inhibidores de Cox-2 %

sialilatos. Los ejemplos de analgésicos incluyen
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acetaminofeno, oxicodona, tramadol de clorhidrato de
proporoxifeno. Los ejemplos de glucocorticoides incluyen
cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona,
prednisolona o prednisona. Los ejemplos de modificadores de
la respuesta bioldgica incluyen moléculas dirigidas contra
marcadores de la superficie celular (por ejemplo, CD4, CDS5,
etc.), inhibidores de citoquinas, tales como los antagonistas
de TNF, (por ejemplo, etanercept (ENBREL®) , adalimumab
(HUMIRA®) e infliximab (REMICADE®), inhibidores de
quimioquinas e inhibidores de moléculas de adhesidédn. Los
modificadores de la respuesta bioldégica incluyen anticuerpos
monoclonales, asi como formas recombinantes de las moléculas.
Los ejemplos de DMARD incluyen azatioprina, ciclofosfamida,
ciclosporina, metotrexato, penicilamina, leflunomida,
sulfasalazina, hidroxicloroquina, oro (oral (auranofina) e
intramuscular) y minociclina.

En determinadas formas de realizacidn, las composiciones
que se describen en la presente se administran junto con una
citoquina. El1 término “citoquina”, segin se usa en la
presente, se refiere a las proteinas liberadas por una
poblacidén de células gue actltan sobre otra célula como
mediadores intercelulares. Los ejemplos de citoguinas
incluyen linfoquinas, monoquinas % las hormonas

polipeptidicas tradicionales. Las citoquinas incluyen
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hormonas de crecimiento, tales como la hormona de crecimiento
humana, la hormona de crecimiento N-metionilo humana y la
hormona de crecimiento Dbovina; la hormona paratiroidea;
tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorrelaxina; las
hormonas glicoproteicas, tales como la hormona foliculo
estimulante (FSH), la hormona estimulante de tiroides (TSH) vy
la hormona luteinizante (LH); el factor de crecimiento
hepdtico (HGF); el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF) ; prolactina; lactdégeno placentario; la sustancia
inhibidora mulleriana; el péptido asociado con gonadotrofinas
de ratédn; inhibina; activina; el factor de crecimiento del
endotelio vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores
de crecimiento de los nervios (NGF), tal como NGF-alfa; el
factor de crecimiento de plaquetas; los factores de
crecimiento transformantes (TGF), tales como TGF-alfa y TGF-
beta; los factores de crecimiento tipo insulina I vy II;
eritropoyetina (EPO) ; los factores osteoinductores;
interferones, tales como los interferones alfa, beta y gamma;
los factores estimulantes de colonias (CSF), tales como el
CSF de macrdéfagos (M-CSEF), el CSF de granulocitos vy
macrdfagos (GM-CSF) y el CSF de granulocitos (G-CSF) ;
interleuquinas (IL), tales como IL-1, IL-l1-alfa, IL-2, IL-3,
I1.-4, I1L-5, I1L-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12; IL-

15; un factor de necrosis tumoral, tal como TNF-alfa o TNF-
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beta; y otros factores polipeptidicos, que incluyen LIF y el
ligando Kit (KL). Segun se usa en la presente, el término
citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o cultivos
de células recombinantes, y equivalentes con actividad
biolégica de las secuencias de citogquinas nativas.

En algunos aspectos, la invencidén comprende una molécula
de unidén al antigeno que se une al FLT3 con una Kg que es
menor que 100 pM. En algunas formas de realizacidén, la
molécula de uniédn al antigeno se une con una Kg gue es menor
que 10 pM. En otras formas de realizacidén, la molécula de
unién al antigeno se une con una Kg que es menor que 5 pM.

METODOS DE ELABORACION

Se puede utilizar una variedad de técnicas conocidas en la
elaboracidén de los polinucledtidos, polipéptidos, vectores,
moléculas de unidén a antigenos, células inmunitarias,
composiciones y semejantes de acuerdo con la invencién.

Antes de la manipulacién o modificacidn genética 1in
vitro de las células inmunitarias gque se describen en la
presente, se pueden obtener células de un sujeto. En algunas
formas de realizacidén, las células inmunitarias comprenden
células T. Las células T se pueden obtener de numerosas
fuentes, que incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), médula désea, tejido de ndédulos linfaticos,

sangre de corddn umbilical, tejido de timo, tejido de un
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sitio de infecciédén, ascitis, efusidén pleural, tejido de bazo
y tumores. En determinadas formas de realizacidn, las células
T se pueden obtener de una unidad de sangre recolectada del
sujeto usando cualquiera de numerosas técnicas conocidas por
el especialista, tal como separacidén con FICOLL™. Las células
preferiblemente se pueden obtener de la sangre circulante de
un individuo por aféresis. El1 producto de wuna aféresis
contiene tipicamente linfocitos, que incluyen células T,
monocitos, granulocitos, células B, otros gldébulos blancos
nucleados, gldébulos rojos y plaquetas. En determinadas formas
de realizacidén, las células recolectadas por aféresis se
pueden lavar para eliminar la fraccidén plasmatica y colocar
en una solucidén amortiguadora o medio apropiado para el
procesamiento subsiguiente. Las células se pueden lavar con
PBS. Como se podrad apreciar, se puede emplear un paso de
lavado, tal como usar una centrifuga de flujo semiautomiatica
- por ejemplo, el procesador de células Cobe™ 2991, el Baxter
CytoMate™ o semejantes. Después del lavado, las células se
pueden resuspender en una variedad de soluciones
amortiguadoras biocompatibles, u otra solucidén salina con o
sin solucién amortiguadora. En determinadas formas de
realizacidén, se pueden eliminar los componentes indeseados de
la muestra de la aféresis.

En determinadas formas de realizacidn, se aislan células



83

T de las PBMC mediante lisado de 1los gldbébulos rojos vy
agotamiento de monocitos, por ejemplo, usando centrifugacidn
a través de un gradiente de PERCOLL™. Se puede aislar ademés
una subpoblacién de células T especifica, tales como células
T CD28*, CD4*, CD8%, CD45RA* y CD45RO*" mediante técnicas de
seleccidén positiva o negativa que son conocidas en la
técnica. Por ejemplo, el enriquecimiento de una poblacidén de
células T mediante seleccién negativa se puede efectuar con
una combinacidén de anticuerpos dirigidos a los marcadores de
superficie que son Unicos para las células seleccionadas
negativamente. Un método de wutilidad en la presente es la
separacién de células vy/o la seleccidén por medio de
inmunoadherencia magnética negativa o citometria de flujo,
que emplea un céctel de anticuerpos monoclonales dirigidos a
los marcadores de la superficie celular presentes sobre las
células seleccionadas negativamente. Por ejemplo, para el
enriquecimiento en células CD4+ mediante seleccidn negativa,
el coéctel de anticuerpos monoclonales incluye tipicamente
anticuerpos contra CD14, CD20, CDllb, CDl6, HLA-DR vy CDS8.
También se puede usar citometria de flujo y separacidn de
células para aislar poblaciones de células de interés que son
de utilidad en la presente invencidn.

Las PBMC se pueden usar directamente para la

modificacién genéticas con las células inmunitarias (tales
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como CAR o TCR) usando los métodos que se describen en la
presente. En determinadas formas de realizacidn, después de
aislar las PBMC, se pueden aislar adicionalmente 1los
linfocitos T 'y se pueden separar tanto linfocitos T
citotdéxicas como auxiliares en subpoblaciones de células T no
expuestas con anterioridad, de memoria y efectoras, ya sea
antes o después de la modificacidén y/o expansidn genética.

En algunas formas de realizacidén, también se separan
células CD8" en células no expuestas con anterioridad, de
memoria central y efectoras mediante la identificacidén de los
antigenos de la superficie celular que estidn asociados con
cada uno de estos tipos de células CD8'. En algunas formas de
realizacién, la expresidén de marcadores fenotipicos de las
células T de memoria central incluyen CD45RO, CD62L, CCR7,
CDh28, CD3 y CDl27 y son negativas para la granzima B. En
algunas formas de realizacidén, las células T de memoria
central son células T CD45RO*, CD62L*, CD8*. En algunas formas
de realizacidén, las células T efectoras son negativas para
CD62L, CCR7, CD28 y CDl127, y positivas para la granzima B vy
perforina. En determinadas formas de realizacidbdbn, también se
separan células T CD4' en subpoblaciones. Por ejemplo, las
células T auxiliares CD4* se pueden separar en células no
expuestas con anterioridad, de memoria central y efectoras

mediante identificacidén de poblaciones de células dque
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presentan antigenos sobre la superficie celular.

Las células inmunitarias, tales como células T, se
pueden modificar genéticamente después del aislamiento usando
métodos conocidos, o las células inmunitarias se pueden
activar vy expandir (o diferenciar en el <caso de 1los
progenitores) 1iIn vitro antes de modificarlas genéticamente.
En otra forma de realizacidén, las células inmunitarias, tales
como células T, estdn modificadas genéticamente con 1los
receptores de antigenos quiméricos que se describen en la
presente (por ejemplo, fueron transducidas con un vector
viral que comprende una o mas secuencias de nuclebdtidos que
codifican un CAR) y luego se activan y/o expanden 1in vitro.
Los métodos para activar y expandir células T son conocidos
en la técnica y se describen, por ejemplo, en la Patente de
los EE. UU. NO: 6.905.874; la Patente de los EE. UU. NO:
6.867.041; la Patente de los EE. UU. NO: 6.797.514; y en PCT
W02012/079000, cuyos contenidos se incorporan por completo en
la presente a modo de referencia. En general, dichos métodos
incluyen poner PBMC o células T aisladas en contacto con un
agente estimulante vy un agente coestimulante, tales como
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, generalmente unidos a una
esfera u otra superficie, en un medio de cultivo con las
citoquinas apropiadas, tal como IL-2. Los anticuerpos anti-

CD3 y anti-CD28 unidos a la misma esfera sirven como una
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célula presentadora de antigeno (APC) “sustituta”. Un ejemplo
es el sistema Dynabeads®, un sistema activador/estimulante de
CD3/CD28 para la activacién fisioldgica de células T humanas.

En otras formas de realizacidén, las células T se pueden
activar y estimular para proliferar con células nutrientes vy
los anticuerpos y citoquinas apropiados usando métodos tales
como los que se describen en la Patente de los EE. UU. NO:
6.040.177; la Patente de 1los EE. UU. NO: 5.827.642; y en
W02012129514, cuyos contenidos se incorporan por completo en
la presente a modo de referencia.

Algunos métodos para elaborar las construcciones y las
células inmunitarias modificadas de la invencidén se describen
en la Solicitud PCT PCT/US15/14520, cuyos contenidos se
incorporan por completo en la presente a modo de referencia.
Otros métodos de elaboracidén de 1las construcciones y las
células se pueden consultar en la Solicitud Provisional de
Patente de los EE. UU. NO: 62/244036, cuyos contenidos se
incorporan por completo en la presente a modo de referencia.

Se podréd apreciar gque las PBMC también pueden incluir
otros linfocitos citotdéxicos, tales como células NK o células
T NK. Se puede introducir un vector de expresidn que
comprende la secuencia codificante de un receptor quimérico
descrito en la presente en una poblacién de células T,

células NK o células T NK donantes humanas. Las células T
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transducidas exitosamente que comprenden el vector de
expresidén se pueden separar usando citometria de flujo para
aislar las células T CD3 positivas y luego se pueden propagar
para aumentar el numero de estas células T que expresan CAR
ademads de la activacién de células usando anticuerpos anti-
CD3 e IL-2 u otros métodos conocidos en la técnica que se
describen en otra ©parte en la presente. Se emplean
procedimientos estadndar para la crioconservacién de células T
que expresan el CAR para su almacenamiento vy/o para su
preparacidédn antes de su uso en un sujeto humano. En una forma
de realizacidén, la transduccidn, cultivo y/o expansidédn de
células T 1in vitro se efecttan en la ausencia de productos
derivados de un animal no humano, tal como suero fetal de
ternera y suero fetal bovino.

Para la clonacidén de polinucledétidos, el vector se
puede introducir en una célula hospedera (una célula
hospedera aislada) para permitir la replicacidén del propio
vector y asi amplificar las copias del polinucledétido
contenido en el mismo. Los vectores de clonacidén pueden
contener los componentes de secuencias que en general, en un
sentido no taxativo, un origen de replicacidn, secuencias
promotoras, secuencias iniciadoras de la transcripcidn,
secuencias potenciadoras y marcadores seleccionables. Estos

elementos los puede seleccionar, segun corresponda, un
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especialista en la técnica. Por ejemplo, el origen de
replicacidn se puede seleccionar para promover una
replicacién autdénoma del vector en la célula hospedera.

En determinadas formas de realizacidén, la presente
divulgacidén provee células hospederas aisladas que contienen
el vector provisto en la presente. Las células hospederas que
contiene el vector pueden ser de utilidad en la expresidn o
clonacién del polinucledétido contenido en el vector. Las
células hospederas adecuadas pueden incluir, en un sentido no
taxativo, células procariotas, células fungicas, células de
levadura o células eucariotas superiores, tales como células
de mamifero. Las células procariotas adecuadas para este
propdésito incluyen, en un sentido no taxativo, eubacterias,
tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos, por
ejemplo, Enterobacteriaceae tal como Escherichia, por
ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia,
por ejemplo, Serratia marcescans y Shigella, asi como Bacilli
tal como B. subtilis y B. licheniformis, Pseudomonas tales
como P. aeruginosa y Streptomyces.

El vector se puede introducir en la célula hospedera
usando cualquiera de los métodos adecuados conocidos en la
técnica que incluyen, en un sentido no taxativo,

administracién mediada por DEAE-dextrano, el método de
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precipitacién por fosfato de calcio, administracién mediada
por lipidos catidnicos, transfeccidén mediada por liposomas,
electroporacidn, bombardeo con microproyectiles,
administracioén de genes mediada por receptores,
administracién mediada por polilisina, histona, quitosano vy
péptidos. Los métodos estandar de transfeccidn y
transformacién de células para la expresidén de un vector de
interés son bien conocidos en la técnica. En una forma de
realizacidén adicional, se puede usar una mezcla de diferentes
vectores de expresidén en la modificacién genética de una
poblacién donante de células inmunitarias efectoras, en donde
cada vector <codifica wun CAR diferente descrito en la
presente. Las células inmunitarias efectoras transducidas
resultantes forman una poblacidn mixta de células
modificadas, con una proporcidén de las células modificadas
expresan mas de un CAR diferente.

En una forma de realizacidén, 1la invencidn provee un
método para guardar las células modificadas genéticamente que
expresan CAR o TCR dirigidas a la proteina FLT3. Esto
comprende crioconservar las células inmunitarias de manera
tal que las células permanezcan viables tras el
descongelamiento. Se puede crioconservar una fraccidén de las
células inmunitarias gque expresan los CAR mediante métodos

conocidos en la técnica ©para proporcionar una fuente
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permanente de dichas células para el tratamiento futuro de
pacientes afectados con una forma maligna. Cuando fuera
necesario, las células inmunitarias transformadas
crioconservadas se pueden descongelar, hacer crecer vy
expandir para obtener mads de dichas células.

Segun se usa en la presente, el término “crioconservar”
se refiere a la conservacidén de células mediante enfriamiento
a temperaturas bajo cero, tal como (tipicamente) 77 grados
Kelvin o -196 °C (el punto de ebullicidén de nitrdbgeno
liguido). Los agentes crioprotectores a menudo se usan a
temperaturas bajo cero para preservar a las células contra
los dafios debido al congelamiento a temperaturas bajas o el
calentamiento a temperatura ambiente. Los agentes
crioconservadores y los indices de enfriamiento Oéptimos
pueden ofrecer proteccidén contra lesiones celulares. Los
agentes crioprotectores que se pueden usar de acuerdo con la
invencién incluyen, pero en un sentido no taxativo:
dimetilsulféxido (DMSO) (Lovelock & Bishop, Nature (1959);
183: 1394-1395; Ashwood-Smith, Nature (1961); 190: 1204-
1205), glicerol, polivinilpirrolidona (Rinfret, Ann. N.Y.
Acad. Sci. (1960); 85: 576) vy polietilenglicol (Sloviter &
Ravdin, Nature (1962); 196: 48). La velocidad de enfriamiento
preferida es de 1-3 °C/minuto.

El término, “sustancialmente puro” se usa para indicar
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que un componente dado estd presente a un nivel alto.
Preferiblemente, el componente es el componente predominante
que esta presente en una composicidn. Preferiblemente esta
presente a un nivel de mas del 30%, de mas del 50%, de més
del 75%, de més del 90% o aun de méds del 95%, donde dicho
nivel se determina sobre una base de peso seco/peso seco con
respecto a la composicidén total en consideracidn. A niveles
muy altos (por ejemplo, a niveles de méds del 90%, de mas del
95% o de méas del 99%) se puede considerar que el componente
se encuentra en una “forma pura”. Las sustancias
bioldégicamente activas de la presente invencidédn (que incluyen
polipéptidos, moléculas de A&cidos nucleicos, moléculas de
unidén a antigenos, porciones) se pueden proveer en una forma
que estd sustancialmente libre de uno o méds contaminantes con
los cuales de lo contrario la sustancia estaria asociada.
Cuando una composicidén estéd sustancialmente libre de un
contaminante dado, dicho contaminante se encontrard a un
nivel bajo (por ejemplo, a un nivel de menos del 10%, menos
del 5% o menos del 1% sobre la base del peso seco/peso seco
como se indicd antes).

En algunas formas de <realizacidén, 1las células se
formulan primero mediante cosecha de estas a partir de su
medio de cultivo y luego lavado vy concentracidén de las

células en un medio y un sistema contenedor adecuado para su
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administracién (un vehiculo “farmacéuticamente aceptable”) en
una cantidad eficaz para el tratamiento. Los medios de
infusidén adecuados pueden comprender cualquier formulacidn de
un medio isotdénico, tipicamente salina normal, Normosol™ R
(Abbott) o Plasma-Lyte™ A (Baxter), pero también se puede
utilizar dextrosa al 5% en agua o lactato de Ringer. El medio
de infusidén se puede suplementar con albumina de suero
humano.

Las cantidades de tratamiento deseadas de las células
presentes en la composicidédn generalmente es de por 1lo menos 2
células (por ejemplo, por lo menos 1 subconjunto de células T
de memoria central CD8' y por 1lo menos 1 subconjunto de
células T auxiliares CD4*) o mas tipicamente es de mas de 107
células y hasta 109, hasta e inclusive 108 o 102 células vy
puede ser de més de 1019 células. E1 numero de células
dependerd del uso deseado pretendido de la composicién y del
tipo de células incluidas en la misma. La densidad de las
células deseadas tipicamente es mayor que 106 células/ml y en
general es mayor que 107 células/ml, generalmente 108
células/ml o mayor. El numero de células inmunitarias
clinicamente relevante se puede distribuir en multiples
infusiones que acumuladas son iguales o exceden 105, 106, 107,
108, 10°, 1019, 101! o 102 células. En algunos aspectos de la

presente invencidén, en particular dado que todas las células
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infundidas serédn redirigidas a un antigeno blanco particular
(FLT3), se puede administrar una cantidad menor de células,
en el intervalo de 10°/kilogramo (109-10!! por paciente). Los
tratamientos con CAR se pueden administrar multiples veces a
dosificaciones dentro de estos intervalos. Las células pueden
ser autdlogas, alogénicas o heterdlogas para el paciente que
recibe la terapia.

Las poblaciones de células que expresan CAR de la
presente invencidén se pueden administrar ya sea solas, O como
una composicidén farmacéutica en combinacién con diluyentes
y/o0 con otros componentes tales como IL-2 u otras citoquinas
o poblaciones de células. Las composiciones farmacéuticas de
la presente invencidén pueden comprender una poblacidédn de
células que expresan CAR o TCR, tales como células T, como se
describe en la presente, en combinaciédn con uno o mas
vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente o
fisioldgicamente aceptables. Dichas composiciones pueden
comprender soluciones amortiguadoras tales como una solucidn
amortiguadora salina neutra, una solucidén amortiguadora
salina de fosfato y semejantes; carbohidratos tales como
glucosa, manosa, sacarosa o dextranos, manitol; proteinas;
polipéptidos o aminodcidos tal como glicina; antioxidantes;
agentes quelantes, tal como EDTA o glutatidén; adyuvantes (por

ejemplo, hidréxido de aluminio) ; y conservantes. Las
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composiciones de la presente invencidén preferiblemente se
formulan para una administracién intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas (soluciones,
suspensiones o similares) pueden incluir uno o mas de 1los
siguiente: diluyentes estériles tales como agua para
inyecciones, solucidn salina, preferiblemente salina
fisioldgica, solucidén Ringer, cloruro de sodio isotédnico,
aceites modificados tales como mono o diglicéridos sintéticos
que podran servir como solvente o como un medio de
suspensidén, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u
otros solventes; agentes antibacterianos tales como alcohol
bencilico o metil parabeno; antioxidantes tales como &cido
ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tales como
acido etilendiaminotetraacético; soluciones amortiguadoras
tales como acetatos, citratos o fosfato, y agentes para
ajustar la tonicidad, tales como dextrosa o cloruro de sodio.
La preparacidén parenteral se puede incluir en ampolletas, en
jeringas descartables o en viales de multiples dosis, tanto
de pléstico como de vidrio. Una composicidédn farmacéutica
inyectable preferiblemente es estéril.

Se podrd apreciar que es posible minimizar los eventos
adversos mediante transduccién de las células inmunitarias
(que contienen uno o més CAR o TCR) con un gen suicida.

También  puede ser deseable incorporar un interruptor
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inducible “Yactivador” o “acelerador” en las células
inmunitarias. Las técnicas adecuadas incluyen el uso de una
caspasa-9 (Solicitud de Patente de los EE. Uu. NO:
2011/0286980) o una timidina gquinasa inducible, antes,
después o al mismo que se transducen las células con la
construccidén CAR de la presente invencidn. Otros métodos para
introducir genes suicidas y/o interruptores “activados”
incluyen TALEN, dedos de zinc, ARNi, ARNsi, ARNhs, tecnologia
antisentido y otras técnicas conocidas en la técnica.

Se comprendera gque las descripciones de la presente
solamente se ofrecen a efectos de ejemplo y explicacién y no
en un sentido restrictivo de la invencién reivindicada. En
esta solicitud, el uso del singular incluye al plural a menos
que especificamente se defina de otra manera.

Los encabezados de seccidén utilizados en la presente
solamente sirven a efectos de una mejor organizacién y no
deben considerarse como limitantes del objeto descrito. Todos
los documentos, o porciones de documento, citados en la
solicitud que incluyen, en un sentido no limitativo,
patentes, solicitudes de patente, articulos, libros vy
tratados, se 1incorporan expresamente y por completo en la
presente a modo de referencia. Segun se utilizan de acuerdo
con la presente descripcidén, los siguientes términos, a menos

q indique de otra manera, tendrdn el significado
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indicado a continuaciédn:

A\ ”

En esta solicitud, el uso de “o” significa “y/o0” a menos
que se indique lo contrario. Ademads, el uso del término “que
incluye/n”, asi como otras formas, tales como “incluye” e
“incluido”, no es limitativo. Ademds, los términos tales como
“elemento” o “componente” abarcan los elementos y los
componentes que constituyen una unidad, y los elementos y los
componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos gue
se indique especificamente lo contrario.

El término “actividad de FLT3” incluye cualquier efecto
bioldégico de FLT3. En determinadas formas de realizaciébén, la
actividad de FLT3 incluye la capacidad de FLT3 ©para
interactuar o unirse a un sustrato o receptor.

El término ‘“polinucledtido”, “nucledtido” o “acido
nucleico” incluye polimeros de nucledétidos de cadena simple o
de cadena doble. Los nucledtidos que comprenden el
polinucledtido pueden ser ribonucledétidos o
desoxirribonucledétidos, o una forma modificada de cualquier
tipo de nucledtido. Estas modificaciones incluyen
modificaciones de las bases, tales como la bromouridina y los
derivados de inosina, modificaciones de la ribosa, tales como
la 2’ ,3"-didesoxirribosa, y modificaciones de 1los enlaces

entre los nucledtidos, tales como fosforotioato,

fosforoditioato, fosforoselenato, fosforodiselenato,
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fosforoanilotiocato, fosforaniladato y fosforoamidato.

