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DESCRIPCION
Dominios coestimuladores para su uso en células modificadas genéticamente

Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere al el campo de la biologia molecular y la tecnologia de acidos nucleicos
recombinantes. En particular, la presente divulgacion se refiere a novedosos dominios coestimuladores disefiados
para estimular la proliferacion de células T y evitar el agotamiento de las mismas. La presente divulgacion se refiere
ademas a células modificadas genéticamente que comprenden los novedosos dominios coestimuladores y a dichas
células para su uso en el tratamiento de enfermedades, como el cancer.

Antecedentes de la invencién

La inmunoterapia adoptiva con células T es un enfoque prometedor para el tratamiento del cancer. Esta estrategia
utiliza células T humanas aisladas que han sido modificadas genéticamente para mejorar su especificidad por un
antigeno especifico asociado al tumor. La modificacién genética puede implicar la expresién de un receptor de
antigeno quimérico (CAR) o un receptor de células T exdgeno para injertar la especificidad del antigeno en la célula
T. A diferencia de los receptores exdgenos de células T, los CAR derivan su especificidad de los dominios variables
de un anticuerpo monoclonal. Asi, las células T que expresan CARs inducen la inmunorreactividad del tumor de una
manera no restringida por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Hasta la fecha, la inmunoterapia adoptiva
de células B se ha utilizado como terapia clinica para varios tipos de canceres, incluyendo neoplasias de células B
(por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda (ALL), linfoma no Hodgkin (LNH) de células B y leucemia linfocitica cronica),
mieloma multiple, neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cancer de ovario, mesotelioma, melanoma y
cancer de pancreas.

La activacion de las células T es iniciada por el receptor endégeno de las células T, que también proporciona
especificidad de antigeno a la célula. La sefializacion de la célula T se amplifica mediante receptores coestimuladores
de la superficie celular, como el CD28. En ausencia de coestimulacion, la estimulacién a través del receptor de células
T puede ser insuficiente para impulsar la proliferacion de células T, lo que da lugar a la anergia celular. La
coestimulacion también contribuye a evitar el agotamiento de las células T y algunas formas de muerte celular inducida
por la activacion. Los primeros receptores quiméricos activadores de células T se generaron fusionando la cadena
de CD3 con el dominio extracelular de los correceptores de células T, incluidos CD4, CD8 y CD25.

Los denominados receptores de antigeno quimérico de "primera generacién" se generaron entonces fusionando la
cadena ¢ de CD3 con un fragmento variable de cadena unica (scFv), que permitia la especificidad del antigeno y la
activacion de las células T inducida por el antigeno. Aunque la primera generacion de CARs fue capaz de mediar en
la citotoxicidad, fue incapaz de dirigir la expansién inducida por el antigeno de las células T primarias modificadas. De
hecho, los estudios realizados en los primeros modelos de ratones transgénicos revelaron que las células T que
expresaban CARs de primera generacion soélo producian un efecto moderado sobre la progresion del tumor in vivo
debido a la anergia y a la produccion de bajas cantidades de interferon gamma (IFN-y). los receptores de antigenos
quiméricos de "segunda generacion" se generaron fusionando ademas un unico dominio coestimulador en cis con la
cadena  citoplasmica de CD3. Los estudios demostraron que la adicién del dominio coestimulador permitia la
expansion de las células CAR-T primarias tras la exposicion repetida al antigeno, asi como el aumento de la secrecion
de citoquinas como el IFN-y. De hecho, los primeros ensayos clinicos con células CAR-T de segunda generacion
mostraron una persistencia y expansion significativamente mayores en pacientes con linfoma de células B, CLL y ALL
de células B. Se han introducido varios dominios coestimuladores en los CAR, como los elementos CD28, 4-1BB u
0OX-40, que se han utilizado en células CAR-T administradas a pacientes con neoplasias de células B. Los
denominados receptores de antigenos quiméricos de "tercera generacion” introdujeron dos dominios coestimuladores
en tandem con la cadena C citoplasmatica de CD3 para permitir un mayor aumento de la expansion celular y/o de la
secrecion de citoquinas tras la exposicion repetida al antigeno.

Ademas del uso de dominios coestimuladores dentro de las construcciones CAR, los grupos también han incorporado
dominios coestimuladores en varios "interruptores de seguridad" que pueden estar separados del CAR. Uno de estos
interruptores de seguridad comprende los dominios de sefalizacion MyD88 y CD40, fusionados a un dominio de unién
que se dimeriza cuando se une a una pequefia molécula como el rimiducid. Este interruptor de seguridad se utiliza
junto con un constructo CAR que sélo comprende una cadena CD3 C citoplasmica para promover la activacion celular.
Al administrar la pequefia molécula, el interruptor de seguridad se dimeriza y permite la sefalizacion coestimuladora
MyD88/CD40 para promover la expansion de las células CAR-T y la secrecion de citoquinas tras el reconocimiento
del antigeno por el constructo CAR separado.

Se han divulgado previamente varios dominios coestimuladores tanto en patentes como en la literatura. Por ejemplo,
La patente estadounidense n° 8.399.645 reivindica un polinucleétido que codifica un receptor de antigeno quimérico
que comprende tanto el dominio de sefalizacion 4-1BB como un dominio de sefalizacion CD3 . Sin embargo, ninguno
ha divulgado los dominios de la presente divulgacion o cualquier dominio que tenga incluso un 80% de identidad de
secuencia con los dominios de la presente divulgacion.
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Sumario de la invencion

La invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion proporciona novedosos dominios coestimuladores que son Utiles para proporcionar células
modificadas genéticamente para promover la proliferacion celular y/o promover la secrecion de citoquinas. La presente
divulgacion avanza en la técnica proporcionando nuevos dominios coestimuladores que promueven diferentes grados
de proliferacion celular y/o secrecién de citoquinas tras la activacion celular inducida por antigenos. Por ejemplo, los
dominios coestimuladores divulgados en el presente documento proporcionan una actividad superior en comparacion
con esos dominios, como el 4-1BB y el CD28. También se divulgan en el presente documento células modificadas
genéticamente que comprenden un receptor de antigeno quimérico (CAR) que incorpora uno o mas dominios
coestimuladores divulgados en el presente documento. En otros ejemplos, las células modificadas genéticamente
divulgadas en el presente documento comprenden un constructo regulador inducible que incorpora uno o mas
dominios coestimuladores divulgados en el presente documento. También se proporcionan aqui moléculas de acido
nucleico, construcciones de ADN recombinante (por ejemplo, plasmidos) y vectores virales que comprenden una
secuencia de acido nucleico que codifica los dominios coestimuladores, y composiciones que comprenden los
novedosos dominios coestimuladores para su uso en procedimientos de administracién de los mismos a sujetos con
el fin de reducir los sintomas, la progresion o la aparicion de la enfermedad. En algunas realizaciones, las células
modificadas genéticamente que comprenden los novedosos dominios coestimuladores aqui divulgados se formulan
como composiciones farmacéuticas para su uso, por ejemplo, como inmunoterapia en el tratamiento del cancer.

Asi, en un aspecto, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

La molécula de acido nucleico puede comprender una secuencia de nucledtidos que codifica un CAR que comprende
al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

El CAR puede comprender un dominio de union a antigeno extracelular. El dominio extracelular de unién al antigeno
puede ser un fragmento variable de cadena unica (scFv). El dominio de unién a antigeno puede tener especificidad
para un antigeno cancerigeno o tumoral. EI CAR codificado puede comprender un dominio de uniéon a antigeno
especifico de CD19.

El CAR codificado puede comprender al menos dos dominios coestimuladores. En tales casos, los al menos dos
dominios coestimuladores son dominios coestimuladores descritos en el presente documento o, alternativamente, son
al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento y al menos un dominio coestimulador adicional
conocido en la técnica (por ejemplo, 4-1BB, CD28, OX40, ICOS). El CAR codificado puede comprender ademas al
menos un dominio de sefalizacién intracelular. El al menos un dominio de sefalizacion intracelular puede ser un
dominio CD3 ¢.