El término “oligonucledtido” se refiere a un
polinucledtido que comprende 200 nuclebdétidos o menos. Los
oligonucledbétidos pueden ser de cadena simple o de cadena
doble, por ejemplo, para su uso en la construccidén de un gen
mutante. Los oligonucledtidos pueden estar orientados en el
sentido del marco de lectura o) antisentido. Un
oligonucledétido puede incluir wuna marca, incluyendo una
radiomarca, una marca fluorescente, un hapteno o una marca
antigénica, para los ensayos de deteccidn. Los
oligonuclebétidos se pueden usar, por ejemplo, como cebadores
de PCR, cebadores de clonacién o sondas de hibridacidn.

El término “secuencia de control” hace referencia a una
secuencia de polinucledtidos que puede afectar la expresidn y
el procesamiento de las secuencias codificantes a las que
estd unida. La naturaleza de estas secuencias de control
puede depender del organismo hospedero. En formas de
realizacién particulares, las secuencias de control para
procariotas pueden incluir un promotor, un sitio de unidén a
ribosomas y una secuencia de terminacidén de la transcripcidn.
Por ejemplo, las secuencias de control para los eucariotas
pueden incluir promotores que comprenden uno o una pluralidad
de sitios de reconocimiento para factores de transcripcidn,

secuencias potenciadoras de la transcripcidén y secuencias de
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terminacién de la transcripcidén. Las “secuencias de control”
pueden incluir secuencias directrices (péptidos de sefial) y/o
secuencias de miembros de fusidn.

Segun se usa en la ©presente, el término “ligado
operativamente” significa que los componentes abarcados por
el término se hallan en una relacidén que les permite llevar a
cabo sus funciones inherentes bajo condiciones apropiadas.

El término “vector” hace referencia a cualquier molécula
o entidad (por ejemplo, acido nucleico, pléasmido,
bacteridéfago o virus) usada para transferir informacidn que
codifica proteinas a una célula hospedera. El1 término “vector
de expresién” o “construccidédn de expresidn” hace referencia a
un vector que es apropiado para transformar una célula
hospedera vy contiene secuencias de &cidos nucleicos que
dirige y/o controla (en combinacidén con la célula hospedera)
la expresidén de una o més regiones codificantes heterdlogas
unidas operativamente. Una construccidén de expresidn puede
incluir, pero en un sentido no taxativo, secuencias que
afectan o controlan la expresidén, la traduccidén, y si hay
intrones presentes, afectan la separacidén del ARN de una
regidén codificante unida operativamente.

El término “célula hospedera” se refiere a una célula
que ha sido transformada o puede ser transformada con una

secuencia de &cido nucleico, por lo que expresa un gen de
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interés. El1 término incluye la progenie de 1la célula
progenitora, ya sea que dicha progenie tenga una morfologia o
una composicidén genética idéntica o no a la de la célula
progenitora original, siempre gque esté presente el gen de
interés.

El término “transformacidén” hace referencia a un cambio
en las caracteristicas genéticas de las células, y una célula
ha sido transformada cuando ha sido modificada para que
contenga nuevo ADN o ARN. Por ejemplo, wuna célula estéa
transformada cuando ha sido modificada genéticamente respecto
de su estado nativo mediante la introduccidén de nuevo
material genético utilizando procedimientos de transfeccién,
transducciédn u otros. Después de la transfeccidén o 1la
transduccidén, el ADN transformante puede recombinarse con el
de la célula integrandolo fisicamente en un cromosoma de la
célula, puede mantenerse de manera transitoria como un
elemento episomal, sin que se replique, o puede replicarse
independientemente como un plésmido. Se considera gque una
célula ha sido “transformada de manera estable” cuando el ADN
transformante se replica al dividirse la célula.

El término “transfeccidén” se refiere a la captacidédn de
ADN extrafio o exbébgeno por una célula. En la técnica se
conocen numerosos procedimientos de transformacién, los

cuales se describen en la presente. Véanse, por ejemplo,
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Graham et al., 1973, Virology 52: 456; Sambrook et al., 2001,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, supra; Davis et al.,
1986, Basic Methods 1in Molecular Biology, Elsevier; Chu et
al., 1981, Gene 13: 197.

El término “transduccidén” se refiere al proceso por el
cual se introduce un ADN extrafio en una célula por medio de
un vector viral. Véase Jones et al., (1998), Genetics:
principles and analysis, Boston: Jones & Bartlett Publ.

Los términos “polipéptido” o “proteina” se refieren a
una macromolécula que tiene la secuencia de aminodcidos de
una proteina, incluyendo supresiones, adiciones y/o
sustituciones de uno o mas aminoacidos de la secuencia
nativa. Los términos “polipéptido” y “proteina” abarcan
especificamente las moléculas de unidén al antigeno FLT3, los
anticuerpos o) las secuencias que tienen supresiones,
adiciones y/o sustituciones de uno o mas aminoadcidos de la
proteina de wunidén al antigeno. E1 término “fragmento de
polipéptido” hace referencia a un polipéptido que tiene una
supresiédn amino-terminal, una supresidn carboxilo-terminal
y/0 una supresién interna, en comparacidén con la proteina
nativa de longitud completa. Estos fragmentos también pueden
contener aminodcidos modificados en comparacidén con la
proteina nativa. Los fragmentos de polipéptidos que son de

utilidad incluyen fragmentos inmunoldégicamente funcionales de
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las moléculas de unidén a antigenos. Los fragmentos que son de
utilidad incluyen, pero en un sentido no taxativo, una o mas
regiones CDR, dominios variables de una cadena pesada y/o
liviana, wuna porcidén de otras porciones de una cadena de
anticuerpo y semejantes.

El término “aislado” significa que (i) estd libre de por
lo menos algunas otras proteinas con las cuales se 1lo
encontraria normalmente, (ii) que estd esencialmente free de
otras proteinas de la misma fuente, por ejemplo, de la misma
especie, (iid) que esta separado de por lo menos
aproximadamente un 50 por ciento de polinucleétidos, lipidos,
carbohidratos u otros materiales con los cuales estd asociado
en naturaleza, (iv) que esté asociado operativamente
(mediante una interaccidén covalente o no covalente) con un
polipéptido con el cual no estd asociado en la naturaleza o
(v) que no aparece en la naturaleza.

Una “variante” de un polipéptido (por ejemplo, una
molécula de unidén al antigeno o un anticuerpo) comprende una
secuencia de aminoadcidos donde se ha insertado, suprimido y/o
reemplazado uno o mas residuos de aminodcidos de la secuencia
de aminoéacidos, en comparacidén con otra secuencia de
polipéptido. Las variantes incluyen las proteinas de fusidn.

El término “identidad” hace referencia a una relacidn

entre las secuencias de dos o mas moléculas de polipéptidos,
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o dos o méds moléculas de &cidos nucleicos, determinada
alineando vy comparando las secuencias. El1 “porcentaje de
identidad”  hace referencia al ©porcentaje de residuos
idénticos entre los aminodcidos o los nucledétidos en las
moléculas comparadas, y se calcula sobre la base del tamafio
de la mas pequefia de las moléculas a comparar. Para estos
cidlculos, las faltas de coincidencia en los alineamientos (si
hubiere alguna) se tratan preferiblemente con un modelo o un
programa informdtico particular (es decir, un “algoritmo”).

Para calcular el porcentaje de identidad, las secuencias
a comparar se alinean de una manera que proporciona la
coincidencia més grande entre las secuencias. Un ejemplo de
un programa informatico para determinar el porcentaje de
identidad es el conjunto de programas GCG, que incluye GAP
(Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res., 12: 387; Genetics
Computer Group, University of Wisconsin, Madison, Wis.). El
algoritmo informatico GAP se usa para alinear dos
polipéptidos o polinucledtidos cuyo porcentaje de identidad
de secuencia se desea determinar. Las secuencias se alinean
de modo de obtener una coincidencia o6ptima de sus aminoacidos
o nucledtidos respectivos (la “extensidén de coincidencia”
determinada por el algoritmo). En determinadas formas de
realizacién, el algoritmo también emplea una matriz de

comparacién convencional (véanse Dayhoff et al., 1978, Atlas
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of Protein Sequence and Structure 5: 345-352 con relacidén a
la matriz de comparaciédn PAM 250; Henikoff et al., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 10915-10919 con relacién a
la matriz de comparacién BLOSUM 62).

Tal como se utilizan aqui, los veinte aminoéacidos
convencionales (por ejemplo, naturales) y sus abreviaturas se
emplean segun el wuso convencional. Véase Immunology - A
Synthesis (22 Edicidén, Golub y Gren, Eds., Sinauer Assoc.,
Sunderland, Mass. (1991)), incorporada en la presente a modo
de referencia para todo propdsito. Los estereoisdmeros (por
ejemplo, D-aminocacidos) de los veinte aminoacidos
convencionales, aminoacidos no naturales tales como
aminoadcidos o-,a-disustituidos, N-alquilaminoacidos, acido
lactico y otros aminodcidos no convencionales también pueden

ser componentes adecuados para los ©polipéptidos de 1la

presente invencién. Los ejemplos de aminoacidos no
convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, gamma-—
carboxiglutamato, épsilon-N,N,N-trimetillisina, e-N-
acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-

formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, sigma-N-
metilarginina y otros aminodcidos e iminodcidos similares
(por ejemplo, 4-hidroxiprolina) . En la notacioén de
polipéptidos usada en la presente, la direccidédn hacia 1la

izquierda es la direccidén amino terminal y la direccidn hacia
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la derecha es la direccidn carboxilo terminal, de acuerdo con
la convencidén y el uso estandar.

Las sustituciones de aminodcidos conservadoras pueden
abarcar residuos de aminodcidos no naturales, que tipicamente
se incorporan mediante sintesis quimica de péptidos en lugar
de sintesis en Sistemas bioldégicos. Estos incluyen
peptidomiméticos y otras formas revertidas o invertidas de
grupos de aminodcidos. Los residuos naturales se pueden
dividir en clases basado en las propiedades comunes de la
cadena lateral:

a) hidrofdébicos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

b) hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

c) acidos: Asp, Glu;

d) baésicos: His, Lys, Arg;

e) residuos que afectan la orientacién de la cadena:
Gly, Pro; vy

f) arométicos: Trp, Tyr, Phe.

Por ejemplo, las sustituciones no conservadoras pueden
comprender el intercambio de un miembro de una de las clases
anteriores por un miembro de otra clase. Dichos residuos
sustituidos se ©pueden introducir, por ejemplo, en las
regiones del anticuerpo que son homdélogas de los anticuerpos
no humanos o en regiones no hombélogas de la molécula.

Al efectuar cambios en la molécula de unidén al antigeno,
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los dominios coestimulantes o activadores de 1la célula T
modificada, de acuerdo con determinadas formas de
realizacién, se puede considerar el indice hidropatico de los
aminoadcidos. A cada aminodcido se le ha asignado un indice
hidropéatico sobre la base de su hidrofobicidad %

caracteristicas de carga. Las mismas son: isoleucina (+4,5);

valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8);
glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptdéfano (-
0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2);
glutamato (=3,5); glutamina (=3,5); aspartato (=3,5);
asparagina (-3,5); 1lisina (-3,9) vy arginina (-4,5). Véase

Kyte et al., J. Mol. Biol., 157: 105-131 (1982). Se sabe
asimismo que es posible sustituir determinados aminoacidos
por otros aminodcidos que tienen un indice o calificacién
hidropadtico similar y atn retener una actividad Dbioldbégica
similar. Se sabe asimismo en la técnica que se puede lograr
eficazmente la sustitucidén de aminodcidos iguales sobre 1la
base de la hidrofilicidad, en particular cuando se pretende
utilizar la proteina o péptido bioldégicamente funcional asi
creada en formas de realizacidén inmunoldgicas, como en el
presente caso. En la TABLA 2 se muestran ejemplos de
sustituciones de aminocacidos.

Tabla 2



106

Residuos Ejemplos de||Sustituciones
originales sustituciones preferidas
Ala Val; Leu; Ile Val

Arg Lys; Gln; Asn Lys

Asn Gln Gln

Asp Glu Glu

Cys Ser; Ala Ser

Gln Asn Asn

Glu Asp AsSp

Gly pro, ala Ala

His Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Leu, Val, Met, Ala,

Ile Leu
Phe, norleucina
norleucina; Tle;

Leu Ile
Val; Met; Ala; Phe
Arg, 1,4-diamino-

Lys Arg
butirico
dcido, Gln, Asn

Met Leu; Phe; Ile Leu

Phe Val; Leu; Ile Leu
Tyr

Pro Ala Gly

Ser Thr, Ala, Cys Thr

Thr Ser Ser

Trp Tyr; Phe Tyr

Tyr Trp; Phe; Thr; Ser Phe

Val Ile, Met, Leu, Phe, Leu
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Ala, Norleucina

El término “derivado” hace referencia a una molécula que
incluye una modificacidén quimica distinta de una inserciédn,
una supresién o una sustitucién de aminodcidos (o &acidos
nucleicos) . En determinadas formas de realizacidn, los
derivados comprenden modificaciones covalentes, incluyendo,
pero en un sentido no taxativo, la unién quimica con
polimeros, lipidos u otras unidades orgadnicas o inorgénicas.
En determinadas formas de realizacidn, una molécula de unidn
al antigeno que ha sido sometida a una modificacidén quimica
puede tener una vida media en circulacién mas prolongada que
una molécula de unidén al antigeno que no ha sido sometida a
una modificacidén quimica. En algunas formas de realizaciédn,
un derivado de una molécula de unidén al antigeno ha sido
modificado por medios covalentes para incluir uno o més
polimeros unidos solubles en agua, incluyendo, pero en un
sentido no taxativo, polietilenglicol, polioxietilenglicol o
polipropilenglicol.

Los anédlogos de péptidos se usan comUnmente en la
industria farmacéutica como drogas no peptidicas con
propiedades andlogas a las del péptido templado. Estos tipos
de compuestos no peptidicos se denominan “péptidos miméticos”

o “peptidomiméticos”. Fauchere, J., Adv. Drug Res., 15: 29
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(1986); Veber y Freidinger, TINS, pagina 392 (1985); y Evans
et al., J. Med. Chem., 30: 1229 (1987), que se incorporan en
la presente a modo de referencia para cualquier propdsito.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere
a la cantidad de una molécula de unién al antigeno FLT3
determinada para producir una respuesta terapéutica en un
mamifero. Un especialista en la técnica puede determinar
fadcilmente dichas cantidades terapéuticamente eficaces.

Los términos “paciente” y “sujeto” se usan
indistintamente, e incluyen sujetos humanos y animales no
humanos, y también aquellos con trastornos diagnosticados de
manera formal, aquellos sin trastornos diagnosticados de
manera formal, aquellos que reciben atencidén médica, aquellos
en riesgo de desarrollar los trastornos, etc.

Los términos “tratar” % “tratamiento” incluyen
tratamientos terapéuticos, tratamientos profilécticos %
aplicaciones donde se reduce el riesgo de que un sujeto
desarrolle un trastorno, u otro factor de riesgo. E1l
tratamiento no requiere la curacidén completa de un trastorno
y abarca formas de realizacidén donde se reducen los sintomas
o los factores de riesgo subyacentes. El1 término “prevenir”
no requiere una eliminacidén de 100% de la posibilidad de un
evento. En su lugar, indica que la probabilidad de que el

acontecimiento ocurra ha sido reducida en presencia del
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compuesto o el método.

Se pueden utilizar técnicas estandar para ADN
recombinante, sintesis de oligonucledétidos vy cultivo vy
transformacién de tejidos (por ejemplo, electroporaciédn,
lipofeccidén) . Las reacciones enzimdticas y los procedimientos
de purificacidén se pueden llevar a cabo de acuerdo con las
especificaciones de los proveedores, de maneras conocidas en
la técnica o como se describe en la presente. Las técnicas y
los procedimientos mencionados en general se pueden llevar a
cabo de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en
la técnica y como se describe en diversas referencias
generales y mas especificas que se citan y describen en toda
la presente descripcidn. Véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2% edicidén, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989)), cuyo contenido se incorpora en la presente a modo de
referencia para cualquier propdsito.

Las siguientes secuencias serviran como ejemplos
adicionales de la invencidn.

ADN extracelular, transmembrana, intracelular de CD28T

CTTGATAATGAAAAGTC

AAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCAAGCACCTCTGTCCGTCACCCTTGTTCCCTGGT

CCATCCAAGCCATTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGC

TCGTCACCGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAG



110
CGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTAC

GCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGC (SEQ ID NO: 1)

AA extracelular, transmembrana, intracelular de CD28T:

LDNEKSNGTI TIHVKGKHLCP SPLEFPGPSKP FWVLVVVGGV LACYSLLVTV
AFIIFWVRSK RSRLLHSDYM NMTPRRPGPT RKHYQPYAPP RDFAAYRS (SEQ ID
NO: 2)

ADN: extracelular de CD28T

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCAAGCACCTCTG

TCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCA (SEQ ID NO: 3)

AA: extracelular de CD28T

LDNEKSNGTI IHVKGKHLCP SPLEFPGPSKP (SEQ ID NO: 4)

ADN del dominio transmembrana de CD28

TTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCTCGTCAC

CGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTT (SEQ ID NO: b5)

AA del dominio transmembrana de CD28

FWVLVVVGGV LACYSLLVTV AFIIFWV (SEQ ID NO: 6)

ADN del dominio intracelular de CD28

AGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCG
CCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTAT

CGGAGC (SEQ ID NO: 7)

AA del dominio intracelular de CD28

RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS (SEQ ID NO: 8)

ADN de CD3 zeta

AGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCA
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ACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGA
GGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATA
ATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCG
GAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACT

TATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEQ ID NO: 9)

AA de CD3 =zeta

RVKFSRSADAPAYQQOGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQE

GLYNELOKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ

ID NO: 10)

ADN de CD28

ATTGAGGTGATGTATCCACCGCCTTACCTGGATAACGAAAAGAGTAACGGTACCAT
CATTCACGTGAAAGGTAAACACCTGTGTCCTTCTCCCCTCTTCCCCGGGCCATCAAAGCCC

(SEQ ID NO: 11)

AA de CD28

IEVMYPPPILO DNEKSNGTII HVKGKHLCPS PLFPGPSKP (SEQ ID NO:

ADN del dominio extracelular y transmembrana de CDS8

GCTGCAGCATTGAGCAACTCAATAATGTATTTTAGTCACTTTGTACCAGTGTTCTT
GCCGGCTAAGCCTACTACCACACCCGCTCCACGGCCACCTACCCCAGCTCCTACCATCGCT
TCACAGCCTCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCTTGCCGACCGGCCGCAGGGGGCGCTGTTCATA
CCAGAGGACTGGATTTCGCCTGCGATATCTATATCTGGGCACCCCTGGCCGGAACCTGCGG

CGTACTCCTGCTGTCCCTGGTCATCACGCTCTATTGTAATCACAGGAAC (SEQ ID NO:

13)

AA del dominio extracelular y transmembrana de CDS8
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AAALSNSIMYFSHEVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGG

AVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN (SEQ ID NO: 14)

ADN del clon 10E3 HC

CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGTGCTGGTGAAACCCACAGAGACCCTCAC
GCTGACCTGCACCGTCTCTGGGTTCTCACTCATCAATGCTAGAATGGGTGTGAGCTGGATC
CGTCAGCCCCCAGGGAAGGCCCTGGAGTGGCTTGCACACATTTTTTCGAATGCCGAAAAAT
CGTACAGGACATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCTCCAAGGACACCTCCAAAAGCCAGGT
GGTCCTTACCATGACCAACATGGACCCTGTGGACACAGCCACATATTACTGTGCACGGATA
CCAGGCTACGGTGGTAACGGGGACTACCACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGA

CCACGGTCACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 15)

AA del clon 10E3 HC - Las CDR estan subrayadas

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLINARMGVSWIRQPPGKALEWLAHIFSN

AEKSYRTSLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYYCARIPGYGGNGDYHYYGMDVW

GQGTTVTIVSS (SEQ ID NO: 16)

AA del clon 10E3 HC de la CDR1l: NARMGVS (SEQ ID NO:
17)

AA del clon 10E3 HC de la CDRZ: HIFSNAEKSYRTSLKS (SEQ
ID NO: 18)

AA del clon 10E3 HC de la CDR3: IPGYGGNGDYHYYGMDV

(SEQ ID NO: 19)

ADN del clon 10E3 LC

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTCTAGGAGACAGAGT

CACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTATCAGCAGAAA

CCAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTTCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCAT
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CAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAGTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCC

TGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGCATAATAATTTCCCGTGGACGTTCGGTCAG

GGAACGAAGGTGGAAATCAAACGA (SEQ ID NO: 20)

AA del clon 10E3 LC (las CDR estan subrayadas)

DIOMTQSPSSLSASLGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQOKPGKAPKRLIYASSTLQS

GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQHNNFPWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID

NO: 21)

AA del clon 10E3 LC de la CDRI1: RASQGIRNDLG (SEQ 1ID
NO: 22)

AA del clon 10E3 LC de la CDR2: ASSTLQS (SEQ ID NO:
23)

AA del clon 10E3 LC de la CDR3: LOHNNEFPWT (SEQ ID
NO: 24)

ADN del clon 2E7 HC

CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGTGCTGGTGAAACCCACAGAGACCCTCAC
GCTGACCTGCACCGTCTCTGGGTTCTCACTCAGGAATGCTAGAATGGGTGTAAGCTGGATC
CGTCAGCCTCCCGGGAAGGCCCTGGAGTGGCTTGCACACATTTTTTCGAATGACGAAAAAA
CCTACAGCACATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCTCCAGGGACACCTCCAAAGGCCAGGT
GGTCCTTACCATGACCAAGATGGACCCTGTGGACACAGCCACATATTACTGTGCACGGATA
CCCTACTATGGTTCGGGGAGTCATAACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGG
TCACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 25)

AA del clon 2E7 HC (las CDR estdn subrayadas)

QVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGESLRNARMGVSWIRQPPGKALEWLAHTESN

DEKTYSTSLKSRLTISRDTSKGQVVLTMTKMDPVDTATYYCARIPYYGSGSHNYGMDVWGQ
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GTTVTVSS (SEQ ID NO: 26)

AA del clon 2E7 HC de la CDRI1:NARMGVS (SEQ ID NO: 17)

AA del clon 2E7 HC de la CDRZ2:HIFSNDEKTYSTSLKS (SEQ ID

NO: 99)

AA del clon 2E7 HC de la CDR3:IPYYGSGSHNYGMDV (SEQ ID

NO: 27)

ADN del clon 2E7 LC

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGT
CACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGACATTAGAAATGATTTCGGCTGGTATCAACAGAAA
CCAGGGAAAGCCCCTCAGCGCCTGCTCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCAT
CAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCAGCCTGCAGCC
TGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCTACAGTATAATACTTACCCGTGGACGTTCGGTCAG
GGAACGAAGGTGGAAATCAAACGA (SEQ ID NO: 28)

AA del clon 2E7 LC (las CDR estan subrayadas)

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNDEGWYQQOKPGKAPQRLLYAASTLOS

GVPSREFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCLQYNTYPWTFGQGTKVEIKR (SEQ 1ID
NO: 29)

AA del clon 2E7 LC de la CDR1:RASQDIRNDFG (SEQ ID NO:

30)

AA del clon 2E7 LC de la CDR2:AASTLQS (SEQ ID NO: 31)

AA del clon 2E7 LHC de la CDR3: LOYNTYPWT (SEQ ID NO:

32)

ADN del clon 8B5 HC

CAGATACAACTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAG
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ACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGATTCACCTTCAAGAACTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAG
GCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATTTGGTATGATGGAAGTAATGAATACT
ATGGAGACCCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACTCCAAGAACATGTTGTA
TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGATGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGGTCGGGA
ATAGCAGTGGCTGGGGCCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

(SEQ ID NO: 33)

AA del clon 8B5 HC (las CDR estan subrayadas)

QIQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFKNYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGS

NEYYGDPVKGREFTISRDNSKNMLYLOMNSLRADDTAVYYCARSGIAVAGAFDYWGQGTLVT

VSS (SEQ ID NO: 34)

AA del clon 8B5 HC de la CDRI1:NYGMH (SEQ ID NO: 34)

AA del clon 8B5 HC de la CDR2:VIWYDGSNEYYGDPVKG (SEQ ID

NO: 35)

AA del clon 8B5 HC de la CDR3:SGIAVAGAFDY (SEQ ID NO:

36)

ADN del clon 8B5 IC

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGACACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAAAGC
CACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTTCTTGGCCTGGTACCAGCAG
AAACCTGGACAGGCTCCCAGTCTCCTCATCTATGTTGCATCCAGAAGGGCCGCTGGCATCC
CTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGA
GCCTGAAGATTTTGGAATGTTTTACTGTCAACACTATGGTAGGACACCATTCACTTTCGGC
CCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGA (SEQ ID NO: 37)

AA del clon 8B5 LC (las CDR estdn subrayadas)

EIVLTOSPDTLSLSPGEKATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPSLLIYVASRRA
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AGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFGMEFYCQHYGRTPFTFGPGTKVDIKR (SEQ ID
NO: 41)

AA del clon 8B5 LC de la CDR1:RASQSVSSSFLA (SEQ ID NO:

38)

AA del clon 8B5 LC de la CDR2:VASRRAA (SEQ ID NO: 39)

AA del clon 8B5 LC de la CDR3:QHYGRTPFT (SEQ ID NO: 40)

ADN del clon 4E9 HC

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACTATATACACTGGGTGCGACAG
GCCCCTGAACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAACCCTAACAGTGGTGGCACAAACT
ATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGGCCAGGGACACGTCCATCAGCACAGTTTA
CATGGACCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAATACGC
GGTGGTAACTCGGTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

(SEQ ID NO: 41)

AA del clon 4E9 HC (las CDR estdn subrayadas)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFTGYYIHWVROAPEQGLEWMGWINPNSG

GTNYAQKFOQGRVTMARDTSISTVYMDLSRLRSDDTAVYYCARIRGGNSVFDYWGQGTLVTV

SS (SEQ ID NO: 42)

AA del clon 4E9 HC de la CDR1:GYYIH (SEQ ID NO: 43)

AA del clon 4E9 HC de la CDRZ2:WINPNSGGTNYAQKFQG (SEQ ID
NO: 44)

AA del clon 4E9 HC de la CDR3:IRGGNSVFEDY (SEQ ID NO:
45)

ADN del clon 4E9 LC




117
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGC
CACCATCAACTGCAAGTCCACCCAGAGTATTTTATACACCTCCAACAATAAGAACTTCTTA
GCTTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTAAACTGCTCATTTCCTGGGCATCTATCC
GGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCGCTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCAACAATATTTTAGTACT
ATGTTCAGTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGA (SEQ ID NO: 46)

AA del clon 4E9 LC (las CDR estan subrayadas)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSTQSILYTSNNKNEFLAWYQQKPGQPPKLLISW

ASTRESGVPDREFSGSGSGTDFALTISSLOAEDVAVYYCQQYFSTMFSEFGQOGTKLETKR
(SEQ ID NO: 47)

AA del clon 4E9 LC de la CDR1:KSTQSILYTSNNKNFLA (SEQ 1ID

NO: 48)

AA del clon 4E9 LC de la CDR2:WASIRES (SEQ ID NO: 49)

AA del clon 4E9 LC de la CDR3:QQYFSTMFS (SEQ ID NO: 50)

ADN del clon 11F11 HC

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGTC
CCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTGGTGCATACTACTGGACTTGGATC
CGCCAGCACCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATCCATTACAGTGGGAGCACCT
ACTCCAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAATTACCATATCGTTAGACACGTCTAAGAACCAGTT
CTCCCTGAAGCTGAACTCTGTGACTGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGACAA
GAGGACTACGGTGGTTTGTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTTTCCTCA

(SEQ ID NO: 51)

AA del clon 11F11 HC (las CDR estan subrayadas)

QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGAYYWTWIRQHPGKGLEWIGYIHYS
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GSTYSNPSLKSRITISLDTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYYCARQEDYGGLEDYWGQGTLVT

VSS (SEQ ID NO: 52)

AA del clon 11F11 HC de la CDR1: SGAYYWT (SEQ ID
NO: 53)
AA del clon 11F11 HC de la CDR2: YIHYSGSTYSNPSLKS

(SEQ ID NO: 54)

AA del clon 11F11 HC de la CDR3: QEDYGGLFDY (SEQ

ID NO: 55)

ADN del clon 11F11 LC

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAAT
CACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTACCACCGACTTAGCCTGGTACCAGCAGATG
CCTGGACAGGCTCCCCGGCTCCTCATCTATGATGCTTCCACCAGGGCCACTGGTTTCCCAG
CCAGATTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACGCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGC
TGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAACATTATAAAACCTGGCCTCTCACTTTCGGCGGA
GGGACTAAGGTGGAGATCAAACGA (SEQ ID NO: 56)

AA del clon 11F11 LC (las CDR estan subrayadas)

ETVMTQOQSPATLSVSPGERITLSCRASQSVTTDLAWYQOMPGQAPRLLIYDASTRAT

GFPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDFAVYYCQHYKTWPLTFGGGTKVEIKR (SEQ ID
NO: 57)

AA del clon 11F11 LC de la CDRI1: RASQSVTTDLA

(SEQ ID NO: 58)

AA del clon 11F11 LC de la CDRZ: DASTRAT (SEQ ID NO:

59)

AA del clon 11F11 LC de la CDR3: QHYKTWPLT (SEQ ID
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NO: 60)

ADN de la construccidédn 10E3 CD28 (la secuencia sefal

estd en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGGTGACCCTCAAAGAGTCTGGACCCGTGCTCGTAAAACCTACGGAGACCCTG

ACACTCACCTGCACAGTCTCCGGCTTCAGCCTCATCAATGCCAGGATGGGAGTTTCCTGGA

TCAGGCAACCGCCCGGAAAGGCCCTGGAATGGCTCGCACATATTTTCAGTAACGCTGAAAA

AAGCTATCGGACTTCTCTGAAAAGTCGGCTCACGATTAGTAAGGACACATCCAAGAGCCAA

GTGGTGCTTACGATGACTAACATGGACCCTGTGGATACTGCAACCTATTACTGTGCTCGAA

TCCCTGGTTATGGCGGAAATGGGGACTACCACTACTACGGTATGGATGTCTGGGGCCAAGG

GACCACGGTTACTGTTTCAAGCGGAGGGGGAGGGAGTGGGGGTGGCGGATCTGGCGGAGGA

GGCAGCGATATCCAGATGACGCAGTCCCCTAGTTCACTTTCCGCATCCCTGGGGGATCGGG

TTACCATTACATGCCGCGCGTCACAGGGTATCCGGAATGATCTGGGATGGTACCAGCAGAA

GCCGGGAAAGGCTCCTAAGCGCCTCATCTACGCCAGCTCCACCCTGCAGAGTGGAGTGCCC

TCCCGGTTTTCAGGCAGTGGCTCCGGTACGGAGTTTACTCTTACAATTAGCAGCCTGCAGC

CAGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTTTGCAGCATAATAATTTCCCCTGGACCTTTGGTCA

GGGCACCAAGGTGGAGATCAAAAGAGCAGCCGCCATCGAAGTAATGTATCCCCCCCCGTAC

CTTGACAATGAGAAGTCAAATGGAACCATTATCCATGTTAAGGGCAAACACCTCTGCCCTT

CTCCACTGTTCCCTGGCCCTAGTAAGCCGTTTTGGGTGCTGGTGGTAGTCGGTGGGGTGCT

GGCTTGTTACTCTCTTCTCGTGACCGTCGCCTTTATAATCTTTTGGGTCAGATCCAAAAGA

AGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGA

AACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATT

TTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTG

AACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGA
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TGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGA
CAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGT
CACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACA
TGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 61)

AA de la construccidén 10E3 CD28 (la secuencia serfial estéa

en negritas; las CDR estan subrayadas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLINARMG

VSWIRQPPGKALEWLAHIFSNAEKSYRTSLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYY

CARIPGYGGNGDYHYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTQSPSSLSASL

GDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQOKPGKAPKRLIYASSTLOSGVPSRFSGSGSGTEFTLTIS

SLOPEDFATYYCLOQHNNFPWTFGOQGTKVEIKRAAATIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKH
LCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPG
PTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKEFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGR
DPEMGGKPRRKNPOQEGLYNELQKDKMAEAYSETGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD
ALHMQALPPR (SEQ ID NO: 62)

ADN de 1la construccidn 10E3 CD28T (la secuencia senal

estd en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAAGTTACTTTGAAGGAGTCTGGACCTGTACTGGTGAAGCCAACCGAGACACTG

ACACTCACGTGTACAGTGAGTGGTTTTTCCTTGATCAACGCAAGGATGGGCGTCAGCTGGA

TCAGGCAACCCCCTGGCAAGGCTCTGGAATGGCTCGCTCACATATTCAGCAATGCCGAAAA

AAGCTACCGGACAAGCCTGAAATCCCGCCTGACTATTTCCAAGGACACTTCTAAGTCTCAG

GTGGTGCTGACCATGACCAACATGGACCCGGTGGACACCGCCACCTATTACTGCGCAAGAA

TCCCTGGGTATGGTGGGAATGGTGACTACCATTATTATGGGATGGATGTGTGGGGGCAAGG



121
CACAACCGTAACGGTCTCAAGCGGTGGGGGAGGCTCAGGGGGCGGAGGCTCCGGAGGTGGC
GGCTCCGACATTCAGATGACCCAAAGCCCGTCCAGCCTGTCCGCCAGCCTGGGAGATAGAG
TGACAATCACGTGTAGAGCTTCCCAAGGGATAAGAAATGATCTCGGGTGGTATCAGCAGAA
GCCCGGCAAAGCCCCCAAAAGGCTTATATATGCTAGTAGTACACTGCAGTCTGGAGTTCCT
TCCCGATTTTCAGGTAGCGGCTCCGGTACAGAGTTCACCCTCACGATAAGCTCACTCCAGC
CTGAGGATTTCGCAACGTACTACTGCCTCCAGCACAACAATTTTCCCTGGACTTTCGGCCA
GGGCACCAAGGTGGAGATCAAGAGGGCCGCTGCCCTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACA
ATCATTCACGTGAAGGGCAAGCACCTCTGTCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGC
CATTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCTCGTCACCGT
GGCTTTTATAATCTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATG
AATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTA
GAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTA
TCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGAC
GTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATC
CTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGAT
CGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGT
ACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG

(SEQ ID NO: 63)

AA de la construccidn 10E3 CD28T (la secuencia sefnal

estd en negritas; las CDR estan subrayadas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGFSLINARMG

VSWIRQPPGKALEWLAHIFSNAEKSYRTSLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYY

CARIPGYGGNGDYHYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASL

GDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQOKPGKAPKRLIYASSTLOSGVPSRFSGSGSGTEFTLTIS
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SLOPEDFATYYCLOHNNEFPWTFGOQGTKVEIKRAAALDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLEPG
PSKPEFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPY
APPRDFAAYRSRVKEFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPR
RKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPP
R (SEQ ID NO: 64)

ADN de la construccidén 10E3 CD8 (la secuencia sefial estéa

en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGGTGACACTCAAGGAATCAGGGCCCGTACTGGTGAAACCTACTGAGACCCTG

ACACTGACTTGCACCGTGTCTGGGTTCTCTCTGATTAACGCTCGAATGGGTGTGAGTTGGA

TACGCCAGCCTCCAGGGAAGGCTCTGGAGTGGTTGGCCCACATTTTCTCCAACGCCGAGAA

GAGCTACAGGACTAGTCTGAAGTCCAGACTTACCATTTCCAAAGACACAAGTAAATCACAG

GTGGTGCTGACAATGACAAACATGGACCCGGTTGATACTGCTACCTATTATTGTGCCCGCA

TTCCCGGCTACGGCGGCAATGGCGACTATCACTATTATGGTATGGATGTCTGGGGGCAGGG

GACCACTGTTACCGTGTCCAGCGGGGGTGGTGGCAGCGGAGGTGGAGGGAGCGGTGGTGGE

GGGAGTGATATTCAGATGACCCAGAGCCCTAGCTCTCTTTCCGCTTCTCTGGGCGATAGAG

TCACCATCACCTGCCGGGCCTCTCAAGGCATCCGGAACGATCTTGGATGGTATCAGCAGAA

GCCCGGCAAGGCACCAAAAAGGCTGATCTACGCATCAAGCACCCTGCAATCTGGGGTGCCG

TCCCGGTTTTCTGGTTCTGGTAGTGGGACCGAGTTTACTCTGACTATTTCTTCCCTGCAGC

CTGAGGACTTTGCTACGTACTATTGTCTGCAGCATAACAACTTCCCCTGGACGTTCGGGCA

GGGTACGAAAGTGGAAATTAAGCGCGCCGCCGCCCTGTCCAACTCCATTATGTATTTCTCT

CATTTTGTCCCAGTGTTCCTGCCCGCTAAACCCACAACTACTCCGGCGCCCCGACCGCCAA

CTCCCGCACCTACCATCGCAAGCCAGCCATTGAGCCTCCGACCTGAGGCATGTAGACCAGC

AGCCGGCGGTGCCGTGCACACAAGGGGACTGGATTTCGCCTGCGACATATATATTTGGGCC
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CCTCTGGCTGGAACCTGTGGGGTTCTGCTGCTCTCTCTCGTTATTACACTGTATTGCAATC
ATCGCAATAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACG
CCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCC
TATCGGAGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGA
ATCAACTTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACG
CCGGGGCCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTG
TACAACGAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCG
AGCGGAGACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGA
CACCTATGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 65)

AA de la construccidén 10E3 CD8 (la secuencia sefial estéa

en negritas; las CDR estan subrayadas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVTLKESGPVLVKPTETLTLTCTVSGESLINARMG

VSWIRQPPGKALEWLAHIFSNAEKSYRTSLKSRLTISKDTSKSQVVLTMTNMDPVDTATYY

CARIPGYGGNGDYHYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTQSPSSLSASL

GDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYASSTLOSGVPSRESGSGSGTEFTLTIS

SLOPEDFATYYCLOQHNNEFPWTFGOGTKVEIKRAAALSNSIMYFSHEVPVEFLPAKPTTTPAP
RPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITL
YCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKESRSADAPAYQ
QGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPOQEGLYNELOKDKMAEAYSETIG
MKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ ID NO: 66)

ADN de la construccidédn 8B5 CD28 (la secuencia sefial esté

en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGATCCAGTTGGTGGAATCAGGGGGCGGTGTGGTGCAGCCGGGTAGGAGCCTG



124
AGACTGTCATGCGTGGCGTCTGGCTTCACATTCAAGAACTACGGCATGCACTGGGTGCGAC
AGGCCCCCGGAAAGGGTTTGGAGTGGGTCGCCGTGATCTGGTACGACGGATCTAATGAGTA
TTACGGAGATCCTGTGAAGGGAAGGTTCACCATCTCCCGCGACAATAGCAAAAATATGCTC
TACCTGCAAATGAACTCACTCAGGGCGGATGATACGGCGGTCTACTATTGCGCTCGCTCAG
GGATTGCTGTGGCCGGCGCATTCGATTACTGGGGACAGGGTACCCTGGTGACAGTATCAAG
CGGAGGCGGCGGCTCTGGCGGCGGECGEGATCTGGCGGEGEEEGGAAGTGAGATTGTGTTGACA
CAGTCTCCCGATACCCTGTCACTGTCACCCGGCGAGAAGGCAACGCTGAGTTGCAGAGCAA
GCCAGTCAGTCTCCTCTTCTTTTCTGGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGTCAGGCACCATC
TCTCCTGATTTACGTTGCCAGCAGACGGGCGGCTGGCATTCCCGACAGGTTCTCTGGAAGC
GGATCTGGGACCGATTTTACCCTGACAATTAGCCGCTTGGAGCCCGAAGACTTTGGTATGT
TTTACTGCCAGCACTACGGAAGGACACCTTTCACATTTGGCCCGGGCACGAAAGTCGATAT
AAAACGCGCAGCCGCCATTGAAGTAATGTACCCACCACCTTATTTGGACAATGAAAAGTCC
AATGGTACCATTATTCACGTCAAGGGAAAGCATCTCTGTCCAAGCCCTCTGTTCCCCGGCC
CCTCCAAACCATTCTGGGTGCTGGTGGTCGTCGGCGGAGTTCTGGCCTGCTATTCTCTGCT
CGTGACTGTTGCATTCATCATTTITCTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGC
GATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACG
CACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGC
TCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAA
GAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAA
GGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTA
CTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAG
GGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCAC
GCTAG (SEQ ID NO: 67)

ADA de la construccidédn 8BS5 CD28 (la secuencia sefial esté
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en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQIQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTEFKNYGMH
WVROAPGKGLEWVAVIWYDGSNEYYGDPVKGREFTISRDNSKNMLYLOMNSTLRADDTAVYYC
ARSGIAVAGAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTOSPDTLSLSPGEKATLS
CRASQSVSSSFLAWYQOKPGOAPSLLIYVASRRAAGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FGMFYCOQHYGRTPFTFGPGTKVDIKRAAATEVMYPPPYLDNEKSNGTIITHVKGKHLCPSPL
FPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY
QPYAPPRDFAAYRSRVKEFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGG
KPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMOQA
LPPR (SEQ ID NO: 68)

ADN de 1la construccidén 8B5 CD28T (la secuencia sefial

estd en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGATTCAGCTCGTGGAGTCAGGTGGTGGCGTGGTTCAGCCCGGACGGTCCCTG

CGACTCTCTTGTGTGGCAAGCGGATTTACCTTTAAGAACTATGGCATGCACTGGGTGAGGC

AGGCCCCTGGAAAAGGACTGGAGTGGGTTGCTGTGATCTGGTACGACGGGTCCAACGAATA

TTATGGCGATCCTGTGAAGGGACGGTTTACAATCTCACGCGATAACTCAAAGAACATGCTG

TACCTGCAAATGAACTCTCTGCGCGCTGATGACACTGCCGTGTATTATTGCGCTCGGAGTG

GTATCGCCGTCGCAGGAGCATTTGATTATTGGGGGCAAGGGACCCTCGTGACAGTGAGTTC

CGGAGGGGGAGGTTCTGGTGGAGGCGGCTCTGGTGGGGGAGGCAGCGAGATCGTTCTGACC

CAGTCTCCTGACACACTGTCACTGTCCCCTGGTGAAAAGGCCACACTGTCTTGTAGAGCGT

CCCAGAGCGTTTCCAGTTCCTTCCTTGCATGGTATCAACAAAAACCCGGGCAGGCTCCAAG

CTTGCTGATCTACGTGGCCAGCCGCCGGGCCGCAGGCATCCCTGATAGGTTTAGCGGTTCT

GGGAGCGGGACGGACTTCACCTTGACAATATCACGGCTGGAACCCGAAGACTTCGGAATGT
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TTTATTGCCAGCACTACGGAAGAACTCCATTCACCTTTGGCCCGGGAACGAAGGTAGACAT
CAAGAGAGCAGCAGCCCTCGACAACGAGAAATCCAATGGAACCATTATCCATGTGAAGGGG
AAACATCTCTGCCCTTCACCATTGTTCCCTGGACCCAGCAAGCCTTTTTGGGTTCTGGTCG
TGGTGGGGGGCGTCCTGGCTTGTTACTCCCTCCTCGTTACAGTCGCCTTCATAATCTTTTG
GGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGC
CCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATC
GGAGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCA
ACTTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGG
GGCCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACA
ACGAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCG
GAGACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACC
TATGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 69)

AA de la construccidédn 8B5 CD28T (la secuencia sefial estéa

en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQTIQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFKNYGMH
WVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNEYYGDPVKGREFTISRDNSKNMLYLOMNSLRADDTAVYYC
ARSGIAVAGAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTOSPDTLSLSPGEKATLS
CRASQSVSSSEFLAWYQOKPGOAPSLLIYVASRRAAGIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPED
FGMFYCOHYGRTPFTFGPGTKVDIKRAAALDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLEFPGPSKPEW
VLVVVGGVLACYSLLVTVAFITIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDF
AAYRSRVKEFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQE
GLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ
ID NO: 70)

ADN de la construccidn 8B5 CD8 (la secuencia sefial esté




127

en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGATACAGCTTGTCGAATCCGGTGGCGGGGTGGTGCAGCCTGGACGCAGCCTG

CGGCTTTCTTGCGTGGCCAGCGGATTTACCTTCAAGAACTACGGGATGCATTGGGTCCGCC

AGGCACCCGGCAAAGGCCTTGAGTGGGTTGCAGTGATCTGGTACGACGGCAGTAACGAGTA

TTATGGCGACCCCGTGAAGGGAAGGTTTACTATTTCAAGAGATAATAGTAAGAACATGTTG

TATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCGGACGACACTGCCGTGTACTACTGTGCTCGCTCCG

GCATCGCTGTGGCAGGGGCCTTTGACTACTGGGGTCAGGGGACGCTGGTCACGGTTAGTTC

CGGGGGCGGTGGTTCCGGAGGAGGCGGTTCCGGCGGCGGCGGATCAGAAATCGTTCTTACT

CAGAGTCCCGATACGCTGTCCTTGTCTCCGGGAGAAAAAGCCACACTGAGCTGCCGAGCCT

CACAGTCAGTAAGTTCTTCATTCCTCGCCTGGTACCAGCAAAAACCGGGGCAGGCCCCTTC

CCTGCTTATCTACGTGGCCTCTAGGAGAGCCGCCGGTATTCCTGACCGGTTCAGCGGAAGT

GGTTCCGGGACTGATTTTACGCTCACGATCTCCCGATTGGAGCCCGAGGATTTCGGGATGT

TCTACTGTCAGCATTATGGAAGAACGCCCTTTACCTTCGGTCCGGGAACTAAGGTTGATAT

TAAGCGGGCTGCTGCCCTTAGCAACTCCATCATGTATTTTTCTCACTTCGTGCCAGTATTC

CTGCCAGCCAAACCGACCACAACCCCAGCACCTAGACCTCCTACTCCCGCTCCCACCATAG

CTTCACAGCCGCTGAGTTTGAGGCCAGAGGCCTGTCGGCCTGCTGCAGGCGGAGCAGTTCA

CACCAGGGGACTTGACTTTGCATGTGACATCTATATTTGGGCTCCACTGGCGGGAACCTGC

GGGGTGCTCCTTTTGTCACTCGTTATCACACTGTATTGCAATCATAGGAATAGATCCAAAA

GAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAG

GAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAA

TTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGC

TGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGA

GATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAA
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GACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGG
GTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCA
CATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 71)

AA de la construccidédn 8B5 CD8 (la secuencia sefial estéa

en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQTIQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFKNYGMH
WVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNEYYGDPVKGRFTISRDNSKNMLYLOMNSLRADDTAVYYC
ARSGIAVAGAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTOSPDTLSLSPGEKATLS
CRASQSVSSSFLAWYQOKPGOAPSLLIYVASRRAAGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FGMFYCQHYGRTPFTFGPGTKVDIKRAAALSNSIMYFSHEVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPA
PTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKESRSADAPAYQQOGONQL
YNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPOQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERR
RGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ ID NO: 72)