La molécula de acido nucleico puede ser un ARNm, un constructo de ADN recombinante (por ejemplo, un plasmido)
o estar incluida en el genoma viral de un vector viral.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un constructo de ADN recombinante, en elque el constructo de
ADN recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio coestimulador que comprende
una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8. El constructo de ADN recombinante puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR
comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 8.

El constructo de ADN recombinante puede codificar un vector viral que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 8. En algunas realizaciones, el vector viral puede ser un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral
o un vector viral adeno-asociado (AAV). El vector viral puede ser un vector de virus adeno-asociado (AAV)
recombinante.

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un vector viral que comprende la molécula de acido nucleico
descrita en el presente documento que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8. El vector viral puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR
comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 8.

El vector viral puede ser un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral o un vector viral adeno-asociado
(AAV). En una realizacion particular, el vector viral es un vector AAV recombinante.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona una célula eucariota modificada genéticamente, en la que la
célula eucariota modificada genéticamente comprende la molécula de acido nucleico descrita en el presente
documento que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8. La célula eucariota modificada
genéticamente puede comprender un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2925644 T3

un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR comprende al menos un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8. La célula eucariota modificada
genéticamente puede comprender un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica
un constructo regulador inducible descrito en el presente documento, en la que el constructo regulador inducible
comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 8. La molécula de acido nucleico descrita en el presente documento, o el casete de expresion descrito en el
presente documento, puede estar presente dentro del genoma de la célula eucariota modificada genéticamente o,
alternativamente, no esta integrada en el genoma de la célula. La molécula de acido nucleico descrita en el presente
documento, o el casete de expresion descrito en el presente documento, puede estar presente en la célula eucariota
modificada genéticamente en un constructo de ADN recombinante, en un ARNm o en un genoma viral, que no esta
integrado en el genoma de la célula.

La célula puede ser una célula T o una célula asesina natural (NK). La célula eucariota modificada genéticamente
puede ser una célula T humana primaria 0 una célula NK humana primaria. La célula eucariota modificada
genéticamente puede ser una célula CAR-T humana o una célula CAR-NK humana.

La célula eucariota modificada genéticamente descrita en el presente documento puede mostrar un aumento de la
proliferacion y/o de la secrecion de citoquinas en comparacion con una célula de control que no comprende un dominio
coestimulador descrito en el presente documento. El aumento de la proliferacion y/o de la secreciéon de citoquinas
puede presentarse in vitro y/o in vivo. El aumento de la secrecion de citocinas puede comprender un aumento de IFN-
vy, IL-2, TNF-alfa u otras citocinas asociadas con la activacion y/o proliferacion celular en comparacion con una célula
de control que no comprende un dominio coestimulador descrito en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir una célula eucariota modificada
genéticamente que comprende al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, comprendiendo
el procedimiento la introduccién en una célula de al menos una molécula de acido nucleico descrita en el presente
documento que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 8.

La molécula de acido nucleico introducida puede codificar un CAR descrito en el presente documento que comprende
al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

El procedimiento puede comprender ademas la introduccién en la célula (i) una segunda molécula de acido nucleico
que codifica una nucleasa de ingenieria, en la que la nucleasa de ingenieria se expresa en la célula, o (ii) una proteina
nucleasa de ingenieria; en la que la nucleasa de ingenieria reconoce y escinde una secuencia de reconocimiento para
producir un sitio de escisidon en el genoma de la célula, y en la que el acido nucleico que codifica el al menos un
dominio coestimulador o una variante activa o un fragmento del mismo se inserta en el genoma en el sitio de escision.
La nucleasa modificada puede ser una meganucleasa modificada, una nucleasa recombinante de dedos de zinc (ZFN),
una nucleasa efectora similar al activador de la transcripcion (TALEN) recombinante, una nucleasa CRISPR/Cas o
una nucleasa megaTAL. En particular, la nucleasa de ingenieria puede ser una meganucleasa de ingenieria.
Especificamente, la meganucleasa de ingenieria puede ser una meganucleasa de cadena unica.

La molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8 introducido en la célula puede comprender ademas secuencias
homodlogas a las secuencias que flanquean el sitio de escision de la nucleasa, de manera que la molécula de acido
nucleico se inserta en el genoma en el sitio de escision por recombinacion homadloga. Alternativamente, la molécula
de acido nucleico puede carecer de homologia sustancial con el sitio de escision de la nucleasa, de manera que la
molécula de acido nucleico se inserta en el genoma mediante la unién de extremos no homologos.

La célula puede ser una célula T o una célula asesina natural (NK), como una célula T humana primaria o una célula
NK humana primaria. La célula eucariota modificada genéticamente producida por el procedimiento puede ser una
célula CAR-T humana o una célula CAR-NK humana.

La molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende las secuencias de
aminoacidos establecidas en la SEQ ID NO: 8 puede introducirse en la célula utilizando un ARNm descrito en el
presente documento, un constructo de ADN recombinante descrita en el presente documento o un vector viral descrito
en el presente documento.

La introduccion de la al menos una molécula de acido nucleico descrita en el presente documento que codifica al
menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8
puede aumentar la activacion, la proliferacion y/o la secrecién de citoquinas de la célula modificada genéticamente.
En realizaciones especificas, el aumento de la secrecion de citoquinas comprende un aumento de la secrecion de
IFN-y, IL-2, TNF-alfa o cualquier otra citoquina asociada a la activacion y/o proliferacion celular en comparacion con
una célula de control que no comprende un dominio coestimulador descrito en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicién farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y células eucariotas genéticamente modificadas descritas en el presente documento
que comprenden al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en
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la SEQ ID NO: 8. En realizaciones particulares, las células eucariotas modificadas genéticamente comprenden un
CAR descrito en el presente documento que comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

En realizaciones especificas, las células eucariotas modificadas genéticamente son células CAR-T . En algunas de
estas realizaciones, las células CAR-T comprenden un CAR que incluye un dominio coestimulador que comprende
una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8. En diversas realizaciones, las células CAR-T tienen
especificidad para un cancer o un antigeno especifico del tumor, y la composicién farmacéutica es util en
procedimientos de inmunoterapia contra el cancer.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona células eucariotas modificadas genéticamente para su uso en un
procedimiento de inmunoterapia para tratar el cancer en un sujeto, en el que las células eucariotas modificadas
genéticamente son las descritas en el presente documento que comprenden al menos un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, las células
eucariotas modificadas genéticamente comprenden un CAR descrito en el presente documento que comprende al
menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, las células eucariotas modificadas genéticamente son células CAR-T . En tales
realizaciones, las células CAR-T tienen especificidad para un cancer o un antigeno especifico del tumor y son utiles
en procedimientos de inmunoterapia contra el cancer. En algunas realizaciones, el cancer es una neoplasia maligna
de células B (por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda (ALL), linfoma no Hodgkin (NHL) de células B), o leucemia
linfocitica cronica), mieloma multiple, neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cancer de ovario,
mesotelioma, melanoma y cancer de pancreas. En particular, el cancer es un linfoma de células B.

En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en un cancer de carcinoma, linfoma,
sarcoma, blastomas y leucemia.

En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en un cancer de origen de células B, cancer
de mama, cancer gastrico, neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de pulmon, melanoma, cancer de préstata, cancer
de colon, carcinoma de células renales, cancer de ovario, sarcoma de rabdomio, leucemia y linfoma de Hodgkin. En
algunas realizaciones , el cancer de origen de células B se selecciona del grupo que consiste en leucemia linfoblastica
aguda de linaje B, leucemia linfocitica cronica de células B y linfoma no Hodgkin de células B.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la alineacion de los novedosos dominios coestimuladores Novell (SEQ ID NO: 5), FXN1-
Novel3 (SEQ ID NO: 6), FXN1-Novel5 (SEQ ID NO: 7), FXN1-Novel6 (SEQ ID NO: 8). Se identifican motivos
individuales de unién a TRAF y se pueden encontrar regiones espaciadoras entre los motivos de union a
TRAF dentro de cada dominio coestimulador enumerado.

La figura 2 muestra construcciones CAR que comprenden un scFv anti-CD 19, un dominio transmembrana y
bisagra CD8, un dominio coestimulador y un dominio de sefalizacién intracelular CD3 ¢. Los dominios
coestimuladores mostrados incluyen CD28, 4-1BB, Novel1 (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6 (NG).
También se muestra un constructo CAR que carece de un dominio coestimulador.

Las Figuras 3A-3H informan de los resultados de un analisis de GFP que demuestra la expresién de CAR
tras la transduccion por lentivirus de células T humanas de donantes. Los resultados se presentan para cada
uno de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6 (N6). Figura
3A) Transduccion simulada. Figura 3B) Transduccion con CAR que comprende el dominio coestimulador 4-
1BB. Figura 3C) Transduccién con CAR que comprende el dominio coestimulador CD28. Figura 3D)
Transducciéon con CAR sin dominio coestimulador (BB-). Figura 3E) Transduccién con CAR que comprende
el dominio coestimulador de Novell (N1). Figura 3F) Transduccion con CAR que comprende el dominio
coestimulador Novel3 (N3). Figura 3G) Transduccion con CAR que comprende el dominio coestimulador
Novel5 (N5). Figura 3H) Transduccion con CAR que comprende el dominio coestimulador Novel6 (N6).

Las figuras 4A, 4B y 4C muestran los niumeros de expansion de las células CAR-T medidos a lo largo del
tiempo tras la activacion repetida inducida por el antigeno en el cultivo de Raji. Los resultados se presentan
para cada uno de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6
(N6). La Figura 4A muestra los resultados obtenidos para una poblacion mixta de células CAR-T CD4* y
CD8". La figura 4B muestra los resultados obtenidos para la poblacion de células CAR-T CD4*. La Figura 4C
muestra los resultados obtenidos para la poblacion de células CAR-T CD8".

Las figuras 5A, 5B y 5C muestran la secrecién de citoquinas en cada poblacion de células CAR-T
transducidas a los 3, 7, 10 y 14 dias después de la transduccién. La figura 5A muestra la secrecion de
interferon-gamma (IFN-y). La figura 5B muestra la secrecién de TNF-alfa (TNF-a). La Figura 5C muestra la
secrecion de IL-2.
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Las figuras 6A, 6B y 6C muestran los niumeros de expansion de las células CAR-T medidos a lo largo del
tiempo tras la activacion repetida inducida por el antigeno en el cultivo de Raji, utilizando un encuentro mas
frecuente con el antigeno y una mayor relacion de diana: efector. Los resultados se presentan para cada uno
de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6 (N6). La figura
5A muestra los resultados obtenidos para una poblacion mixta de células CAR-T CD4* y CD8*. La figura 5B
muestra los resultados obtenidos para la poblacion de células CAR-T CD4*. La Figura 5C muestra los
resultados obtenidos para la poblacion de células CAR-T CD8*.

La Figura 7 muestra constructos de plantillas de donantes que comprenden, de 5' a 3', una repeticion terminal
invertida (ITR) de 5', un brazo de homologia de 5', un promotor, secuencias de codificaciéon para un scFv anti-
CD 19, un dominio de bisagra y transmembrana de CD8, un dominio coestimulador y un dominio de
sefalizacion intracelular de CD3 ¢, una sefal de poliA de SV40, un brazo de homologia de 3'y un ITR de 3'.
Los dominios coestimuladores mostrados incluyen 4-1BB, Novell (N1) y Novel6 (N6).