ADN de la construccidn 4E9 CD28 (la secuencia sefial estéa

en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGGTGCAGCTGGTGCAGAGTGGGGCAGAAGTAAAGAAGCCTGGTGCCTCTGTC

AAAGTTAGTTGCAAAGCATCTGGGTATACTTTCACCGGTTACTATATCCATTGGGTTCGGC

AGGCCCCGGAGCAGGGACTGGAGTGGATGGGCTGGATCAACCCAAATTCAGGCGGCACTAA

CTATGCTCAAAAGTTCCAGGGCAGGGTCACAATGGCCCGGGATACTTCAATTAGCACCGTC

TATATGGATCTTAGTCGGCTGCGCAGTGACGATACCGCTGTCTACTATTGCGCAAGGATCA

GGGGCGGCAATTCTGTTTTTGACTATTGGGGCCAGGGAACACTGGTGACCGTCTCCTCTGG

TGGAGGCGGTAGTGGTGGAGGCGGGTCCGGAGGAGGGGGCTCCGATATAGTGATGACTCAA
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AGTCCCGATAGCTTGGCAGTATCTCTTGGGGAACGCGCCACTATTAACTGTAAATCCACCC
AGTCCATTCTCTATACCTCTAACAACAAGAATTTCCTCGCGTGGTATCAGCAAAAACCCGG
GCAGCCACCTAAACTGCTTATATCCTGGGCCAGCATCAGGGAGTCCGGCGTCCCTGATCGG
TTCAGCGGTAGTGGCAGCGGGACAGACTTCGCTCTGACCATCAGTAGCCTCCAGGCTGAAG
ATGTCGCAGTGTATTATTGCCAGCAGTACTTCAGCACGATGTTTAGCTTCGGGCAGGGAAC
CAAGCTGGAAATAAAGAGAGCTGCAGCAATCGAGGTGATGTACCCACCTCCATATCTGGAC
AATGAAAAGTCCAATGGCACTATCATACACGTGAAGGGCAAACACCTGTGTCCATCTCCAC
TTTTCCCGGGCCCGTCTAAACCTTTCTGGGTGCTGGTGGTGGTGGGCGGAGTTCTGGCCTG
TTATTCACTGCTGGTCACCGTGGCTTTCATCATTTTTTGGGTAAGATCCAAAAGAAGCCGC
CTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACT
ACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATTTTCTAG
ATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTGAACCTG
GGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGATGGGGG
GGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGACAAAAT
GGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGTCACGAT
GGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACATGCAGG
CACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 73)

AA de la construccidn 4E9 CD28 (la secuencia sefial estéa

en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYTIH

WVRQAPEQGLEWMGWINPNSGGTNYAQKFQGRVTMARDTSISTVYMDLSRLRSDDTAVYYC

ARIRGGNSVEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGESGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINC

KSTOSILYTSNNKNELAWYQQOKPGQPPKLLISWASIRESGVPDRESGSGSGTDEFALTISSL

QAEDVAVYYCQQYFSTMFSEFGOQGTKLETKRAAATEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVKGKHLC
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PSPLEFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPT
RKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKEFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP
EMGGKPRRKNPOQEGLYNELQKDKMAEAY SETIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL
HMOALPPR (SEQ ID NO: 74)

ADN de la construccidn 4ES CD28T (la secuencia serfial

estd en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGGTACAGCTGGTGCAGAGCGGGGCCGAGGTCAAAAAGCCCGGGGCTTCAGTT

AAGGTTAGCTGCAAGGCTTCCGGCTACACCTTTACCGGTTACTATATTCACTGGGTTAGAC

AGGCACCTGAGCAAGGACTGGAGTGGATGGGGTGGATTAACCCCAATAGCGGTGGGACCAA

CTACGCCCAGAAGTTTCAAGGCCGAGTGACAATGGCACGAGACACCTCCATTTCCACTGTG

TACATGGACTTGAGCCGCCTCAGGTCAGACGACACCGCAGTGTACTACTGTGCGCGAATCC

GCGGCGGAAACAGCGTGTTTGACTACTGGGGTCAGGGCACGTTGGTGACCGTGTCTTCCGG

AGGGGGGGGATCTGGTGGCGGEGGCTCCGGCGGAGGCGGTAGTGATATTGTGATGACTCAG

TCACCGGACAGTCTTGCTGTTTCACTTGGTGAGAGGGCCACCATAAATTGTAAAAGCACCC

AGAGCATTCTCTACACATCTAACAACAAAAATTTCCTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGG

ACAGCCACCCAAATTGCTGATTAGCTGGGCCAGCATTCGAGAATCTGGGGTTCCGGACCGC

TTTTCCGGGTCTGGCTCTGGGACCGACTTCGCTTTGACCATAAGCTCTCTTCAGGCCGAAG

ACGTCGCAGTATACTATTGTCAACAGTATTTTTCTACCATGTTTTCCTTCGGCCAGGGAAC

TAAGTTGGAGATCAAGAGAGCAGCTGCATTGGATAATGAGAAGTCCAATGGCACTATTATC

CACGTGAAAGGTAAACACCTGTGTCCCTCACCCCTGTTTCCAGGACCTAGTAAACCATTCT

GGGTCTTGGTTGTAGTCGGGGGCGTTTTGGCATGTTATTCCCTTCTTGTGACAGTCGCCTT

TATCATTTTCTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATG

ACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATT
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TCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCA
GGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTG
GACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAG
AAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCAT
GAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCC
ACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID
NO: 75)

AA de la construccidédn 4E9 CD28T (la secuencia serfial esté

en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYIH
WVRQAPEQGLEWMGWINPNSGGTNYAQKFQGRVTMARDTSISTVYMDLSRLRSDDTAVYYC
ARIRGGNSVFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
KSTQSILYTSNNKNFLAWYQQKPGQPPKLLISWASIRESGVPDRFSGSGSGTDFALTISSL
QAEDVAVYYCQQYFSTMFSFGQGTKLE IKRAAALDNEKSNGT I IHVKGKHLCPSPLFPGPS
KPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMT PRRPGPTRKHYQPYAP
PRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
NPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMOALPPR
(SEQ ID NO: 76)

ADN de la construccién 4E9 CD8 (la secuencia sefial esta

en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAAGTTCAGCTTGTGCAGAGCGGAGCTGAGGTGAAAAAACCAGGCGCCTCCGTT

AAGGTGTCTTGCAAAGCCAGCGGATACACATTTACCGGGTACTATATTCACTGGGTGAGGC

AGGCCCCTGAACAGGGCCTTGAATGGATGGGGTGGATCAATCCAAATTCCGGGGGAACCAA
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TTATGCTCAGAAATTTCAGGGCAGAGTGACAATGGCCAGGGACACCTCAATCAGCACAGTC
TACATGGACCTGAGCCGCCTGAGGTCTGATGACACAGCCGTCTACTACTGTGCCCGGATCA
GAGGGGGAAACAGTGTCTTCGACTATTGGGGGCAGGGAACCCTGGTGACTGTCTCCTCCGG
GGGAGGGGGTAGCGGGGGAGGCGGCAGCGGCGGGGGTGGTTCTGACATTGTTATGACCCAA
TCCCCAGACTCTCTGGCCGTGAGCCTGGGTGAGAGAGCCACCATCAATTGCAAGTCCACCC
AGAGCATACTCTATACGTCAAACAATAAGAATTTCCTGGCGTGGTATCAGCAAAAGCCGGG
TCAACCACCCAAGTTGTTGATTAGCTGGGCATCAATTCGAGAATCTGGCGTCCCTGATAGG
TTTAGCGGGAGCGGTAGTGGAACCGACTTTGCGCTGACCATTTCATCCCTTCAGGCAGAGG
ACGTGGCTGTGTATTACTGTCAACAGTACTTCAGCACGATGTTTTCTTTCGGCCAGGGGAC
GAAGCTGGAGATAAAGCGGGCCGCAGCACTCAGCAACAGCATCATGTACTTTTCTCATTTC
GTCCCAGTTTTTCTCCCCGCCAAACCCACCACTACCCCTGCTCCTAGGCCTCCCACTCCCG
CACCCACCATTGCTTCCCAACCTCTGTCATTGAGGCCCGAAGCCTGCAGACCTGCCGCAGG
AGGGGCTGTGCACACCCGCGGTCTGGATTTTGCTTGTGATATCTACATTTGGGCCCCTTTG
GCCGGAACCTGCGGAGTGTTGTTGCTGAGCCTTGTTATCACGTTGTACTGTAATCACAGAA
ACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCC
TGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGG
AGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAAC
TTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGG
CCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAAC
GAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGA
GACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTA
TGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 77)

AA de la construccidén 4E9 CD8 (la secuencia sefial esta

en negritas)
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MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYTIH
WVROAPEQGLEWMGWINPNSGGTNYAQKFQGRVTMARDTSISTVYMDLSRLRSDDTAVYYC
ARIRGGNSVEDYWGOQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
KSTOSILYTSNNKNEFLAWYQQOKPGOPPKLLISWASIRESGVPDRESGSGSGTDFALTISSL
QAEDVAVYYCQOYFSTMFSFGOGTKLEIKRAAALSNSIMYFSHEVPVEFLPAKPTTTPAPRP
PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC
NHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKEFSRSADAPAYQQG
ONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ ID NO: 78)

ADN de la construccidn 11F11 CD28 (la secuencia sefnal

estd en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGGTGCAGCTCCAAGAGTCAGGACCAGGACTTGTCAAACCAAGCCAGACCCTC

AGCCTTACCTGCACCGTCAGCGGGGGCTCCATCAGCTCTGGGGCTTACTACTGGACATGGA

TACGACAGCATCCCGGTAAAGGTCTGGAGTGGATCGGGTACATACACTATAGTGGTTCCAC

ATATTCTAATCCATCTCTTAAGAGTCGAATTACAATTTCACTCGATACTTCAAAGAATCAG

TTCAGCTTGAAACTGAACTCCGTGACCGCGGCTGACACCGCCGTGTACTACTGTGCACGCC

AAGAGGATTATGGCGGACTGTTCGATTATTGGGGGCAGGGAACTCTCGTGACAGTGAGCTC

CGGCGGGGGCGGCAGCGGTGGGEGEETGGAAGTGGTGGAGGGGGCAGCGAGATCGTGATGACC

CAGAGTCCTGCCACACTGTCAGTGAGTCCTGGGGAGCGAATCACACTTTCCTGTCGAGCGT

CTCAGTCCGTGACCACGGACCTGGCGTGGTACCAGCAGATGCCAGGCCAGGCGCCAAGACT

CCTGATCTACGACGCTTCTACCCGCGCTACTGGTTTCCCCGCCAGATTCTCCGGAAGCGGG

TCCGGGACGGATTTTACACTTACCATCTCTTCATTGCAGGCTGAGGATTTTGCCGTGTACT

ACTGTCAGCATTACAAAACCTGGCCCCTCACTTTCGGGGGCGGAACAAAAGTGGAAATTAA
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ACGGGCAGCAGCTATTGAGGTGATGTACCCACCCCCCTACCTGGACAACGAGAAATCCAAT
GGCACCATCATCCACGTTAAGGGTAAGCACTTGTGTCCCTCACCACTCTTCCCTGGGCCTA
GCAAGCCATTCTGGGTCCTGGTGGTCGTGGGAGGCGTGCTGGCCTGCTATTCCCTCCTGGT
TACCGTTGCCTTTATCATATTTTGGGTCAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGAT
TACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCAC
CACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCC
CGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAG
TACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGA
AGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTC
TGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGC
CTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCT
AG (SEQ ID NO: 79)

AA de la construccidédn 11F11 CD28 (la secuencia sefial

estd en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGAYY
WIWIRQHPGKGLEWIGYIHYSGSTYSNPSLKSRITISLDTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYY
CARQEDYGGLEDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERITLS
CRASQSVTTDLAWYQOMPGQAPRLLIYDASTRATGEFPARFSGSGSGTDEFTLTISSLOAEDE
AVYYCOHYKTWPLTEFGGGTKVEIKRAAATEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLF
PGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQ
PYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGK
PRRKNPOQEGLYNELQKDKMAEAYSETIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMOAL
PPR (SEQ ID NO: 80)

Construccidn 11F11 CD28T ADN (la secuencia sefial estd en
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negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC
ACGCCCGCAGGTGCAGTTGCAGGAGAGCGGGCCAGGCCTGGTGAAGCCCAGCCAAACACTG
AGCCTCACCTGTACTGTGTCCGGTGGTAGCATTTCCAGCGGGGCGTATTATTGGACATGGA
TACGCCAACACCCTGGAAAAGGGTTGGAGTGGATTGGATACATCCATTATTCTGGGTCCAC
CTATAGTAACCCTTCTCTCAAGTCTCGCATTACTATTAGTTTGGATACCTCTAAGAATCAG
TTTAGTCTGAAGCTGAACAGTGTAACCGCCGCCGACACCGCGGTCTACTACTGTGCTAGGC
AGGAGGATTACGGGGGACTGTTCGATTACTGGGGCCAGGGGACATTGGTCACCGTTTCAAG
CGGGGGCGGCGGATCTGGCGGAGGGGGATCTGGAGGCGGAGGCTCTGAGATCGTAATGACT
CAGAGCCCAGCCACCCTGTCCGTCTCTCCCGGCGAACGCATCACTCTGAGCTGTAGGGCAT
CACAGTCTGTTACCACAGATCTGGCTTGGTATCAACAAATGCCTGGGCAGGCCCCGCGACT
GTTGATTTATGACGCCTCTACGCGGGCCACAGGATTTCCTGCCCGGTTCTCCGGGTCTGGT
TCTGGCACCGATTTTACCTTGACAATCAGTAGCTTGCAGGCAGAAGATTTCGCTGTGTATT
ACTGCCAACATTATAAGACATGGCCTTTGACATTCGGCGGGGGAACCAAAGTGGAGATCAA
ACGCGCCGCAGCCCTGGACAATGAGAAGTCTAATGGGACCATCATTCACGTCAAAGGGAAA
CACCTGTGCCCCTCTCCTCTGTTCCCAGGCCCTTCTAAGCCCTTCTGGGTTCTCGTGGTGG
TGGGCGGTGTCCTGGCCTGCTATTCCCTTCTTGTGACAGTGGCCTTTATCATTTTTTGGGT
GAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCT
GGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGA
GCCGAGTGAAATTTTCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACT
TTACAATGAGCTGAACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGL
CGAGATCCTGAGATGGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACG
AGCTTCAAAAAGACAAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAG

ACGAGGCAAGGGTCACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTAT
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GACGCCCTCCACATGCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 81)

AA de la construccidén 11F11 CD28T (la secuencia sefnal

estd en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGAYY
WIWIRQHPGKGLEWIGYIHYSGSTYSNPSLKSRITISLDTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYY
CARQEDYGGLEDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERITLS
CRASQSVTTDLAWYQOMPGQAPRLLIYDASTRATGFPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDE
AVYYCQHYKTWPLTFGGGTKVEIKRAAALDNEKSNGTIITHVKGKHLCPSPLEFPGPSKPEWV
LVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFA
AYRSRVKFSRSADAPAYQQOGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG
LYNELQKDKMAEAYSETIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ
ID NO: 82)

ADN de 1la construccién 11F11 CD8 (la secuencia seflal

estd en negritas)

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGC

ACGCCCGCAGGTACAGTTGCAGGAAAGCGGCCCCGGCCTTGTAAAACCAAGCCAGACTCTC

AGTTTGACTTGCACCGTCTCAGGAGGAAGCATTTCCAGTGGGGCTTATTATTGGACTTGGA

TTCGGCAGCATCCTGGGAAAGGGTTGGAATGGATCGGTTATATTCATTATAGCGGTAGCAC

CTATTCCAATCCGTCTTTGAAAAGCAGAATCACTATTTCACTCGACACCTCTAAGAACCAG

TTCAGTCTCAAACTGAACTCCGTGACAGCGGCCGACACAGCTGTGTACTACTGTGCACGGC

AAGAAGATTATGGGGGGCTGTTCGATTATTGGGGCCAAGGCACACTGGTGACAGTATCAAG

CGGTGGAGGAGGCTCCGGGGGCGGAGGAAGTGGAGGCGGGGGGAGCGAAATTGTGATGACC

CAGTCTCCAGCCACGCTGTCAGTGTCTCCGGGAGAACGCATAACCCTCTCCTGCCGGGCCA

GTCAGTCCGTCACGACCGATTTGGCTTGGTATCAACAGATGCCTGGGCAGGCCCCCCGCTT
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GCTGATCTATGACGCCTCCACCAGAGCAACTGGTTTCCCCGCCCGGTTCAGCGGATCTGGA
AGCGGTACAGATTTTACACTTACCATCTCATCATTGCAAGCTGAGGATTTTGCCGTGTACT
ACTGCCAGCACTACAAGACCTGGCCTTTGACGTTCGGCGGCGGAACAAAAGTGGAGATTAA
AAGAGCCGCTGCCCTCAGTAACTCAATCATGTACTTTAGTCACTTTGTGCCTGTGTTTCTG
CCAGCAAAGCCAACAACCACACCAGCACCCCGCCCTCCAACGCCTGCCCCAACCATCGCCT
CCCAGCCTCTGAGCTTGAGGCCTGAGGCTTGTCGCCCAGCTGCTGGAGGTGCTGTGCATAC
ACGAGGACTGGATTTCGCCTGCGATATCTATATCTGGGCACCACTTGCCGGTACTTGTGGT
GTGTTGCTGCTCTCACTGGTCATCACGCTGTACTGTAACCATAGGAATAGATCCAAAAGAA
GCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAA
ACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCCGAGTGAAATTT
TCTAGATCAGCTGATGCTCCCGCCTATCAGCAGGGACAGAATCAACTTTACAATGAGCTGA
ACCTGGGTCGCAGAGAAGAGTACGACGTTTTGGACAAACGCCGGGGCCGAGATCCTGAGAT
GGGGGGGAAGCCGAGAAGGAAGAATCCTCAAGAAGGCCTGTACAACGAGCTTCAAAAAGAC
AAAATGGCTGAGGCGTACTCTGAGATCGGCATGAAGGGCGAGCGGAGACGAGGCAAGGGTC
ACGATGGCTTGTATCAGGGCCTGAGTACAGCCACAAAGGACACCTATGACGCCCTCCACAT
GCAGGCACTGCCCCCACGCTAG (SEQ ID NO: 83)

AA de la construccidédn 11F11 CD8 (la secuencia sefial estéa

en negritas)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVOLOQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGAYY

WITWIRQHPGKGLEWIGYIHYSGSTYSNPSLKSRITISLDTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYY

CARQEDYGGLEDYWGQGTLVITVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERITLS

CRASQSVTTDLAWYQOMPGQAPRLLIYDASTRATGFPARFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDE

AVYYCOHYKTWPLTFGGGTKVEIKRAAALSNSIMYFSHEVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAP

TIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNR
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SKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKESRSADAPAYQQGONQLY

NELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPOQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRR

GKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEQ ID NO: 84)

AA del NM 004119 del FLT3 humano

MPALARDGGOQLPLLVVFSAMIFGTITNQDLPVIKCVLINHKNNDSSVGKSSSYPMV
SESPEDLGCALRPQSSGTVYEAAAVEVDVSASITLOVLVDAPGNISCLWVEFKHSSLNCQPH
FDLONRGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQSEATNYTILFTVSIRNTLLYTLRRPYFRKMEN
QDALVCISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEESPAVVKKEEKVLHELFGTDIRCCARNELGR
ECTRLFTIDLNQTPOQTTLPOLFLKVGEPLWIRCKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEM
STYSTNRTMIRILFAFVSSVARNDTGYYTCSSSKHPSQSALVTIVEKGFINATNSSEDYET
DOYEEFCFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFPCEQKGLDNGYSISKFCNHKHQPGEYIFHAEN
DDAQFTKMFTLNIRRKPQVLAEASASQASCEFSDGYPLPSWTWKKCSDKSPNCTEEITEGVW
NRKANRKVFGOWVSSSTLNMSEATIKGEFLVKCCAYNSLGTSCETILLNSPGPFPFIQDNISE
YATIGVCLLEFIVVLTLLICHKYKKQFRYESQLOMVQVTGSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEF
PRENLEFGKVLGSGAFGKVMNATAYGISKTGVSIQVAVKMLKEKADSSEREALMSELKMMT
QLGSHENIVNLLGACTLSGPIYLIFEYCCYGDLLNYLRSKREKFHRTWTEIFKEHNESEYP
TEFQSHPNSSMPGSREVQIHPDSDQISGLHGNSFHSEDETEYENQKRLEEEEDLNVLTFEDL
LCFAYQVAKGMEFLEFKSCVHRDLAARNVLVTHGKVVKICDFGLARDIMSDSNYVVRGNAR
LPVKWMAPESLFEGIYTIKSDVWSYGILLWEIFSLGVNPYPGIPVDANFYKLIQNGEKMDQ
PFYATEEIYIIMOSCWAFDSRKRPSFPNLTSFLGCQLADAEEAMYQNVDGRVSECPHTYQON
RRPFSREMDLGLLSPQAQVEDS (SEQ ID NO: 85)

ADN del péptido sefial de CAR

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCTGCACGCCGL

ACGCCCG (SEQ ID NO: 86)
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Péptido seflal de CAR: MALPVTALLLPLALLLHAARP (SEQ ID

NO: 87)

ADN del conector de scFv G4S

GGCGGTGGAGGCTCCGGAGGGGGGGGCTCTGGCGGAGGGGGLTCC (SEQ ID
NO: 88)

Conector G4s del scFv: GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 89)

ADN del conector Whitlow de scFv

GGGTCTACATCCGGCTCCGGGAAGCCCGGAAGTGGCGAAGGTAGTACAAAGGGG

(SEQ ID NO: 90)

Conector Whitlow del scFv: GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID
NO: 91)

Secuencia de adcidos nucleicos de 4-1BB (dominio
intracelular)

AAGCGCGGCAGGAAGAAGCTCCTCTACATTTTTAAGCAGCCTTTTATGAGGCCCGT
ACAGACAACACAGGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCAGATTTCCCGAGGAGGAGGAAGGTGGG
TGCGAGCTG (SEQ ID NO: 92)

AA de 4-1BB (dominio intracelular)

KRGRKKLLYIFKQPEFMRPVOTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL (SEQ ID NO:

93)

AA de 0OX40

RRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI (SEQ ID NO: 94)

INCORPORACION A MODO DE REFERENCIA

Todas las publicaciones, las patentes y las solicitudes de

patentes mencionadas en esta descripcidén se incorporan en la
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presente a modo de referencia, en la misma extensidén en que
se incorpord cada publicacidn, patente o solicitud de patente
individual especifica e individualmente a modo de referencia.
Sin embargo, la cita de una referencia en la presente no se
deberia interpretar como un reconocimiento que dicha
referencia constituye arte anterior para la presente
invencidén. En la medida que cualquiera de las definiciones o
términos provistos en las referencias incorporadas a modo de
referencia difieran de los términos y la descripcidn
provistos en la presente, prevalecerdn los términos vy
definiciones de la presente.

EQUIVALENTES

Se considera que la Descripcidén escrita precedente es
suficiente para que el especialista en 1la técnica pueda
practicar la invencién. La Descripcién vy los Ejemplos
precedentes detallan determinadas formas de realizacidn
preferidas de la invencidén vy describen el mejor modo
contemplado por los inventores. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que no importa cuédn detallada pueda parecer el texto
precedente, la invencidén puede ser practicada de muchas
maneras y la invencidén debe ser considerada con referencia a
las reivindicaciones adjuntas vy cualquier equivalente de
estas.

Los siguientes ejemplos, incluyendo 1los experimentos
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realizados y los resultados obtenidos, solamente se proveen a
efectos ilustrativos y no deben considerarse como
limitaciones de la presente invencidn.

EJEMPLO 1

Las células Namalwa, MV4:11 y HL60 (ATCC) y las células EoLl
(Sigma-Aldrich) se cultivaron en medio RPMI1640 (Lonza) + 10%
de FBS (Corning) + 1X de penicilina, estreptomicina L-
glutamina (Corning) (R10) y se mantuvieron a una densidad de
células de entre 0,5-2,0 x 10¢ células/ml. Para examinar la
expresién sobre la superficie celular de FLT3, las células se
incubaron con un anticuerpo anti-FLT3 (BD Pharmingen) o un
anticuerpo IgGl de control de isotipo (BD Pharmingen) en
solucidén amortiguadora de tincidén (BD Pharmingen) durante 30
minutos a 4 °C. Luego se lavaron las células y se volvieron a
suspender en solucidén amortiguadora de tincidén con yoduro de
propidio (BD Pharmingen) antes de la adquisicién de datos. La
expresién de FLT3 sobre las células diana se muestra en la
FIGURA 1.

EJEMPLO 2

Se linealizaron plasmidos que codifican un promotor T7, una
construccién CAR vy una sSecuencia estabilizante de beta
globina mediante digestidén durante la noche de 10 pg de ADN
con EcoRI y BamHI (NEB). E1 ADN se digirié luego durante 2

horas a 50 °C con la proteinasa K (Thermo Fisher, 600 U/ml)
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purificada con fenol/cloroformo vy se precipitd mediante
adicidén de acetato de sodio y dos volumenes de etanol. Luego
se secaron los sedimentos, se resuspendieron en agua libre de
RNAsa/DNAsa y se cuantificaron usando NanoDrop. Después se
usé un upg del ADN 1lineal para la transcripcidén in vitro
usando mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra (Thermo Fisher) segun las
instrucciones del proveedor. El ARN se purificd
adicionalmente wusando el conjunto de elementos MEGAClear
(Thermo Fisher) segun las instrucciones del proveedor y se
cuantificdé usando NanoDrop. La integridad del ARNm se evalud
usando movilidad sobre un gel de agarosa. Las PBMC se
aislaron a partir de Leukopaks de donantes sanos (Hemacare)
usando centrifugacidén por densidad con Ficoll-Paque segUn las
instrucciones del proveedor. Las PBMC se estimularon usando
OKT3 (50 ng/ml, Miltenyi Biotec) en medio R10 + IL-2 (300
UI/ml, Proleukin®, Prometheus® Therapeutics and Diagnostics).
Siete dias después de 1la estimulacidn, las células T se
lavaron dos veces en medio Opti-MEM (Thermo Fisher
Scientific) y se wvolvieron a suspender a una concentracidn
final de 2,5 x 107 células/ml en medio Opti-MEM. Se usaron 10
ng de ARNm por electroporacién. La electroporacién de las
células se efectud wusando un sistema Gemini X2 (Harvard
Apparatus BTX) para suministrar un solo pulso de 400 V

durante 0,5 ms en cubetas de 2 mm (Harvard Apparatus BTX).
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Las células fueron transferidas inmediatamente a medio R10 +
IL-2 y se dejd que se recuperaran durante 6 horas. Para
examinar la expresidédn de CAR, se tifieron células T con FLT-
=3-HIS (Sino Biological 1Inc.) o la Proteina L biotinilada
(Thermo Scientific) en solucidén amortiguadora de tincidén (BD
Pharmingen) durante 30 minutos a 4 °C. Luego las células se
lavaron y se tifieron con anti-HIS-PE (Miltenyi Biotec) o PE
estreptavidina (BD Pharmingen) en solucién amortiguadora de
tincién durante 30 minutos a 4 °C. Luego se lavaron las
células y se volvieron a suspender en solucidn amortiguadora
de tincidén con yoduro de propidio (BD Pharmingen) antes de la
adquisicién de datos. La expresién de los CAR FLT3 en las
células T sometidas a electroporacidén se muestra en la FIGURA
2.

EJEMPLO 3

Para examinar la actividad citolitica en células T FLT3 CAR
sometidas a electroporacidn, las células efectoras se
cultivaron con las células diana a una proporcidén de 1:1 de
E:T en medio R10. A las 16 horas después del cocultivo, se
analizaron los sobrenadantes mediante Luminex (EMD Millipore)
y se evaludé la viabilidad de las células diana mediante
analisis por citometria de flujo la captacidédn de yoduro de
propidio (PI) por las células CD3-negativas. La actividad

citolitica de las células T CAR sometidas a electroporacidn
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se muestra en la FIGURA 3 y la produccidén de citogquinas se
muestra en las FIGURAS 4A-4B.

EJEMPLO 4

Se usdé un vector de transferencia lentiviral de tercera
generacién que contiene las diferentes construcciones CAR
junto con la mezcla de empaquetamiento lentiviral ViraPower
(Life Technologies) para generar los sobrenadantes
lentivirales. Brevemente, se generd una mezcla de
transfeccidédn mediante mezclado de 15 pg de ADN y 22,5 pl de
polietilenimina (Polysciences, 1 mg/ml) en 600 pl de medio
OptiMEM. La mezcla se incubdé durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Simultdneamente, se tripsinizaron células T 293
(ATCC), se contaron y se plaqued un total de 10 x 10 células
en total en un frasco T75 Jjunto <con la mezcla de
transfeccidén. Tres dias después de la transfeccidn, se
recolectaron los sobrenadantes y se filtraron a través de un
filtro de 0,45 pm y se guardaron a -80 °C hasta el momento
del wuso. Las PBMC se aislaron a partir de Leukopaks de
donantes sanos (Hemacare) usando centrifugacién por densidad
con Ficoll-Paque segun las instrucciones del proveedor. Las
PBMC se estimularon usando OKT3 (50 ng/ml, Miltenyi Biotec)
en medio R10 + IL-2 (300 UI/ml, Proleukin®, Prometheus®
Therapeutics and Diagnostics). A las 48 horas después de 1la

estimulacién, las células se transdujeron usando lentivirus a
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un MOI = 10. Las células se mantuvieron a 0,5-2,0 x 10¢
células/ml antes de su uso en los ensayos de actividad. Para
examinar la expresidén de CAR, se tifieron células T con FLT-3-
HIS (Sino Biological 1Inc.) o 1la Proteina L biotinilada
(Thermo Scientific) en solucién amortiguadora de tincidén (BD
Pharmingen) durante 30 minutos a 4 °C. Luego las células se
lavaron y se tifieron con anti-HIS-PE (Miltenyi Biotec) o PE
estreptavidina (BD Pharmingen) en solucién amortiguadora de
tincién durante 30 minutos a 4 °C. Después se lavaron las
células y se volvieron a suspender en solucidn amortiguadora
de tincidén con yoduro de propidio (BD Pharmingen) antes de la
adquisicién de datos. La expresidén de los CAR FLT3 en células
T de dos donantes sanos se muestra en la FIGURA 5.

EJEMPLO 5

Para examinar la actividad citolitica en células T FLT3 CAR
transducidas con lentivirus, las células efectoras se
cultivaron con las células diana a una proporcidén de 1:1 de
E:T en medio R10. A las 16 horas después del cocultivo, se
analizaron los sobrenadantes mediante Luminex (EMD Millipore)
y se evaludé la viabilidad de las células diana mediante
andlisis por citometria de flujo la captacidén de yoduro de
propidio (PI) por las células CD3-negativas. La actividad
citolitica promedio de células T CAR transducidas con

lentivirus de dos donantes sanos se muestra en la FIGURA 6 y
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la produccién de citogquinas por las células T CAR de cada
donante sano se muestra en las FIGURAS 7A-7C.

EJEMPLO 6

Para evaluar la proliferacién de 1las células T CAR como
respuesta a células diana gque expresan FLT3, se marcaron
células T con CFSE antes de cocultivarlas con 1las células
diana a una proporcidén 1:1 de E:T en el medio R10. Cinco dias
después, se evaludé la proliferacidén de células T mediante un
analisis por citometria de flujo de 1la dilucidén CFSE. La
proliferacién de las células T CAR FLT3 se muestra en la
FIGURA 8.

EJEMPLO 7

Para examinar la actividad anti leucémica in vivo, se
generaron células T CAR FLT3 de wutilidad en un modelo
xenogénico de AML humana. La expresién de CAR de las diversas
lineas efectoras usadas en el modelo xenogénico de AML humana
se muestran en la FIGURA 9. Se inyectaron células MV4;11
marcadas con luciferasa (2 x 10%/animal) por via intravenosa
en ratones NSG hembra de 5 a 6 semanas de vida. Después de 6
dias, se inyectaron 6 x 106 células T (~50% de CAR+) en 200
nl de PBS por via intravenosa y se mididé la carga tumoral de
los animales semanalmente usando obtencidén de imégenes por
bioluminiscencia. Segin se muestra en la FIGURA 10, 1la

inyeccidédn de células T CAR que expresan 10E3-CD28T y 8B5-
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CD28T redujo significativamente la carga tumoral en todos los
puntos de tiempo examinados. Segln se muestra en la FIGURA
11, esto también se confirmé con un analisis de
supervivencia, donde la inyeccidén de las células T CAR que
expresan 10E3-CD28T o 8B5-CD28T conferia wuna ventaja de
supervivencia significativa con respecto a los animales que
recibieron las células transducidas ficticiamente o células T
CAR que expresan las construcciones 10E3-CD28 o 10E3-CD8. No
se observaron diferencias significativas entre las
construcciones 10E3-CD28T 'y 8B5-CD28T en  términos de

eficacia.
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1

294

DNA

Homo sapiens

1

cttgataatg aaaagtcaaa cggaacaatc attcacgtga agggcaagca cctctgtccg 60

tcacccttgt tcectggtece atccaageca ttctgggtgt tggtegtagt gggtggagte 120

ctcgcttgtt actctctget cgtcaccgtg gettttataa tettctgggt tagatccaaa 180



agaagccgcce tgetccatag cgattacatg aatatgactc cacgeegecc tggecccaca 240

aggaaacact accagcctta cgcaccacct agagatttcg ctgectatcg gagc 294

<210> 2

<211> 98

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys

1 5 10 15

His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp

20 25 30

Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val

35 40 45

Thr Val Ala Phe lle lle Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu

50 55 60

Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr

65 70 75 80



Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr

85 90 95

Arg Ser

<210> 3
<211> 90
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

cttgataatg aaaagtcaaa cggaacaatc attcacgtga agggcaagca cctctgtccg 60

tcacccttgt tcectggtece atccaageca 90

<210> 4
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys

1 5 10 15



His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro

20 25 30

<210> 5
<211> 81
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

ttctgggtgt tggtcgtagt gggtggagtc ctegettgtt actctctget cgtcaccgtg 60

gcttttataa tcttctgggt t 81

<210> 6
<211> 27
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

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 lle Ile Phe Trp Val

20 25



<210> 7
<211> 123
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

agatccaaaa gaagccgcct getccatage gattacatga atatgactcc acgeegeect 60

ggccccacaa ggaaacacta ccagecttac gcaccaccta gagatttcge tgectatcgg 120

agc 123

<210> 8

<211> 41

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr

1 5 10 15

Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro

20 25 30

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

35 40



<210> 9
<211> 336
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

agggtgaagt tttccagatc tgcagatgcea ccagegtatc agcagggeca gaaccaactg

tataacgagc tcaacctggg acgcagggaa gagtatgacg ttttggacaa gcgcagagga

cgggaccctg agatgggtgg caaaccaaga cgaaaaaacc cccaggaggg tetctataat

gagctgcaga aggataagat ggctgaagcc tattctgaaa taggcatgaa aggagagegg

agaaggggaa aagggcacga cggtttgtac cagggactca geactgctac gaaggatact

tatgacgctc tccacatgca agecctgeca cctagg 336

<210> 10

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly

1 5 10 15

120

180

240

300



GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr

20 25 30

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys

35 40 45

Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys

50 55 60

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly Glu Arg

65 70 75 80

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser Thr Ala

85 90 95

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met GIn Ala Leu Pro Pro Arg

100 105 110

<210> 11
<211> 117
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11

attgaggtga tgtatccacc gecttacctg gataacgaaa agagtaacgg taccatcatt

60



cacgtgaaag gtaaacacct gtgtccttct cccctcttee ccgggecate aaagecc 117

<210> 12
<211> 39
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

lle Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn

1 5 10 15

Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu

20 25 30

Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro

35

<210> 13
<211> 288
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

gctgcagceat tgagcaactc aataatgtat tttagtcact ttgtaccagt gttcttgccg 60



gctaagccta ctaccacacc cgetccacgg ccacctacce cagetectac catcgettca 120

cagcctctgt cecctgegeec agaggettge cgaccggecg cagggggcegce tgttcatacc 180

agaggactgg atttcgcctg cgatatctat atctgggcac cecctggeegg aacctgegge 240

gtactcctge tgtccctggt catcacgctc tattgtaatc acaggaac 288

<210> 14

<211> 96

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Ala Ala Ala Leu Ser Asn Ser lle Met Tyr Phe Ser His Phe Val Pro

1 5 10 15

Val Phe Leu Pro Ala Lys Pro Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro

20 25 30

Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala Ser GIn Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu

35 40 45

Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp

50 55 60



Phe Ala Cys Asp lle Tyr lle Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly

65 70 75 80

Val Leu Leu Leu Ser Leu Val lle Thr Leu Tyr Cys Asn His Arg Asn

85 90 95

<210> 15
<211> 381
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15

caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgtg ctggtgaaac ccacagagac cctcacgetg 60

acctgcaccg tctctgggtt ctcactcatc aatgctagaa tgggtgtgag ctggateccgt 120

cagcccccag ggaaggecect ggagtggctt gcacacattt tttcgaatge cgaaaaatcg 180

tacaggacat ctctgaagag caggctcacc atctccaagg acacctccaa aagccaggtg 240

gtccttacca tgaccaacat ggaccctgtg gacacagcca catattactg tgcacggata 300

ccaggctacg gtggtaacgg ggactaccac tactacggta tggacgtctg gggccaaggg 360

accacggtca ccgtctectc a 381

<210> 16



<211> 127

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

GIn Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu lle Asn Ala

20 25 30

Arg Met Gly Val Ser Trp lle Arg GIn Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

35 40 45

Trp Leu Ala His lle Phe Ser Asn Ala Glu Lys Ser Tyr Arg Thr Ser

50 55 60

Leu Lys Ser Arg Leu Thr lle Ser Lys Asp Thr Ser Lys Ser GIn Val

65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 90 95

Cys Ala Arg lle Pro Gly Tyr Gly Gly Asn Gly Asp Tyr His Tyr Tyr



100 105 110

Gly Met Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 17
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Asn Ala Arg Met Gly Val Ser

1 5

<210> 18
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

His lle Phe Ser Asn Ala Glu Lys Ser Tyr Arg Thr Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15

<210> 19

<211> 17



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

lle Pro Gly Tyr Gly Gly Asn Gly Asp Tyr His Tyr Tyr Gly Met Asp

1 5 10 15

Val

<210> 20
<211> 324
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 20

gacatccaga tgacccagtc tccatcctece ctgtctgeat ctctaggaga cagagtcacc 60

atcacttgcc gggcaagtca gggcattaga aatgatttag gectggtatca gcagaaacca 120

gggaaagccec ctaagcegect gatctatgct tcatccactt tgcaaagtgg ggteccatca 180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagag ttcactctca caatcagcag cctgecageet 240

gaagattttg caacttatta ctgtctacag cataataatt tcccgtggac gtteggtcag 300

ggaacgaagg tggaaatcaa acga 324



<210> 21
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle Arg Asn Asp

20 25 30

Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu lle

35 40 45

Tyr Ala Ser Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn His Asn Asn Phe Pro Trp

85 90 95



Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg

100 105

<210> 22
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Arg Ala Ser GIn Gly lle Arg Asn Asp Leu Gly

1 5 10

<210> 23
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Ala Ser Ser Thr Leu GIn Ser

1 5

<210> 24
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 24

Leu GIn His Asn Asn Phe Pro Trp Thr

1 5

<210> 25
<211> 375
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25

caggtcacct tgaaggagtc tggtcctgtg ctggtgaaac ccacagagac cctcacgetg 60

acctgcaccg tctetgggtt ctcactcagg aatgctagaa tgggtgtaag ctggatccgt 120

cagcctcccg ggaaggcecct ggagtggcett gcacacattt tttcgaatga cgaaaaaacc 180

tacagcacat ctctgaagag caggctcacc atctccaggg acacctccaa aggeccaggtg 240

gtccttacca tgaccaagat ggaccctgtg gacacagceca catattactg tgcacggata 300

ccctactatg gttcggggag tcataactac ggtatggacg tctggggeca agggaccacg 360

gtcaccgtct cctea 375

<210> 26

<211> 125

<212> PRT



<213> Homo sapiens

<400> 26

GIn Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu Val Lys Pro Thr Glu

1 5 10 15

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Arg Asn Ala

20 25 30

Arg Met Gly Val Ser Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu

35 40 45

Trp Leu Ala His lle Phe Ser Asn Asp Glu Lys Thr Tyr Ser Thr Ser

50 55 60

Leu Lys Ser Arg Leu Thr lle Ser Arg Asp Thr Ser Lys Gly GIn Val

65 70 75 80

Val Leu Thr Met Thr Lys Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr

85 90 95

Cys Ala Arg lle Pro Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser His Asn Tyr Gly Met

100 105 110



Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 27
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Ile Pro Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser His Asn Tyr Gly Met Asp Val

1 5 10 15

<210> 28
<211> 324
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 28

gacatccaga tgacccagtc tccatcctec ctgtctgeat ctgtaggaga cagagtcacc

atcacttgcc gggcaagtca ggacattaga aatgatttcg gctggtatca acagaaacca

gggaaagccc ctcagcegcct getctatgcet gecatccactt tgcaaagtgg ggtecccatca

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa ttcactctca caatcagcag cctgeagect

gaagattttg caacttatta ctgtctacag tataatactt acccgtggac gttcggtcag

60

120

180

240

300



ggaacgaagg tggaaatcaa acga 324

<210> 29
<211> 108
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp lle Arg Asn Asp

20 25 30

Phe Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro GIn Arg Leu Leu

35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Pro

65 70 75 80



Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn Tyr Asn Thr Tyr Pro Trp

85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg

100 105

<210> 30
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Arg Ala Ser GIn Asp lle Arg Asn Asp Phe Gly

1 5 10

<210> 31
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Ala Ala Ser Thr Leu GIn Ser

1 5

<210> 32



<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Leu GIn Tyr Asn Thr Tyr Pro Trp Thr

1 5

<210> 33
<211> 360
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 33

cagatacaac tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagce ctgggaggtc cctgagactc 60

tcctgtgtag cgtctggatt caccttcaag aactatggca tgcactgggt ccgecagget 120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggeagtt atttggtatg atggaagtaa tgaatactat 180

ggagaccccg tgaagggecg attcaccatc tccagagaca actccaagaa catgttgtat 240

ctgcaaatga acagcctgag agccgatgac acggctgtgt attactgtge gaggtcggga 300

atagcagtgg ctggggcctt tgactactgg ggccagggaa ccctggtecac cgtetectca 360

<210> 34

<211> 120



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Gln lle GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val GIn Pro Gly Arg

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Lys Asn Tyr

20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45

Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr Tyr Gly Asp Pro Val

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Met Leu Tyr

65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Ser Gly lle Ala Val Ala Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly GIn

100 105 110



Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 35
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr Tyr Gly Asp Pro Val Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 36
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Ser Gly lle Ala Val Ala Gly Ala Phe Asp Tyr

1 5 10



<210> 37
<211> 327
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 37

gaaattgtgt tgacgcagtc tccagacacc ctgtctttgt ctccagggga aaaagccacc 60

ctctectgea gggecagtca gagtgttage agcagcettct tggectggta ccagcagaaa 120

cctggacagg ctcccagtct cctcatctat gttgcatcca gaagggecege tggeatcect 180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag 240

cctgaagatt ttggaatgtt ttactgtcaa cactatggta ggacaccatt cactttcggc 300

cctgggacca aagtggatat caaacga 327

<210> 38

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala

1 5 10



<210> 39
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Val Ala Ser Arg Arg Ala Ala

1 5

<210> 40
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

GlIn His Tyr Gly Arg Thr Pro Phe Thr

1 5

<210> 41
<211> 109
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Glu lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Asp Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15



Glu Lys Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser

20 25 30

Phe Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Ser Leu Leu

35 40 45

Ile Tyr Val Ala Ser Arg Arg Ala Ala Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser

50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu

65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Gly Met Phe Tyr Cys GlIn His Tyr Gly Arg Thr Pro

85 90 95

Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp lle Lys Arg

100 105

<210> 42
<211> 119
<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 42

Gln Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr

20 25 30

Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Glu GIn Gly Leu Glu Trp Met

35 40 45

Gly Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala GIn Lys Phe

50 55 60

GlIn Gly Arg Val Thr Met Ala Arg Asp Thr Ser lle Ser Thr Val Tyr

65 70 75 80

Met Asp Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg lle Arg Gly Gly Asn Ser Val Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly

100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser



115

<210> 43
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Gly Tyr Tyr lle His

1 5

<210> 44
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala GIn Lys Phe GIn

1 5 10 15

Gly

<210> 45

<211> 10



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

lle Arg Gly Gly Asn Ser Val Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 46
<211> 342
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 46

gacatcgtga tgacccagtc tccagactcc ctggetgtgt ctctgggega gagggecace 60

atcaactgca agtccaccca gagtatttta tacacctcca acaataagaa cttcttaget 120

tggtaccagc agaaaccagg gcagcectcect aaactgcetea tttectggge atctatccgg 180

gaatccgggg tcectgaccg attcagtgge agegggtctg ggacagattt cgetctcacc 240

atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact gtcaacaata ttttagtact 300

atgttcagtt ttggccaggg gaccaagctg gagatcaaac ga 342

<210> 47

<211> 114

<212> PRT



<213> Homo sapiens

<400> 47

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr lle Asn Cys Lys Ser Thr GIn Ser lle Leu Tyr Thr

20 25 30

Ser Asn Asn Lys Asn Phe Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn

35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu lle Ser Trp Ala Ser lle Arg Glu Ser Gly Val

50 55 60

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

65 70 75 80

lle Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn

85 90 95

Tyr Phe Ser Thr Met Phe Ser Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle

100 105 110



Lys Arg

<210> 48
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Lys Ser Thr GIn Ser lle Leu Tyr Thr Ser Asn Asn Lys Asn Phe Leu

1 5 10 15

Ala

<210> 49
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Trp Ala Ser lle Arg Glu Ser

1 5



<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Gln GIn Tyr Phe Ser Thr Met Phe Ser

1 5

<210> 51
<211> 360
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 51

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagce cttcacagac cctgtecctc 60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agtggtgeat actactggac ttggatccge 120

cagcacccag ggaagggcct ggagtggatt gggtacatcc attacagtgg gagcacctac 180

tccaacccgt ccctcaagag tcgaattacc atatcgttag acacgtctaa gaaccagttc 240

tccctgaage tgaactctgt gactgecgeg gacacggecg tgtattactg tgcgagacaa 300

gaggactacg gtggtttgtt tgactactgg ggccagggaa ccctggtcac cgtttectca 360

<210> 52



<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Gln Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser GIn

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser lle Ser Ser Gly

20 25 30

Ala Tyr Tyr Trp Thr Trp lle Arg GIn His Pro Gly Lys Gly Leu Glu

35 40 45

Trp lle Gly Tyr Ile His Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Ser Asn Pro Ser

50 55 60

Leu Lys Ser Arg lle Thr lle Ser Leu Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe

65 70 75 80

Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

85 90 95

Cys Ala Arg GIn Glu Asp Tyr Gly Gly Leu Phe Asp Tyr Trp Gly GIn



100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 53
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Ser Gly Ala Tyr Tyr Trp Thr

1 5

<210> 54
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Tyr lle His Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15

<210> 55

<211> 10



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Gln Glu Asp Tyr Gly Gly Leu Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 56
<211> 324
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 56

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagaatcacc 60

ctctectgea gggecagtea gagtgttace accgacttag cctggtacca gcagatgect 120

ggacaggctc cccggetect catctatgat gettccacca gggecactgg tttcccagee 180

agattcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcacgctca ccatcageag cctgecagget 240

gaagattttg cagtttatta ctgtcaacat tataaaacct ggcctctcac tttcggegga 300

gggactaagg tggagatcaa acga 324

<210> 57

<211> 108

<212> PRT



<213> Homo sapiens

<400> 57

Glu lle Val Met Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg lle Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Thr Thr Asp