Las figuras 8A y 8B muestran la proliferacion de CAR-T a lo largo del tiempo en respuesta al antigeno
utilizando células CAR-T preparadas a partir de dos donantes diferentes. Se midié la proliferacion de las
células CAR-T que incluian los dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o N6. Se encontré que los novedosos
dominios de sefalizacion costimuladora apoyan niveles de proliferacion iguales o mejores que los niveles
apoyados por la sefializacion 4-1BB. La Figura 8A muestra los resultados utilizando células CAR-T
preparadas a partir del donante K799. La Figura 8B muestra los resultados utilizando células CAR-T
preparadas a partir del donante z4100.

Las figuras 9A y 9B muestran la eliminacion de células K19 en varias relaciones efectoras:objetivo (E:T) a las
24 y 72 horas de cocultivo con células CAR-T que comprenden los dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o
N6. La Figura 9A muestra células CAR-T preparadas a partir del donante K799. La Figura 9B muestra células
CAR-T preparadas a partir del donante z4100.

Las figuras 10A, 10B y 10C muestran histogramas de los resultados del ensayo de proliferacion celular
utilizado para determinar la proliferacién relativa de las células CAR-T que comprenden los dominios
coestimuladores 4-1BB, N1 o N6 en respuesta a las células diana CD19+. La Figura 10A muestra la
proliferacion de las células CAR-4-1BB CAR-T en comparacion con las células T TRC KO de control negativo
en dos relaciones E:T diferentes. La Figura 10B muestra la proliferacion de las células T CAR-4-1BB en
comparacion con las células T CAR-N1. La Figura 10C muestra la proliferacion de las células T CAR-4-1BB
en comparacion con las células T CAR-NG.

La Figura 11 muestra los constructos de plantillas de donantes 7241, 7205 y 7206 que comprenden, de 5' a
3', una repeticion terminal invertida (ITR) de 5', un brazo de homologia de 5', un promotor, secuencias de
codificacion para un scFv anti-CD 19, un dominio de bisagra y transmembrana de CD8, un dominio
coestimulador y un dominio de sefializacioén intracelular de CD3 ¢, una sefial SV40 poliA o una sefal SV40
bi-poliA, un brazo de homologia de 3'y un ITR de 3'. Los dominios coestimuladores mostrados incluyen el 4-
1BB (constructo 7241) y el Novel 6 (N6; constructos 7205 y 7206).

Las figuras 12A-12G muestran los valores de flujo total dorsal y ventral observados in vivo en ratones tras el
injerto y crecimiento de las células Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO, o con células T
CAR portadoras de los constructos CAR 7205, 7206 o 4-1BB. La Figura 12A muestra el flujo dorsal tras el
tratamiento con células TCR KO. La Figura 12B muestra el flujo dorsal tras el tratamiento con células T CAR
7205. La Figura 12C muestra el flujo dorsal tras el tratamiento con 7206 células T CAR. La Figura 12D
muestra el flujo dorsal tras el tratamiento con células T CAR 4-1BB. La Figura 12E muestra el flujo ventral
tras el tratamiento con células TCR KO. La Figura 12F muestra el flujo ventral tras el tratamiento con células
T CAR 7205. La Figura 12G muestra el flujo ventral tras el tratamiento con células T CAR 7206. La Figura
12H muestra el flujo ventral tras el tratamiento con células T CAR 4-1BB.

Las figuras 13A-13D muestran imagenes del flujo total dorsal y ventral observado in vivo en ratones tras el
injerto y el crecimiento de las células Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO, o con células
T CAR portadoras de los constructos CAR 7205, 7206 o 4-1BB. La Figura 13A muestra imagenes del flujo
dorsal en los dias 7, 10 y 16 en grupos tratados con células TCR KO, células T CAR 7205, células T CAR
7206 y células T CAR 4-1BB. La Figura 13B muestra imagenes del flujo dorsal en los dias 24, 31 y 38 en los
grupos tratados con células T CAR 7205, células T CAR 7206 y células T CAR 4-1BB. La Figura 13C muestra
imagenes del flujo ventral en los dias 7, 10 y 16 en grupos tratados con células TCR KO, células T CAR 7205,
células T CAR 7206 y células T CAR 4-1BB. La Figura 13D muestra imagenes del flujo ventral en los dias
24, 31y 38 en grupos tratados con células T CAR 7205, células T CAR 7206 y células T CAR 4-1BB.