20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Met Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu lle

35 40 45

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

50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Ala

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Lys Thr Trp Pro Leu

85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg

100 105



<210> 58
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Arg Ala Ser GIn Ser Val Thr Thr Asp Leu Ala

1 5 10

<210> 59
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Asp Ala Ser Thr Arg Ala Thr

1 5

<210> 60
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Gln His Tyr Lys Thr Trp Pro Leu Thr



<210> 61
<211> 1482
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 61

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccgcaggtga ccctcaaaga gtetggaccc gtgetcgtaa aacctacgga gaccctgaca 120

ctcacctgca cagtctcecgg cttcagectc atcaatgcca ggatgggagt ttectggatc 180

aggcaaccgc ccggaaaggce cctggaatgg ctcgeacata ttttcagtaa cgetgaaaaa 240

agctatcgga cttctctgaa aagtcggctc acgattagta aggacacatc caagagccaa 300

gtggtgctta cgatgactaa catggaccct gtggatactg caacctatta ctgtgctcga 360

atccctggtt atggcggaaa tggggactac cactactacg gtatggatgt ctggggeccaa 420

gggaccacgg ttactgtttc aagcggaggg ggagggagtg gggetggegg atctggegga 480

ggaggcagcg atatccagat gacgcagtcc cctagttcac tttccgeate cctgggggat 540

cgggttacca ttacatgccg cgegtcacag ggtatccgga atgatctggg atggtaccag 600

cagaagccgg gaaaggctcc taagegectc atctacgeca getccaccct gecagagtgga 660



gtgccctece ggttttcagg cagtggetcce ggtacggagt ttactcttac aattagcage 720

ctgcagccag aagattttge aacttactac tgtttgcage ataataattt cccctggacc 780

tttggtcagg gcaccaaggt ggagatcaaa agagcagecg ccatcgaagt aatgtatcce 840

ccccegtacce ttgacaatga gaagtcaaat ggaaccatta tccatgttaa gggcaaacac 900

ctctgeectt ctecactgtt ccctggecect agtaagecgt tttgggtgcet ggtggtagtc 960

ggtggggtgc tggcttgtta ctctettcte gtgaccgteg cctttataat cttttgggtc 1020

agatccaaaa gaagccgcct getccatage gattacatga atatgactcc acgecgeect 1080

ggccccacaa ggaaacacta ccagecttac gcaccaccta gagatttege tgectatcgg 1140

agccgagtga aattttctag atcagcetgat getceccgect atcagcaggg acagaatcaa 1200

ctttacaatg agctgaacct gggtcgcaga gaagagtacg acgttttgga caaacgccgg 1260

ggccgagatc ctgagatggg ggggaagecg agaaggaaga atcctcaaga aggectgtac 1320

aacgagcttc aaaaagacaa aatggctgag gegtactctg agatcggcat gaagggegag 1380

cggagacgag gcaagggtca cgatggcttg tatcagggec tgagtacage cacaaaggac 1440

acctatgacg ccctccacat gcaggcactg cccccacgcet ag 1482

<210> 62

<211> 493



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62

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 GIn Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu

20 25 30

Val Lys Pro Thr Glu Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe

35 40 45

Ser Leu lle Asn Ala Arg Met Gly Val Ser Trp lle Arg GIn Pro Pro

50 55 60

Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu Ala His lle Phe Ser Asn Ala Glu Lys

65 70 75 80

Ser Tyr Arg Thr Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr lle Ser Lys Asp Thr

85 90 95

Ser Lys Ser GIn Val Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp

100 105 110



Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg lle Pro Gly Tyr Gly Gly Asn Gly

115 120 125

Asp Tyr His Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val

130 135 140

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

145 150 155 160

Gly Gly Ser Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

165 170 175

Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle

180 185 190

Arg Asn Asp Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys

195 200 205

Arg Leu lle Tyr Ala Ser Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg

210 215 220

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser



225 230 235 240

Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn His Asn Asn

245 250 255

Phe Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Ala

260 265 270

Ala Ala lle Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys

275 280 285

Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser

290 295 300

Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val

305 310 315 320

Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe lle

325 330 335

lle Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr

340 345 350



Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn

355 360 365

Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys

370 375 380

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GlIn

385 390 395 400

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu

405 410 415

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg

420 425 430

Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met

435 440 445

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly

450 455 460

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp

465 470 475 480



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

485 490

<210> 63
<211> 1455
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 63

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccgcaagtta ctttgaagga gtctggacct gtactggtga agccaaccga gacactgaca 120

ctcacgtgta cagtgagtgg tttttccttg atcaacgcaa ggatgggegt cagetggatc 180

aggcaacccc ctggcaaggc tctggaatgg ctcgetcaca tattcagcaa tgecgaaaaa 240

agctaccgga caagcctgaa atcccgectg actatttcca aggacacttce taagtctcag 300

gtggtgctga ccatgaccaa catggacccg gtggacaccg ccacctatta ctgegcaaga 360

atccctgggt atggtgggaa tggtgactac cattattatg ggatggatgt gtgggggcaa 420

ggcacaaccg taacggtctc aageggtggg ggaggctcag ggggeggagg ctecggaggt 480

ggcggceteeg acattcagat gacccaaagce ccgteccagec tgtccgecag cctgggagat 540

agagtgacaa tcacgtgtag agcttcccaa gggataagaa atgatctcgg gtggtatcag 600



cagaagcccg gcaaagecce caaaaggctt atatatgeta gtagtacact gcagtctgga 660

gttccttcee gattttcagg tageggctce ggtacagagt tcaccctcac gataagetca 720

ctccagcctg aggatttcge aacgtactac tgectccage acaacaattt tccctggact 780

ttcggccagg gcaccaaggt ggagatcaag agggecgetg cccttgataa tgaaaagtca 840

aacggaacaa tcattcacgt gaagggcaag cacctctgtc cgtcaccctt gttcectggt 900

ccatccaagc cattctgggt gttggtcgta gtgggtggag tcctegcettg ttactctctg 960

ctcgtcaccg tggcettttat aatcttctgg gttagatcca aaagaagcecg cctgetccat 1020

agcgattaca tgaatatgac tccacgcecge cctggeccca caaggaaaca ctaccagect 1080

tacgcaccac ctagagattt cgctgectat cggagecgag tgaaattttc tagatcaget 1140

gatgctcccg cctatcagca gggacagaat caactttaca atgagctgaa cctgggtcge 1200

agagaagagt acgacgtttt ggacaaacgc cggggecgag atcctgagat gggggggaag 1260

ccgagaagga agaatcctca agaaggcectg tacaacgagc ttcaaaaaga caaaatgget 1320

gaggcgtact ctgagatcgg catgaagggce gagcggagac gaggcaaggg tcacgatgge 1380

ttgtatcagg gcctgagtac agccacaaag gacacctatg acgecctcca catgcaggeca 1440

ctgcceccac getag 1455



<210> 64
<211> 484
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

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 GIn Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu

20 25 30

Val Lys Pro Thr Glu Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe

35 40 45

Ser Leu lle Asn Ala Arg Met Gly Val Ser Trp lle Arg GIn Pro Pro

50 55 60

Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu Ala His lle Phe Ser Asn Ala Glu Lys

65 70 75 80

Ser Tyr Arg Thr Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr lle Ser Lys Asp Thr

85 90 95



Ser Lys Ser GlIn Val Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp

100 105 110

Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg lle Pro Gly Tyr Gly Gly Asn Gly

115 120 125

Asp Tyr His Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val

130 135 140

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

145 150 155 160

Gly Gly Ser Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

165 170 175

Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle

180 185 190

Arg Asn Asp Leu Gly Trp Tyr GIn Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys

195 200 205

Arg Leu lle Tyr Ala Ser Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg

210 215 220



Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser

225 230 235 240

Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn His Asn Asn

245 250 255

Phe Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Ala

260 265 270

Ala Ala Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys

275 280 285

Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro

290 295 300

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

305 310 315 320

Leu Val Thr Val Ala Phe lle lle Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser

325 330 335

Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly

340 345 350



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

355 360 365

Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala

370 375 380

Tyr Gln GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg

385 390 395 400

Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu

405 410 415

Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn

420 425 430

Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met

435 440 445

Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly

450 455 460

Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met GIn Ala



465 470 475 480

Leu Pro Pro Arg

<210> 65
<211> 1563
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 65

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccgcaggtga cactcaagga atcagggccc gtactggtga aacctactga gaccctgaca 120

ctgacttgca ccgtgtctgg gttctctctg attaacgctc gaatgggtgt gagttggata 180

cgccagcctc cagggaaggce tctggagtgg ttggeccaca ttttctccaa cgecgagaag 240

agctacagga ctagtctgaa gtccagactt accatttcca aagacacaag taaatcacag 300

gtggtgctga caatgacaaa catggacccg gttgatactg ctacctatta ttgtgcccge 360

attcccggct acggeggcaa tggegactat cactattatg gtatggatgt ctgggggcag 420

gggaccactg ttaccgtgtc cagcggggst ggtggcageg gaggtggagg gageggtggt 480

gggeggagtg atattcagat gacccagage cctagcetcte tttcegette tetgggegat 540



agagtcacca tcacctgecg ggectctcaa ggeatcegga acgatcttgg atggtatcag 600

cagaagcccg gcaaggceacc aaaaaggcetg atctacgeat caagcaccct geaatctggg 660

gtgccgtccc ggttttctgg ttctggtagt gggaccgagt ttactctgac tatttcttcc 720

ctgcagcctg aggactttge tacgtactat tgtctgcage ataacaactt cccctggacg 780

ttcgggcagg gtacgaaagt ggaaattaag cgcgecgecg ccctgtecaa ctecattatg 840

tatttctctc attttgtcce agtgttcctg cccgetaaac ccacaactac tccggegeee 900

cgaccgccaa ctceccgeacc taccatcgea agecagecat tgagectecg acctgaggca 960

tgtagaccag cagccggegg tgeegtgeac acaaggggac tggatttcge ctgegacata 1020

tatatttggg cccctectgge tggaacctgt ggggttctge tgetetetet cgttattaca 1080

ctgtattgca atcatcgcaa tagatccaaa agaagccgcec tgctccatag cgattacatg 1140

aatatgactc cacgccgecc tggecccaca aggaaacact accagectta cgcaccacct 1200

agagatttcg ctgcctatcg gagecgagtg aaattttcta gatcagetga tgetcccgee 1260

tatcagcagg gacagaatca actttacaat gagctgaacc tgggtcgcag agaagagtac 1320

gacgttttgg acaaacgccg gggccgagat cctgagatgg gggggaagec gagaaggaag 1380

aatcctcaag aaggcctgta caacgagctt caaaaagaca aaatggctga ggegtactct 1440

gagatcggca tgaagggega gecggagacga ggcaagggtc acgatggett gtatcaggge 1500



ctgagtacag ccacaaagga cacctatgac gccctccaca tgcaggceact geccecccacge 1560

tag 1563

<210> 66
<211> 520
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66

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 GIn Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Val Leu

20 25 30

Val Lys Pro Thr Glu Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe

35 40 45

Ser Leu lle Asn Ala Arg Met Gly Val Ser Trp lle Arg GIn Pro Pro

50 55 60

Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Phe Ser Asn Ala Glu Lys

65 70 75 80



Ser Tyr Arg Thr Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr lle Ser Lys Asp Thr

85 90 95

Ser Lys Ser GIn Val Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp

100 105 110

Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg lle Pro Gly Tyr Gly Gly Asn Gly

115 120 125

Asp Tyr His Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val

130 135 140

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

145 150 155 160

Gly Gly Ser Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

165 170 175

Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly lle

180 185 190

Arg Asn Asp Leu Gly Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys



195 200 205

Arg Leu lle Tyr Ala Ser Ser Thr Leu GIn Ser Gly Val Pro Ser Arg

210 215 220

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser

225 230 235 240

Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu GIn His Asn Asn

245 250 255

Phe Pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Ala

260 265 270

Ala Ala Leu Ser Asn Ser lle Met Tyr Phe Ser His Phe Val Pro Val

275 280 285

Phe Leu Pro Ala Lys Pro Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr

290 295 300

Pro Ala Pro Thr lle Ala Ser GIn Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala

305 310 315 320



Cys Arg Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe

325 330 335

Ala Cys Asp lle Tyr lle Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val

340 345 350

Leu Leu Leu Ser Leu Val lle Thr Leu Tyr Cys Asn His Arg Asn Arg

355 360 365

Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro

370 375 380

Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro

385 390 395 400

Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala

405 410 415

Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu

420 425 430

Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly

435 440 445



Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GiIn Glu

450 455 460

Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser

465 470 475 480

Glu lle Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly

485 490 495

Leu Tyr GlIn Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu

500 505 510

His Met GIn Ala Leu Pro Pro Arg

515 520

<210> 67
<211> 1464
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 67

atggcactcc ccgtaactgce tctgetgetg ccgttggeat tgetectgea cgecgeacge 60

ccgcagatcc agttggtgga atcagggggc ggtgtggtgce agecgggtag gagectgaga 120



ctgtcatgeg tggcegtctgg cttcacattc aagaactacg geatgcactg ggtgegacag 180

gcceccggaa agggtitgga gtgggtegec gtgatctggt acgacggatce taatgagtat 240

tacggagatc ctgtgaaggg aaggttcacc atctcccgeg acaatagcaa aaatatgctc 300

tacctgcaaa tgaactcact cagggcggat gatacggcgg tctactattg cgetcgectca 360

gggattgctg tggeceggegce attcgattac tggggacagg gtaccctggt gacagtatca 420

agcggaggceg geggetetgg cggeggegga tetggegggg ggggaagtga gattgtgttg 480

acacagtctc ccgataccct gtcactgtca cccggegaga aggcaacgct gagttgcaga 540

gcaagccagt cagtctcectc ttcttttctg gectggtatc agcaaaaacc aggtcaggeca 600

ccatctctec tgatttacgt tgccagcaga cgggeggetg geattccega caggttctet 660

ggaagcggat ctgggaccga ttttaccctg acaattagec gettggagee cgaagacttt 720

ggtatgtttt actgccagea ctacggaagg acacctttca catttggecc gggcacgaaa 780

gtcgatataa aacgcgcagce cgecattgaa gtaatgtacc caccacctta tttggacaat 840

gaaaagtcca atggtaccat tattcacgtc aagggaaagc atctctgtcc aageectctg 900

ttcceeggec cecteccaaacc attetgggtg ctggtggteg teggeggagt tetggectge 960

tattctctge tcgtgactgt tgcattcatc attttctggg tgagatccaa aagaageccge 1020

ctgctccata gegattacat gaatatgact ccacgecgec ctggecccac aaggaaacac 1080



taccagcctt acgcaccacc tagagatttc getgectate ggagecgagt gaaattttct 1140

agatcagctg atgctcccge ctatcagcag ggacagaatc aactttacaa tgagetgaac 1200

ctgggtcgca gagaagagta cgacgttttg gacaaacgec ggggecgaga tectgagatg 1260

ggggggaage cgagaaggaa gaatcctcaa gaaggectgt acaacgagct tcaaaaagac 1320

aaaatggctg aggcgtactc tgagatcgge atgaagggcg agcggagacg aggcaagggt 1380

cacgatggct tgtatcaggg cctgagtaca gccacaaagg acacctatga cgecctccac 1440

atgcaggcac tgcccccacg ctag 1464

<210> 68

<211> 487

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68

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 Glin lle GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val

20 25 30



Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe

35 40 45

Thr Phe Lys Asn Tyr Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys

50 55 60

Gly Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr

65 70 75 80

Tyr Gly Asp Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser

85 90 95

Lys Asn Met Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr

100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly lle Ala Val Ala Gly Ala Phe

115 120 125

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu lle Val Leu

145 150 155 160



Thr Gln Ser Pro Asp Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Lys Ala Thr

165 170 175

Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp

180 185 190

Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Ser Leu Leu lle Tyr Val Ala

195 200 205

Ser Arg Arg Ala Ala Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

210 215 220

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe

225 230 235 240

Gly Met Phe Tyr Cys GIn His Tyr Gly Arg Thr Pro Phe Thr Phe Gly

245 250 255

Pro Gly Thr Lys Val Asp lle Lys Arg Ala Ala Ala lle Glu Val Met

260 265 270

Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lle

275 280 285



His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro

290 295 300

Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys

305 310 315 320

Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe lle lle Phe Trp Val Arg Ser

325 330 335

Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg

340 345 350

Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg

355 360 365

Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp

370 375 380

Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn

385 390 395 400

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg



405 410 415

Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly

420 425 430

Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu

435 440 445

lle Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu

450 455 460

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

465 470 475 480

Met GIn Ala Leu Pro Pro Arg

485

<210> 69
<211> 1437
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 69

atggcactcc ccgtaactge tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgeacge

60



ccgcagattc agctcgtgga gtcaggtggt ggegtggttc ageccggacg gtecctgega

ctctcttgtg tggcaagegg atttaccttt aagaactatg gcatgcactg ggtgaggcag

gcccctggaa aaggactgga gtgggttgct gtgatctggt acgacgggtc caacgaatat

tatggcgatc ctgtgaaggg acggtttaca atctcacgcg ataactcaaa gaacatgctg

tacctgcaaa tgaactctct gcgegetgat gacactgecg tgtattattg cgetcggagt

ggtatcgecg tcgcaggagc atttgattat tgggggcaag ggaccctegt gacagtgagt

tccggagggg gaggtictgg tggaggeggc tetggtgggg gaggcagega gategttctg

acccagtctc ctgacacact gtcactgtcc cctggtgaaa aggcecacact gtcttgtaga

gcgtcccaga gegtttccag ttecttectt gcatggtatc aacaaaaacc cgggeaggct

ccaagcttge tgatctacgt ggccagecge cgggecgeag geatccctga taggtttage

ggttctggga gcgggacgga cttcaccttg acaatatcac ggectggaacc cgaagacttc

ggaatgtttt attgccagcea ctacggaaga actccattca cctttggecc gggaacgaag

gtagacatca agagagcagc agccctcgac aacgagaaat ccaatggaac cattatccat

gtgaagggga aacatctctg cccttcacca ttgttccctg gacccagcaa gectttttgg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

gttctggtcg tggtggggeg cgtectggcet tgttactece tectegttac agtcgecttc 960

ataatctttt gggttagatc caaaagaagc cgectgctcc atagcgatta catgaatatg

1020



actccacgcc geectggece cacaaggaaa cactaccage cttacgcacc acctagagat 1080

ttcgctgect atcggagecg agtgaaattt tctagatcag ctgatgctce cgectatcag 1140

cagggacaga atcaacttta caatgagctg aacctgggtc gcagagaaga gtacgacgtt 1200

ttggacaaac gcecggggecg agatcctgag atggggggga agecgagaag gaagaatect 1260

caagaaggcc tgtacaacga gcttcaaaaa gacaaaatgg ctgaggcegta ctctgagatc 1320

ggcatgaagg gcgageggag acgaggcaag ggtcacgatg gettgtatca gggectgagt 1380

acagccacaa aggacaccta tgacgccctc cacatgcagg cactgececc acgctag 1437

<210> 70
<211> 478
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

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 Glin lle GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val

20 25 30



Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe

35 40 45

Thr Phe Lys Asn Tyr Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys

50 55 60

Gly Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr

65 70 75 80

Tyr Gly Asp Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser

85 90 95

Lys Asn Met Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr

100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly lle Ala Val Ala Gly Ala Phe

115 120 125

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu lle Val Leu

145 150 155 160



Thr Gln Ser Pro Asp Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Lys Ala Thr

165 170 175

Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp

180 185 190

Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Ser Leu Leu lle Tyr Val Ala

195 200 205

Ser Arg Arg Ala Ala Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

210 215 220

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe

225 230 235 240

Gly Met Phe Tyr Cys GIn His Tyr Gly Arg Thr Pro Phe Thr Phe Gly

245 250 255

Pro Gly Thr Lys Val Asp lle Lys Arg Ala Ala Ala Leu Asp Asn Glu

260 265 270

Lys Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro

275 280 285



Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val

290 295 300

Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe

305 310 315 320

lle lle Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp

325 330 335

Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr

340 345 350

GlIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val

355 360 365

Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn

370 375 380

GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val

385 390 395 400

Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg



405 410 415

Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys
420 425 430

Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg

435 440 445

Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys

450 455 460

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

465 470 475

<210> 71
<211> 1545
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 71

atggcactcc ccgtaactge tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccgcagatac agcettgtcga atccggtgge ggggtggtge agectggacg cagectgegg 120

ctttcttgeg tggecagegg atttaccttc aagaactacg ggatgeattg ggtccgeccag 180



gcacccggcea aaggcecttga gtgggttgea gtgatctggt acgacggeag taacgagtat 240

tatggcgacc ccgtgaaggg aaggtttact atttcaagag ataatagtaa gaacatgttg 300

tatctgcaaa tgaacagtct gagagcggac gacactgecg tgtactactg tgetegetce 360

ggcatcgetg tggeaggggc ctttgactac tggggtcagg ggacgetggt cacggttagt 420

tccgggggcg gtggttccgg aggaggeggt tecggeggeg geggatcaga aategttctt 480

actcagagtc ccgatacgct gtecttgtct ccgggagaaa aagccacact gagetgeega 540

gcctcacagt cagtaagttc ttcattccte gectggtacc agcaaaaacc ggggeaggee 600

ccttcectge ttatctacgt ggectctagg agagecgecg gtattectga ccggttcage 660

ggaagtggtt ccgggactga ttttacgctc acgatctccc gattggagece cgaggatttc 720

gggatgttct actgtcagca ttatggaaga acgcccttta ccttcggtec gggaactaag 780

gttgatatta agcgggcetge tgeecttage aactccatca tgtatttttc tcacttcgtg 840

ccagtattcc tgccagccaa accgaccaca accccageac ctagacctcc tactcccget 900

cccaccatag cttcacagcc getgagtttg aggccagagg cctgteggec tgetgcagge 960

ggagcagttc acaccagggg acttgacttt gcatgtgaca tctatatttg ggctccactg 1020

gcgggaacct geggggtgct ccttttgtca ctegttatca cactgtattg caatcatagg 1080

aatagatcca aaagaagccg cctgctccat agcgattaca tgaatatgac tccacgecge 1140



cctggeccca caaggaaaca ctaccagect tacgcaccac ctagagattt cgetgectat 1200

cggagccgag tgaaattttc tagatcagcet gatgctcecg cctatcagea gggacagaat 1260

caactttaca atgagctgaa cctgggtcge agagaagagt acgacgtttt ggacaaacge 1320

cggggccgag atcctgagat gggggggaag ccgagaagga agaatcctca agaaggectg 1380

tacaacgagc ttcaaaaaga caaaatggct gaggcgtact ctgagatcgg catgaaggge 1440

gagcggagac gaggcaaggg tcacgatggce ttgtatcagg gectgagtac agccacaaag 1500

gacacctatg acgccctcca catgcaggca ctgeccccac getag 1545

<210> 72

<211> 514

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

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 Glin lle GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val

20 25 30



Val GIn Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe

35 40 45

Thr Phe Lys Asn Tyr Gly Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys

50 55 60

Gly Leu Glu Trp Val Ala Val lle Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Glu Tyr

65 70 75 80

Tyr Gly Asp Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser

85 90 95

Lys Asn Met Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr

100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Gly lle Ala Val Ala Gly Ala Phe

115 120 125

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu lle Val Leu

145 150 155 160



Thr Gln Ser Pro Asp Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Lys Ala Thr

165 170 175

Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser Phe Leu Ala Trp

180 185 190

Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Ser Leu Leu lle Tyr Val Ala

195 200 205

Ser Arg Arg Ala Ala Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

210 215 220

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe

225 230 235 240

Gly Met Phe Tyr Cys GIn His Tyr Gly Arg Thr Pro Phe Thr Phe Gly

245 250 255

Pro Gly Thr Lys Val Asp lle Lys Arg Ala Ala Ala Leu Ser Asn Ser

260 265 270

Ile Met Tyr Phe Ser His Phe Val Pro Val Phe Leu Pro Ala Lys Pro

275 280 285



Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr lle Ala

290 295 300

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

305 310 315 320

Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp lle Tyr lle

325 330 335

Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val

340 345 350

lle Thr Leu Tyr Cys Asn His Arg Asn Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu

355 360 365

Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr

370 375 380

Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr

385 390 395 400

Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn



405 410 415

GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu

420 425 430

Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly

435 440 445

Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu

450 455 460

GlIn Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly

465 470 475 480

Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser

485 490 495

Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met GIn Ala Leu Pro

500 505 510

Pro Arg



<210> 73
<211> 1476
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 73

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggeat tgctectgea cgecgecacge 60

ccgcaggtgce agetggtgea gagtggggca gaagtaaaga agectggtge ctetgtcaaa 120

gttagttgca aagcatctgg gtatactttc accggttact atatccattg ggttcggcag 180

gccecggage agggactgga gtggatggge tggatcaace caaattcagg cggecactaac 240

tatgctcaaa agttccaggg cagggtcaca atggcccggg atacttcaat tagcaccgtc 300

tatatggatc ttagtcggct gcgcagtgac gataccgcetg tctactattg cgcaaggatc 360

aggggcggca attctgtttt tgactattgg ggccagggaa cactggtgac cgtctectet 420

ggtggaggcg gtagtggtgg aggegggtce ggaggagggg getecgatat agtgatgact 480

caaagtcccg atagcttgge agtatctctt ggggaacgeg ccactattaa ctgtaaatcc 540

acccagtcca ttctctatac ctctaacaac aagaatttcc tcgegtggta tcagcaaaaa 600

cccgggcagce cacctaaact gettatatcc tgggecagea tcagggagte cggegtececct 660

gatcggttca gcggtagtgg cagegggaca gacttcgetc tgaccatcag tagectccag 720

gctgaagatg tcgcagtgta ttattgccag cagtacttca gcacgatgtt tagettcggg 780



cagggaacca agctggaaat aaagagagct gcagcaatcg aggtgatgta cccacctcca 840

tatctggaca atgaaaagtc caatggcact atcatacacg tgaagggcaa acacctgtgt 900

ccatctccac ttttcceggg ccegtctaaa cctttctggg tgetggtggt ggtgggcgga 960

gttctggect gttattcact getggtcacce gtggctttca tcattttttg ggtaagatcc 1020

Qaaagaagcc gectgeteca tagegattac atgaatatga ctccacgecg cectggeecce 1080

acaaggaaac actaccagcc ttacgcacca cctagagatt tcgetgecta tcggagecga 1140

gtgaaatttt ctagatcagc tgatgctccc gectatcage agggacagaa tcaactttac 1200

aatgagctga acctgggtcg cagagaagag tacgacgttt tggacaaacg ccggggeega 1260

gatcctgaga tgggggggaa geccgagaagg aagaatccte aagaaggect gtacaacgag 1320

cttcaaaaag acaaaatggc tgaggcegtac tctgagatcg gcatgaaggg cgageggaga 1380

cgaggcaagg gtcacgatgg cttgtatcag ggcctgagta cagecacaaa ggacacctat 1440

gacgccctcc acatgcagge actgecccca cgctag 1476

<210> 74

<211> 491

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 74

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 GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val

20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

35 40 45

Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Glu GIn

50 55 60

Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn

65 70 75 80

Tyr Ala GIn Lys Phe GIn Gly Arg Val Thr Met Ala Arg Asp Thr Ser

85 90 95

lle Ser Thr Val Tyr Met Asp Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr

100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg lle Arg Gly Gly Asn Ser Val Phe Asp



115 120 125

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly

130 135 140

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp lle Val Met Thr

145 150 155 160

GlIn Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr lle

165 170 175

Asn Cys Lys Ser Thr GIn Ser lle Leu Tyr Thr Ser Asn Asn Lys Asn

180 185 190

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro Lys Leu Leu

195 200 205

lle Ser Trp Ala Ser lle Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser

210 215 220

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ala Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn

225 230 235 240



Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Phe Ser Thr Met

245 250 255

Phe Ser Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Ala Ala Ala

260 265 270

lle Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn

275 280 285

Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu

290 295 300

Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly

305 310 315 320

Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe lle lle Phe

325 330 335

Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn

340 345 350

Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr

355 360 365



Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser

370 375 380

Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr

385 390 395 400

Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys

405 410 415

Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn

420 425 430

Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu

435 440 445

Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly

450 455 460

His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr

465 470 475 480

Asp Ala Leu His Met GIn Ala Leu Pro Pro Arg

485 490



<210> 75
<211> 1449
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 75

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg ccgttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccgcaggtac agctggtgcea gageggggec gaggtcaaaa ageccggggc ttcagttaag 120

gttagctgca aggcttecgg ctacaccttt accggttact atattcactg ggttagacag 180

gcacctgagc aaggactgga gtggatgggg tggattaacc ccaatagegg tgggaccaac 240

tacgcccaga agtttcaagg ccgagtgaca atggcacgag acacctccat ttccactgtg 300

tacatggact tgagccgcct caggtcagac gacaccgeag tgtactactg tgcgegaatc 360

cgcggeggaa acagegtgtt tgactactgg ggtcagggcea cgttggtgac cgtgtettce 420

ggaggeeeeg gatctggtgg cgggggctee ggeggaggeg gtagtgatat tgtgatgact 480

cagtcaccgg acagtcttgc tgtttcactt ggtgagaggg ccaccataaa ttgtaaaagc 540

acccagagca ttctctacac atctaacaac aaaaatttcce tggectggta ccagcagaag 600

cccggacagc cacccaaatt getgattage tgggecagea ttcgagaate tggggttccg 660

gaccgctttt ccgggtctgg ctctgggacce gacttegett tgaccataag ctetcttcag 720



gccgaagacg tcgeagtata ctattgtcaa cagtattttt ctaccatgtt ttecttcgge 780

cagggaacta agttggagat caagagagca gctgcattgg ataatgagaa gtccaatgge 840

actattatcc acgtgaaagg taaacacctg tgtccctcac cectgtttce aggacctagt 900

aaaccattct gggtcttggt tgtagtcggg ggcgttttgg catgttattc ccttcttgtg 960

acagtcgcct ttatcatttt ctgggtgaga tccaaaagaa geegectget ccatagegat 1020

tacatgaata tgactccacg ccgeectgge cccacaagga aacactacca gecttacgca 1080

ccacctagag atttcgctgce ctatcggage cgagtgaaat tttctagatc agectgatget 1140

cccgectatec agcagggaca gaatcaactt tacaatgage tgaacctggg tcgcagagaa 1200

gagtacgacg ttttggacaa acgccggggce cgagatcctg agatgggggg gaagecgaga 1260

aggaagaatc ctcaagaagg cctgtacaac gagcttcaaa aagacaaaat ggctgaggeg 1320

tactctgaga tcggcatgaa gggcgagegg agacgaggea agggtcacga tggettgtat 1380

cagggcctga gtacagccac aaaggacacc tatgacgcecc tccacatgea ggecactgeee 1440

ccacgctag 1449

<210> 76

<211> 482

<212> PRT



<213> Homo sapiens

<400> 76

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 GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val

20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

35 40 45

Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr lle His Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu GIn

50 55 60

Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn

65 70 75 80

Tyr Ala GIn Lys Phe GIn Gly Arg Val Thr Met Ala Arg Asp Thr Ser

85 90 95

Ile Ser Thr Val Tyr Met Asp Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr

100 105 110



Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg lle Arg Gly Gly Asn Ser Val Phe Asp

115 120 125

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly

130 135 140

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp lle Val Met Thr

145 150 155 160

Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr lle

165 170 175

Asn Cys Lys Ser Thr GIn Ser lle Leu Tyr Thr Ser Asn Asn Lys Asn

180 185 190

Phe Leu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro Lys Leu Leu

195 200 205

Ile Ser Trp Ala Ser lle Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser

210 215 220

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ala Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn

225 230 235 240



Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Phe Ser Thr Met

245 250 255

Phe Ser Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Ala Ala Ala

260 265 270

Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys

275 280 285

His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp

290 295 300

Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val

305 310 315 320

Thr Val Ala Phe lle lle Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu

325 330 335

Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr

340 345 350

Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr



355 360 365

Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn

370 375 380

GlIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu

385 390 395 400

Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly

405 410 415

Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu

420 425 430

Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly

435 440 445

Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser

450 455 460

Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met GIn Ala Leu Pro

465 470 475 480



Pro Arg

<210> 77
<211> 1557
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 77

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccgcaagttc agcttgtgca gageggaget gaggtgaaaa aaccaggege ctecgttaag 120

gtgtcttgca aagccagegg atacacattt accgggtact atattcactg ggtgaggcag 180

gceectgaac agggecttga atggatgggg tggatcaatc caaattccgg gggaaccaat 240

tatgctcaga aatttcaggg cagagtgaca atggccaggg acacctcaat cagcacagtc 300

tacatggacc tgagccgcct gaggtctgat gacacagecg tctactactg tgcceggatc 360

agagggggaa acagtgtctt cgactattgg gggcagggaa ccctggtgac tgtctcctce 420

gegegagess gtageggegs aggeggcage ggegegegty gttctgacat tgttatgace 430

caatccccag actctectgge cgtgagectg ggtgagagag ccaccatcaa ttgcaagtcc 540

acccagagca tactctatac gtcaaacaat aagaatttcc tggcgtggta tcagcaaaag 600

ccgggtcaac cacccaagtt gttgattage tgggceatcaa ttcgagaatce tggegtcect 660



gataggttta gcgggagcegg tagtggaacc gactttgege tgaccatttc atcecttcag 720

gcagaggacg tggctgtgta ttactgtcaa cagtacttca gcacgatgtt ttctttcgge 780

caggggacga agctggagat aaagcgggcc gcageactca gcaacagceat catgtacttt 840

tctcatttcg tcccagtttt tetccccgec aaacccacca ctaccectge tectaggeet 900

cccactcccg cacccaccat tgettcccaa cctetgtcat tgaggeccga agectgcaga 960

cctgeegeag gaggggctgt gcacacccge ggtetggatt ttgettgtga tatctacatt 1020

tgggccecectt tggecggaac ctgeggagtg ttgttgetga gecttgttat cacgttgtac 1080

tgtaatcaca gaaacagatc caaaagaagc cgcctgctec atagegatta catgaatatg 1140

actccacgcc geectggecce cacaaggaaa cactaccage cttacgecacc acctagagat 1200

ttcgctgect atcggagecg agtgaaattt tctagatcag ctgatgetee cgectatcag 1260

cagggacaga atcaacttta caatgagctg aacctgggtc gcagagaaga gtacgacgtt 1320

ttggacaaac geeggggecg agatectgag atggggggga agecgagaag gaagaatect 1380

caagaaggcc tgtacaacga gcttcaaaaa gacaaaatgg ctgaggcgta ctctgagatc 1440

ggcatgaagg gcgageggag acgaggeaag ggtcacgatg gettgtatca gggectgagt 1500

acagccacaa aggacaccta tgacgccctc cacatgcagg cactgecccc acgctag 1557



<210> 78
<211> 518
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

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 GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val

20 25 30

Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

35 40 45

Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr lle His Trp Val Arg GIn Ala Pro Glu GIn

50 55 60

Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn

65 70 75 80

Tyr Ala GIn Lys Phe GIn Gly Arg Val Thr Met Ala Arg Asp Thr Ser

85 90 95



lle Ser Thr Val Tyr Met Asp Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr

100 105 110

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg lle Arg Gly Gly Asn Ser Val Phe Asp

115 120 125

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly

130 135 140

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp lle Val Met Thr

145 150 155 160

Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr lle

165 170 175

Asn Cys Lys Ser Thr GIn Ser lle Leu Tyr Thr Ser Asn Asn Lys Asn

180 185 190

Phe Leu Ala Trp Tyr GIn GlIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro Lys Leu Leu

195 200 205

Ile Ser Trp Ala Ser lle Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser

210 215 220



Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Ala Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn

225 230 235 240

Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Phe Ser Thr Met

245 250 255

Phe Ser Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Ala Ala Ala

260 265 270

Leu Ser Asn Ser lle Met Tyr Phe Ser His Phe Val Pro Val Phe Leu

275 280 285

Pro Ala Lys Pro Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala

290 295 300

Pro Thr lle Ala Ser GIn Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg

305 310 315 320

Pro Ala Ala Gly Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys

325 330 335

Asp lle Tyr lle Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu



340 345 350

Leu Ser Leu Val lle Thr Leu Tyr Cys Asn His Arg Asn Arg Ser Lys

355 360 365

Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg

370 375 380

Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp

385 390 395 400

Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala

405 410 415

Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu

420 425 430

Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp

435 440 445

Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu

450 455 460



Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle

465 470 475 480

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

485 490 495

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

500 505 510

Gln Ala Leu Pro Pro Arg

515

<210> 79
<211> 1461
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 79

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggceat tgetectgea cgecgeacge

ccgcaggtgce agctccaaga gtcaggacca ggacttgtca aaccaagceca gaccctcagce

cttacctgca ccgtcagcegg gggctccatce agetctgggg cttactactg gacatggata

cgacagcatc ccggtaaagg tctggagtgg atcgggtaca tacactatag tggttccaca

tattctaatc catctcttaa gagtcgaatt acaatttcac tcgatacttc aaagaatcag



ttcagcttga aactgaactc cgtgaccgeg getgacaccg ccgtgtacta ctgtgcacge 360

caagaggatt atggcggact gttcgattat tgggggcagg gaactctcgt gacagtgage 420

tccggeggeg geggeagegg tggegstgga agtggtggag ggggeagega gategtgatg 480

acccagagtc ctgccacact gtcagtgagt cctggggage gaatcacact ttcctgtcga 540

gcgtctcagt ccgtgaccac ggacctggeg tggtaccage agatgecagg ccaggegeca 600

agactcctga tctacgacgc ttctacccge getactggtt tceccgecag attctcegga 660

agcgggtccg ggacggattt tacacttacc atctcttcat tgcaggetga ggattttgec 720

gtgtactact gtcagcatta caaaacctgg cccctcactt tcgggggegg aacaaaagtg 780

gaaattaaac gggcagcagc tattgaggtg atgtacccac ccccctacct ggacaacgag 840

aaatccaatg gcaccatcat ccacgttaag ggtaagcact tgtgtcectec accactcttc 900

cctgggecta gecaagcecatt ctgggtectg gtggtegtgg gaggegtgct ggectgetat 960

tccctectgg ttaccgttge ctttatcata ttttgggtca gatccaaaag aagecgectg 1020

ctccatagcg attacatgaa tatgactcca cgecgecectg gecccacaag gaaacactac 1080

cagccttacg caccacctag agatttcgct gectatcgga gecgagtgaa attttctaga 1140

tcagctgatg ctcccgecta tcagcaggga cagaatcaac tttacaatga getgaacctg 1200



ggtcgcagag aagagtacga cgttttggac aaacgceggg gecgagatec tgagatgggg 1260

gggaagccga gaaggaagaa tcctcaagaa ggectgtaca acgagcttca aaaagacaaa 1320

atggctgagg cgtactctga gatcggcatg aagggcgage ggagacgagg caagggtcac 1380

gatggcttgt atcagggcect gagtacagec acaaaggaca cctatgacge cctccacatg 1440

caggcactgc ccccacgcta g 1461

<210> 80

<211> 486

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

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 GIn Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu

20 25 30

Val Lys Pro Ser GIn Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly

35 40 45

Ser lle Ser Ser Gly Ala Tyr Tyr Trp Thr Trp lle Arg GlIn His Pro



50 55 60

Gly Lys Gly Leu Glu Trp lle Gly Tyr lle His Tyr Ser Gly Ser Thr

65 70 75 80

Tyr Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg lle Thr lle Ser Leu Asp Thr

85 90 95

Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp

100 105 110

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg GIn Glu Asp Tyr Gly Gly Leu Phe

115 120 125

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu lle Val Met

145 150 155 160

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg lle Thr

165 170 175



Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Thr Thr Asp Leu Ala Trp Tyr

180 185 190

GIn GIn Met Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr Asp Ala Ser

195 200 205

Thr Arg Ala Thr Gly Phe Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

210 215 220

Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Phe Ala

225 230 235 240

Val Tyr Tyr Cys GIn His Tyr Lys Thr Trp Pro Leu Thr Phe Gly Gly

245 250 255

Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Ala Ala Ala lle Glu Val Met Tyr

260 265 270

Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser Asn Gly Thr lle lle His

275 280 285

Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser

290 295 300



Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr

305 310 315 320

Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe lle lle Phe Trp Val Arg Ser Lys

325 330 335

Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg

340 345 350

Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp

355 360 365

Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala

370 375 380

Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu

385 390 395 400

Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp

405 410 415

Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu

420 425 430



Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle

435 440 445

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

450 455 460

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

465 470 475 480

Gln Ala Leu Pro Pro Arg

485

<210> 81
<211> 1434
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 81

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg ccgttggeat tgctectgea cgecgeacgce 60

ccgeaggtge agttgcagga gagegggcca ggectggtga ageccageca aacactgage 120

ctcacctgta ctgtgtccgg tggtageatt tccagegggg cgtattattg gacatggata 180

cgccaacacc ctggaaaagg gttggagtgg attggataca tccattatte tgggtccace 240



tatagtaacc cttctctcaa gtctcgeatt actattagtt tggatacctc taagaatcag 300

tttagtctga agctgaacag tgtaaccgcc gecgacaccg cggtetacta ctgtgetagg 360

caggaggatt acgggggact gttcgattac tggggccagg ggacattggt caccgtttca 420

agcgggggceg geggatctgg cggaggggga tetggaggeg gaggcetctga gatcgtaatg 480

actcagagcc cagccaccct gtecgtetcet cccggegaac geatcactct gagetgtagg 540

gcatcacagt ctgttaccac agatctggct tggtatcaac aaatgcctgg gcaggececg 600

cgactgttga tttatgacgc ctctacgcgg gecacaggat ttectgeceg gttctccggg 660

tctggttctg gcaccgattt taccttgaca atcagtagcet tgcaggcaga agatttcget 720

gtgtattact gccaacatta taagacatgg cctttgacat tcggeggggg aaccaaagtg 780

gagatcaaac gcgecgceage cctggacaat gagaagtcta atgggaccat cattcacgtc 840

aaagggaaac acctgtgccc ctctectetg ttcccaggece cttctaagece cttetgggtt 900

ctcgtggtgg tgggeggtgt cctggectge tatteccttc ttgtgacagt ggectttatc 960

attttttggg tgagatccaa aagaagcecge ctgetccata gegattacat gaatatgact 1020

ccacgccegcec ctggecccac aaggaaacac taccagectt acgcaccacc tagagatttc 1080

gctgectatc ggagecgagt gaaattttct agatcagetg atgctcccge ctatcagcag 1140



ggacagaatc aactttacaa tgagctgaac ctgggtcgea gagaagagta cgacgttttg 1200

gacaaacgcc ggggecgaga tcctgagatg ggggggaage cgagaaggaa gaatcctcaa 1260

gaaggcctgt acaacgagct tcaaaaagac aaaatggctg aggegtactc tgagatcgge 1320

atgaagggcg agcggagacg aggcaagggt cacgatggct tgtatcaggg cctgagtaca 1380

gccacaaagg acacctatga cgecectccac atgcaggcac tgeccccacg ctag 1434

<210> 82

<211> 477

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

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 GIn Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu

20 25 30

Val Lys Pro Ser GIn Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly

35 40 45

Ser lle Ser Ser Gly Ala Tyr Tyr Trp Thr Trp lle Arg GIn His Pro



50 55 60

Gly Lys Gly Leu Glu Trp lle Gly Tyr lle His Tyr Ser Gly Ser Thr

65 70 75 80

Tyr Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg lle Thr lle Ser Leu Asp Thr

85 90 95

Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp

100 105 110

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg GIn Glu Asp Tyr Gly Gly Leu Phe

115 120 125

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu lle Val Met

145 150 155 160

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg lle Thr

165 170 175



Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Thr Thr Asp Leu Ala Trp Tyr

180 185 190

GIn GIn Met Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr Asp Ala Ser

195 200 205

Thr Arg Ala Thr Gly Phe Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

210 215 220

Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Phe Ala

225 230 235 240

Val Tyr Tyr Cys GIn His Tyr Lys Thr Trp Pro Leu Thr Phe Gly Gly

245 250 255

Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Ala Ala Ala Leu Asp Asn Glu Lys

260 265 270

Ser Asn Gly Thr lle lle His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser

275 280 285

Pro Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val

290 295 300



Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe lle

305 310 315 320

lle Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr

325 330 335

Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr GIn

340 345 350

Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys

355 360 365

Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn Gly GIn Asn GIn

370 375 380

Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu

385 390 395 400

Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg

405 410 415

Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn Lys Asp Lys Met

420 425 430



Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly

435 440 445

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp

450 455 460

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

465 470 475

<210> 83
<211> 1542
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 83

atggcactcc ccgtaactgce tctgetgetg ccgttggeat tgetectgea cgecgeacge 60

ccgcaggtac agttgcagga aagcggeccc ggecttgtaa aaccaageca gactctcagt 120

ttgacttgca ccgtctcagg aggaagcatt tccagtgggg cttattattg gacttggatt 180

cggcagcatc ctgggaaagg gttggaatgg atcggttata ttcattatag cggtagcacc 240

tattccaatc cgtctttgaa aagcagaatc actatttcac tcgacacctc taagaaccag 300

ttcagtctca aactgaactc cgtgacagcg gccgacacag ctgtgtacta ctgtgcacgg 360



caagaagatt atggggggct gttcgattat tggggccaag gecacactggt gacagtatca 420

agcggtggag gaggceteegg gggeggagga agtggagecg gggggagega aattgtgatg 480

acccagtctc cagccacgct gtcagtgtct ccgggagaac geataaccct ctectgeegg 540

gccagtcagt ccgtcacgac cgatttggct tggtatcaac agatgectgg gcaggeccce 600

cgcttgctga tetatgacge ctccaccaga geaactggtt tcececgeceg gttcagegga 660

tctggaagcg gtacagattt tacacttacc atctcatcat tgcaagctga ggattttgce 720

gtgtactact gccagcacta caagacctgg cctttgacgt tcggeggegg aacaaaagtg 780

gagattaaaa gagccgctge cctcagtaac tcaatcatgt actttagtca ctttgtgect 840

gtgtttctge cagcaaagcec aacaaccaca ccagcacccc gecctccaac geectgeccca 900

accatcgcct cccagectet gagettgagg cctgaggctt gtcgeccage tgetggaggt 960

gctgtgcata cacgaggact ggatttcgec tgcgatatct atatctggge accacttgce 1020

ggtacttgtg gtgtgttgct getctcactg gtcatcacge tgtactgtaa ccataggaat 1080

agatccaaaa gaagccgcct gctccatage gattacatga atatgactce acgeecgecct 1140

ggccccacaa ggaaacacta ccagcecttac gcaccaccta gagatttege tgectatcgg 1200

agccgagtga aattttctag atcagctgat getccegect atcagcaggg acagaatcaa 1260



ctttacaatg agctgaacct gggtcgcaga gaagagtacg acgttttgga caaacgeccgg 1320

ggccgagatc ctgagatggg ggggaagecg agaaggaaga atcctcaaga aggectgtac 1380

aacgagcttc aaaaagacaa aatggctgag gegtactctg agatcggcat gaagggegag 1440

cggagacgag gcaagggtca cgatggcttg tatcagggcec tgagtacage cacaaaggac 1500

acctatgacg ccctccacat gcaggcactg cccccacgcet ag 1542

<210> 84

<211> 513

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84

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 GIn Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu

20 25 30

Val Lys Pro Ser GIn Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly

35 40 45

Ser lle Ser Ser Gly Ala Tyr Tyr Trp Thr Trp lle Arg GIn His Pro



50 55 60

Gly Lys Gly Leu Glu Trp lle Gly Tyr lle His Tyr Ser Gly Ser Thr

65 70 75 80

Tyr Ser Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg lle Thr lle Ser Leu Asp Thr

85 90 95

Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp

100 105 110

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg GIn Glu Asp Tyr Gly Gly Leu Phe

115 120 125

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly

130 135 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu lle Val Met

145 150 155 160

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg lle Thr

165 170 175



Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Thr Thr Asp Leu Ala Trp Tyr

180 185 190

GIn GIn Met Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu lle Tyr Asp Ala Ser

195 200 205

Thr Arg Ala Thr Gly Phe Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly

210 215 220

Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu GIn Ala Glu Asp Phe Ala

225 230 235 240

Val Tyr Tyr Cys GIn His Tyr Lys Thr Trp Pro Leu Thr Phe Gly Gly

245 250 255

Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Ala Ala Ala Leu Ser Asn Ser lle

260 265 270

Met Tyr Phe Ser His Phe Val Pro Val Phe Leu Pro Ala Lys Pro Thr

275 280 285

Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr lle Ala Ser

290 295 300



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

305 310 315 320

Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp lle Tyr lle Trp

325 330 335

Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val lle

340 345 350

Thr Leu Tyr Cys Asn His Arg Asn Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu

355 360 365

His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg

370 375 380

Lys His Tyr GIn Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg

385 390 395 400

Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr GIn GIn

405 410 415

Gly GIn Asn GIn Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu

420 425 430



Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly

435 440 445

Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro GIn Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu GIn

450 455 460

Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu lle Gly Met Lys Gly Glu

465 470 475 480

Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr GIn Gly Leu Ser Thr

485 490 495

Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met GIn Ala Leu Pro Pro

500 505 510

Arg

<210> 85
<211> 993
<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 85

Met Pro Ala Leu Ala Arg Asp Gly Gly GIn Leu Pro Leu Leu Val Val

1 5 10 15

Phe Ser Ala Met Ile Phe Gly Thr Ile Thr Asn GIn Asp Leu Pro Val

20 25 30

Ile Lys Cys Val Leu lle Asn His Lys Asn Asn Asp Ser Ser Val Gly

35 40 45

Lys Ser Ser Ser Tyr Pro Met Val Ser Glu Ser Pro Glu Asp Leu Gly

50 55 60

Cys Ala Leu Arg Pro GIn Ser Ser Gly Thr Val Tyr Glu Ala Ala Ala

65 70 75 80

Val Glu Val Asp Val Ser Ala Ser Ile Thr Leu GIn Val Leu Val Asp

85 90 95

Ala Pro Gly Asn lle Ser Cys Leu Trp Val Phe Lys His Ser Ser Leu

100 105 110

Asn Cys GIn Pro His Phe Asp Leu GIn Asn Arg Gly Val Val Ser Met



115 120 125

Val lle Leu Lys Met Thr Glu Thr GIn Ala Gly Glu Tyr Leu Leu Phe

130 135 140

lle GIn Ser Glu Ala Thr Asn Tyr Thr lle Leu Phe Thr Val Ser lle

145 150 155 160

Arg Asn Thr Leu Leu Tyr Thr Leu Arg Arg Pro Tyr Phe Arg Lys Met

165 170 175

Glu Asn GIn Asp Ala Leu Val Cys lle Ser Glu Ser Val Pro Glu Pro

180 185 190

lle Val Glu Trp Val Leu Cys Asp Ser GIn Gly Glu Ser Cys Lys Glu

195 200 205

Glu Ser Pro Ala Val Val Lys Lys Glu Glu Lys Val Leu His Glu Leu

210 215 220

Phe Gly Thr Asp lle Arg Cys Cys Ala Arg Asn Glu Leu Gly Arg Glu

225 230 235 240



Cys Thr Arg Leu Phe Thr lle Asp Leu Asn GIn Thr Pro GIn Thr Thr

245 250 255

Leu Pro GIn Leu Phe Leu Lys Val Gly Glu Pro Leu Trp lle Arg Cys

260 265 270

Lys Ala Val His Val Asn His Gly Phe Gly Leu Thr Trp Glu Leu Glu

275 280 285

Asn Lys Ala Leu Glu Glu Gly Asn Tyr Phe Glu Met Ser Thr Tyr Ser

290 295 300

Thr Asn Arg Thr Met lle Arg lle Leu Phe Ala Phe Val Ser Ser Val

305 310 315 320

Ala Arg Asn Asp Thr Gly Tyr Tyr Thr Cys Ser Ser Ser Lys His Pro

325 330 335

Ser GIn Ser Ala Leu Val Thr lle Val Glu Lys Gly Phe lle Asn Ala

340 345 350

Thr Asn Ser Ser Glu Asp Tyr Glu lle Asp GIn Tyr Glu Glu Phe Cys

355 360 365



Phe Ser Val Arg Phe Lys Ala Tyr Pro GIn lle Arg Cys Thr Trp Thr

370 375 380

Phe Ser Arg Lys Ser Phe Pro Cys Glu GIn Lys Gly Leu Asp Asn Gly

385 390 395 400

Tyr Ser lle Ser Lys Phe Cys Asn His Lys His GIn Pro Gly Glu Tyr

405 410 415

lle Phe His Ala Glu Asn Asp Asp Ala GIn Phe Thr Lys Met Phe Thr

420 425 430

Leu Asn lle Arg Arg Lys Pro Gln Val Leu Ala Glu Ala Ser Ala Ser

435 440 445

GlIn Ala Ser Cys Phe Ser Asp Gly Tyr Pro Leu Pro Ser Trp Thr Trp

450 455 460

Lys Lys Cys Ser Asp Lys Ser Pro Asn Cys Thr Glu Glu lle Thr Glu

465 470 475 480

Gly Val Trp Asn Arg Lys Ala Asn Arg Lys Val Phe Gly GIn Trp Val

485 490 495



Ser Ser Ser Thr Leu Asn Met Ser Glu Ala lle Lys Gly Phe Leu Val

500 505 510

Lys Cys Cys Ala Tyr Asn Ser Leu Gly Thr Ser Cys Glu Thr lle Leu

515 520 525

Leu Asn Ser Pro Gly Pro Phe Pro Phe lle GIn Asp Asn lle Ser Phe

530 535 540

Tyr Ala Thr lle Gly Val Cys Leu Leu Phe lle Val Val Leu Thr Leu

545 550 555 560

Leu lle Cys His Lys Tyr Lys Lys GIn Phe Arg Tyr Glu Ser GIn Leu

565 570 575

GIn Met Val GIn Val Thr Gly Ser Ser Asp Asn Glu Tyr Phe Tyr Val

580 585 590

Asp Phe Arg Glu Tyr Glu Tyr Asp Leu Lys Trp Glu Phe Pro Arg Glu

595 600 605

Asn Leu Glu Phe Gly Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly Lys Val



610 615 620

Met Asn Ala Thr Ala Tyr Gly lle Ser Lys Thr Gly Val Ser lle GIn

625 630 635 640

Val Ala Val Lys Met Leu Lys Glu Lys Ala Asp Ser Ser Glu Arg Glu

645 650 655

Ala Leu Met Ser Glu Leu Lys Met Met Thr GIn Leu Gly Ser His Glu

660 665 670

Asn lle Val Asn Leu Leu Gly Ala Cys Thr Leu Ser Gly Pro lle Tyr

675 680 685

Leu lle Phe Glu Tyr Cys Cys Tyr Gly Asp Leu Leu Asn Tyr Leu Arg

690 695 700

Ser Lys Arg Glu Lys Phe His Arg Thr Trp Thr Glu lle Phe Lys Glu

705 710 715 720

His Asn Phe Ser Phe Tyr Pro Thr Phe GIn Ser His Pro Asn Ser Ser

725 730 735



Met Pro Gly Ser Arg Glu Val GIn lle His Pro Asp Ser Asp Gln lle

740 745 750

Ser Gly Leu His Gly Asn Ser Phe His Ser Glu Asp Glu lle Glu Tyr

755 760 765

Glu Asn GIn Lys Arg Leu Glu Glu Glu Glu Asp Leu Asn Val Leu Thr

770 775 780

Phe Glu Asp Leu Leu Cys Phe Ala Tyr GlIn Val Ala Lys Gly Met Glu

785 790 795 800

Phe Leu Glu Phe Lys Ser Cys Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn

805 810 815

Val Leu Val Thr His Gly Lys Val Val Lys lle Cys Asp Phe Gly Leu

820 825 830

Ala Arg Asp lle Met Ser Asp Ser Asn Tyr Val Val Arg Gly Asn Ala

835 840 845

Arg Leu Pro Val Lys Trp Met Ala Pro Glu Ser Leu Phe Glu Gly lle

850 855 860



Tyr Thr lle Lys Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly lle Leu Leu Trp Glu

865 870 875 880

lle Phe Ser Leu Gly Val Asn Pro Tyr Pro Gly lle Pro Val Asp Ala

885 890 895

Asn Phe Tyr Lys Leu lle GIn Asn Gly Phe Lys Met Asp GlIn Pro Phe

900 905 910

Tyr Ala Thr Glu Glu lle Tyr lle lle Met GIn Ser Cys Trp Ala Phe

915 920 925

Asp Ser Arg Lys Arg Pro Ser Phe Pro Asn Leu Thr Ser Phe Leu Gly

930 935 940

Cys GIn Leu Ala Asp Ala Glu Glu Ala Met Tyr GIn Asn Val Asp Gly

945 950 955 960

Arg Val Ser Glu Cys Pro His Thr Tyr GIn Asn Arg Arg Pro Phe Ser

965 970 975

Arg Glu Met Asp Leu Gly Leu Leu Ser Pro GIn Ala GlIn Val Glu Asp

980 985 990



Ser

<210> 86
<211> 63
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 86

atggcactcc ccgtaactgc tctgetgetg cegttggeat tgetectgea cgecgecacge 60

ccg 63

<210> 87

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

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

20



<210> 88
<211> 45
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 88

8gcgsetggag getccggage ggesssctct ggeggagess getce 45

<210> 89
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 89

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15

<210> 90
<211> 54
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 90

gggtctacat ccggctecgg gaageccgga agtggcgaag gtagtacaaa gggg 54

<210> 91



<211> 18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 91

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr

1 5 10 15

Lys Gly

<210> 92
<211> 126
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92

Ala Ala Gly Cys Gly Cys Gly Gly Cys Ala Gly Gly Ala Ala Gly Ala

1 5 10 15

Ala Gly Cys Thr Cys Cys Thr Cys Thr Ala Cys Ala Thr Thr Thr Thr

20 25 30

Thr Ala Ala Gly Cys Ala Gly Cys Cys Thr Thr Thr Thr Ala Thr Gly

35 40 45



Ala Gly Gly Cys Cys Cys Gly Thr Ala Cys Ala Gly Ala Cys Ala Ala

50 55 60

Cys Ala Cys Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Ala Gly Ala Thr Gly Gly

65 70 75 80

Cys Thr Gly Thr Ala Gly Cys Thr Gly Cys Ala Gly Ala Thr Thr Thr

85 90 95

Cys Cys Cys Gly Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Ala Gly

100 105 110

Gly Thr Gly Gly Gly Thr Gly Cys Gly Ala Gly Cys Thr Gly

115 120 125

<210> 93
<211> 42
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr lle Phe Lys GIn Pro Phe Met

1 5 10 15



Arg Pro Val GIn Thr Thr GIn Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe

20 25 30

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu

35 40

<210> 94
<211> 37
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

Arg Arg Asp GIn Arg Leu Pro Pro Asp Ala His Lys Pro Pro Gly Gly

1 5 10 15

Gly Ser Phe Arg Thr Pro lle GIn Glu Glu GIn Ala Asp Ala His Ser

20 25 30

Thr Leu Ala Lys lle

35

<210> 95

<211> 6762



<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Plasmid Vector

<400> 95

ctgacgcgec ctgtageggce geattaageg cggegggtgt ggtggttacg cgcagegtga 60

ccgctacact tgccagegec ctagegeceeg ctectttege tttetteect tectttcteg 120

ccacgttcge cggctttcce cgtcaagete taaatcgggg getcecttta gggttccgat 180

ttagtgcttt acggcacctc gaccccaaaa aacttgatta gggtgatggt tcacgtagtg 240

ggccatcgcee ctgatagacg gtttttcgec ctttgacgtt ggagtccacg ttctttaata 300

gtggactctt gttccaaact ggaacaacac tcaaccctat ctcggtctat tettttgatt 360

tataagggat tttgccgatt tcggectatt ggttaaaaaa tgagetgatt taacaaaaat 420

ttaacgcgaa ttttaacaaa atattaacgc ttacaatttg ccattcgeca ttcaggctge 480

gcaactgttg ggaagggcga tcggtgeggg cctetteget attacgecag ctggegaaag 540

ggggatgtgc tgcaaggega ttaagttggg taacgccagg gttttcccag tcacgacgtt 600

gtaaaacgac ggccagtgaa ttgtaatacg actcactata gggcgacccg gggatggege 660

gccagtaatc aattacgggg tcattagttc atagcccata tatggagttc cgegttacat 720



aacttacggt aaatggcccg cctggetgac cgeccaacga cccccgecca ttgacgtcaa 780

taatgacgta tgttcccata gtaacgccaa tagggacttt ccattgacgt caatgggtgg 840

agtatttacg gtaaactgcc cacttggcag tacatcaagt gtatcatatg ccaagtacgc 900

cccctattga cgtcaatgac ggtaaatggce ccgectggcea ttatgeccag tacatgacct 960

tatgggactt tcctacttgg cagtacatct acgtattagt catcgctatt accatgetga 1020

tgcggttttg gcagtacatc aatgggcegtg gatageggtt tgactcacgg ggatttccaa 1080

gtctccaccc cattgacgtc aatgggagtt tgttttggca ccaaaatcaa cgggactttc 1140

caaaatgtcg taacaactcc gcceccattga cgcaaatggg cggtaggegt gtacggtggg 1200

aggtctatat aagcagagct ggtttagtga accggggtct ctctggttag accagatctg 1260

agcctgggag ctctctgget aactagggaa cccactgcett aagectcaat aaagettgee 1320

ttgagtgctt caagtagtgt gtgeecgtct gttgtgtgac tctggtaact agagatccct 1380

cagacccttt tagtcagtgt ggaaaatctc tagcagtggce gcccgaacag ggacttgaaa 1440

gcgaaaggga aaccagagga getctctecga cgeaggacte ggettgetga agegegecacg 1500

gcaagaggceg agggegceggeg actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag cggaggetag 1560

aaggagagag atgggtgcga gagegtcagt attaagcggg ggagaattag atcgegatgg 1620

gaaaaaattc ggttaaggcec agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca tatagtatgg 1680



gcaagcaggg agctagaacg attcgcagtt aatcctggec tgttagaaac atcagaagge 1740

tgtagacaaa tactgggaca gctacaacca tcccttcaga caggatcaga agaacttaga 1800

tcattatata atacagtagc aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga gataaaagac 1860

accaaggaag ctttagacaa gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagac caccgcacag 1920

caagccgecg ctgatcttca gacctggagg aggagatatg agggacaatt ggagaagtga 1980

attatataaa tataaagtag taaaaattga accattagga gtagcaccca ccaaggcaaa 2040

gagaagagtg gtgcagagag aaaaaagagc agtgggaata ggagctttgt tectigggtt 2100

cttgggagca gcaggaagca ctatgggegce agegtcaatg acgctgacgg tacaggecag 2160

acaattattg tctggtatag tgcagcagca gaacaatttg ctgagggcta ttgaggegca 2220

acagcatctg ttgcaactca cagtctgggg catcaagcag ctccaggcaa gaatcctgge 2280

tgtggaaaga tacctaaagg atcaacagct cctggggatt tggggttgct ctggaaaact 2340

catttgcacc actgctgtgce cttggaatgce tagttggagt aataaatctc tggaacagat 2400

ttggaatcac acgacctgga tggagtggga cagagaaatt aacaattaca caagcttaat 2460

acactcctta attgaagaat cgcaaaacca gcaagaaaag aatgaacaag aattattgga 2520

attagataaa tgggcaagtt tgtggaattg gtttaacata acaaattggc tgtggtatat 2580



aaaattattc ataatgatag taggaggctt ggtaggttta agaatagttt ttgctgtact 2640

ttctatagtg aatagagtta ggcagggata ttcaccatta tcgtttcaga cccacctccc 2700

aaccccgagg ggacccgaca ggeccgaagg aatagaagaa gaaggtggag agagagacag 2760

agacagatcc attcgattag tgaacggatc tcgacggtat cggttaactt ttaaaagaaa 2820

aggggegatt ggggggtaca gtgcagggga aagaatagta gacataatag caacagacat 2880

acaaactaaa gaattacaaa aacaaattac aaaattcaaa attttatcgc gatcgcggaa 2940

tgaaagaccc cacctgtagg tttggcaagc tagcttaagt aacgccattt tgcaaggcat 3000

ggaaaataca taactgagaa tagagaagtt cagatcaagg ttaggaacag agagacagca 3060

gaatatgggc caaacaggat atctgtggta agcagttcct gecceeggete agggecaaga 3120

acagatggtc cccagatgeg gtcecgecct cageagtttc tagagaacca tcagatgttt 3180

ccagggtgcec ccaaggacct gaaaatgacc ctgtgectta tttgaactaa ccaatcagtt 3240

cgcttctege ttetgttege gegettetge teccccgaget caataaaaga geccacaacc 3300

cctcactcgg cgegecagtce cttcgaagta gatctttgte gatectacca tccactcgac 3360

acacccgcca geggeegetg ccaagcettce gagetctcga attaattcac ggtacccace 3420

atggcctagg gagactagtc gaatcgatat caacctctgg attacaaaat ttgtgaaaga 3480

ttgactggta ttcttaacta tgttgctect tttacgctat gtggatacge tgetttaatg 3540



cctttgtatc atgctattgce ttcccgtatg getttcattt tetectectt gtataaatce 3600

tggttgctgt ctctttatga ggagttgtgg cccgttgtca ggcaacgtgg cgtggtgtge 3660

actgtgtttg ctgacgcaac ccccactggt tggggcattg ccaccacctg tcagetectt 3720

tccgggactt tegettteec cctecctatt geccacggegg aactcatcge cgectgectt 3780

gececgetget ggacaggggc teggetgttg ggecactgaca attcecgtggt gttgtegggg 3840

aagctgacgt ccttttcatg getgetcgec tgtgttgeca cctggattet gegegggacg 3900

tccttetget acgteccttc ggecctcaat ccageggacc ttectteecg cggectgetg 3960

ccggctetge ggectcttee gegtcettege cttegeecte agacgagteg gatcteectt 4020

tgggccgect cceegectgg ttaattaaag tacctttaag accaatgact tacaaggcag 4080

ctgtagatct tagccacttt ttaaaagaaa aggggggact ggaagggcega attcactccc 4140

aacgaagaca agatctgctt tttgcttgta ctgggtctct ctggttagac cagatctgag 4200

cctgggagct ctctggetaa ctagggaacc cactgcttaa gectcaataa agettgectt 4260

gagtgcttca agtagtgtgt geecgtctgt tgtgtgactc tggtaactag agatcectca 4320

gaccctttta gtcagtgtgg aaaatctcta gcaggcatge cagacatgat aagatacatt 4380

gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg cagtgaaaaa aatgctttat ttgtgaaatt 4440



tgtgatgcta ttgctttatt tgtaaccatt ataagctgca ataaacaagt taacaacaac 4500

aattgcattc attttatgtt tcaggttcag ggggaggtgt gggaggtttt ttggcgegee 4560

atcgtcgagg ttcectttag tgagggttaa ttgegagcett ggegtaatca tggtcatage 4620

tgtttcctgt gtgaaattgt tatccgctca caattccaca caacatacga gececggaageca 4680

taaagtgtaa agcctggggt gectaatgag tgagctaact cacattaatt gegttgeget 4740

cactgcccgce tttccagtcg ggaaacctgt cgtgccagcet geattaatga atcggeccaac 4800

gcgeggggag aggeggtttg cgtattgggce getcttecge ttectegete actgactcge 4860

tgcgceteggt cgttcggetg cggegagegg tatcagetca ctcaaaggeg gtaatacggt 4920

tatccacaga atcaggggat aacgcaggaa agaacatgtg agcaaaaggce cagcaaaagg 4980

ccaggaaccg taaaaaggcc gegttgetgg cgtttttcca taggetecge cceccctgacg 5040

agcatcacaa aaatcgacgc tcaagtcaga ggtggecgaaa cccgacagga ctataaagat 5100

accaggcgtt tcccectgga ageteccteg tgegetetee tgttcegace ctgeecgetta 5160

ccggatacct gtcegecttt cteccttcgg gaagegtgge getttetcat agetcacget 5220

gtaggtatct cagttcggtg taggtcgttc gctccaaget gggetgtgtg cacgaaccce 5280

ccgttcagee cgaccgetgce gecttateeg gtaactatceg tcttgagtce aacceggtaa 5340

gacacgactt atcgccactg gcagcagceca ctggtaacag gattagcaga gegaggtatg 5400



taggcggtgc tacagagttc ttgaagtggt ggcctaacta cggctacact agaagaacag 5460

tatttggtat ctgegcetctg ctgaagccag ttaccttcgg aaaaagagtt ggtagetctt 5520

gatccggcaa acaaaccacc getggtageg gtggtttttt tgtttgcaag cagcagatta 5580

cgcgcagaaa aaaaggatct caagaagatc ctttgatctt ttctacgggg tctgacgetc 5640

agtggaacga aaactcacgt taagggattt tggtcatgag attatcaaaa aggatcttca 5700

cctagatcct tttaaattaa aaatgaagtt ttaaatcaat ctaaagtata tatgagtaaa 5760

cttggtctga cagttaccaa tgcttaatca gtgaggcacc tatctcageg atctgtctat 5820

ttcgttcatc catagttgec tgactccecg tegtgtagat aactacgata cgggaggget 5880

taccatctgg ccccagtgct gcaatgatac cgegagaccce acgctcaccg getccagatt 5940

tatcagcaat aaaccagcca gccggaaggg ccgagegeag aagtggtect gecaactttat 6000

ccgcectecat ccagtctatt aattgttgec gggaagctag agtaagtagt tcgecagtta 6060

atagtttgecg caacgttgtt gccattgeta caggeatcgt ggtgtcacge tegtegtttg 6120

gtatggcttc attcagctcc ggttcccaac gatcaaggeg agttacatga tcceccatgt 6180

tgtgcaaaaa agcggttagce tectteggtce ctecgategt tgtcagaagt aagttggecg 6240

cagtgttatc actcatggtt atggcagcac tgcataattc tcttactgtc atgccatccg 6300



taagatgctt ttctgtgact ggtgagtact caaccaagtc attctgagaa tagtgtatge 6360

ggcgaccgag ttgctcttge ccggegtcaa tacgggataa taccgegeca catagcagaa 6420

ctttaaaagt gctcatcatt ggaaaacgtt cttcggggcg aaaactctca aggatcttac 6480

cgctgttgag atccagttcg atgtaaccca ctcgtgecacc caactgatct tcagecatctt 6540

ttactttcac cagcgtttct gggtgagcaa aaacaggaag gcaaaatgec gcaaaaaagg 6600

gaataagggc gacacggaaa tgttgaatac tcatactctt cctttttcaa tattattgaa 6660

gcatttatca gggttattgt ctcatgagcg gatacatatt tgaatgtatt tagaaaaata 6720

aacaaatagg ggttccgege acatttccece gaaaagtgec ac 6762

<210> 96

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

lle Pro Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser His Asn Tyr Gly Met Asp Val

1 5 10 15

<210> 97
<211> 5

<212> PRT



<213> Homo sapiens

<400> 97

Asn Tyr Gly Met His

1 5

<210> 98
<211> 357
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 98

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaage ctggggcecte agtgaaggtc 60

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc ggetactata tacactgggt gecgacaggee 120

cctgaacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaacccta acagtggtgg cacaaactat 180

gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg gccagggaca cgtccatcag cacagtttac 240

atggacctga gcaggctgag atctgacgac acggecgtgt attactgtge gagaatacge 300

ggtggtaact cggtctttga ctactggggce cagggaaccc tggtcaccgt ctcctca 357

<210> 99

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<400> 99

His lle Phe Ser Asn Asp Glu Lys Thr Tyr Ser Thr Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15
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