La Figura 14 muestra una curva de supervivencia de los ratones tras el injerto y crecimiento de las células
Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO, o con células T CAR que llevan los constructos CAR
7205, 7206 o 4-1BB.
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La Figura 15 muestra el constructo de plantilla del donante 7240 que comprende, de 5' a 3', una repeticiéon
terminal invertida (ITR) en 5', un brazo de homologia en 5', un promotor, secuencias de codificacion para un
scFv anti-CD19 un dominio de bisagra y transmembrana de CD8, un dominio coestimulador de MyD88, un
dominio coestimulador de Novel6 (N6) y un dominio de sefializacion intracelular de CD3 C, una sefial de SV40
bi-poliA, un brazo de homologia 3'y una ITR 3'.

Las figuras 16A-16F muestran los resultados de un ensayo de proliferacion de Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar un CAR anti-CD 19 que comprende el dominio coestimulador
Novel6 (N6), o un CAR que comprende tanto los dominios coestimuladores MyD88 y Novel6 (N6). Las células
transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con células K562 CD19-negativas o con
células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). La proliferacion se evalué mediante citometria de
flujo para los subconjuntos de células T CD4* y CD8". La Figura 16A muestra células CD4* transfectadas con
la meganucleasa TRC 1-2x.87EE unicamente. La Figura 16B muestra células CD8" transfectadas con la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE unicamente. La Figura 16C muestra células CD4* transfectadas con la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE y una plantilla de donante N6 CAR. La Figura 16D muestra células CD8*
transfectadas con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y una plantilla de donante N6 CAR. La Figura 16E
muestra células CD4* transfectadas con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y una plantilla de donante
MyD88/N6 CAR. La Figura 16F muestra células CD8* transfectadas con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y
una plantilla de donante MyD88/N6 CAR.

La Figura 17 muestra el constructo de plantilla del donante 7235 que comprende, de 5' a 3', una repeticiéon
terminal invertida (ITR) en 5', un brazo de homologia en 5', un promotor, secuencias de codificacion para un
dominio coestimulador MyD88, un dominio coestimulador Novel6 (N6) y dominios FKBP12v36 de union a
ligando en tandem (Fv), un elemento T2A, secuencias de codificacion para un scFv anti-CD19, un dominio
de bisagra y transmembrana de CD8, y un dominio de sefializacion intracelular de CD3 ¢, una sefal SV40 bi-
poliA, un brazo de homologia 3', y un ITR 3.

Las figuras 18A y 18B muestran los resultados de un ensayo de proliferacion con Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar la meganucleasa TRC 1-2x.87EE unicamente sin una plantilla
donante. Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con células K562
CD19-negativas o con células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). La proliferacién se evalué
mediante citometria de flujo para los subconjuntos de células T CD4* y CD8*. La figura 18A muestra el
subconjunto de células CD4*. La figura 18B muestra el subconjunto de células CD8*.

Las figuras 19A-9D muestran los resultados de un ensayo de proliferacion con Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar un CAR anti-CD 19 que comprende un dominio Novel6 (N6).
Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con células K562 CD19-
negativas o con células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). La proliferacion se evalué mediante
citometria de flujo para los subconjuntos de células T CD4* y CD8*. Ademas, se evaluaron las células en
cocultivo K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 19A muestra el subconjunto de células CD4*
cultivadas en células K19 o K562. La Figura 19B muestra el subconjunto de células CD4" cultivadas en células
K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 19C muestra el subconjunto de células CD8* cultivadas
en células K19 o K562. La Figura 19D muestra el subconjunto de células CD8* cultivadas en células K19 en
presencia o ausencia de rimiducid.

Las Figuras 20A-20D muestran los resultados de un ensayo de proliferacion con Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar un CAR anti-CD 19 que carece de un dominio coestimulador
en combinacién con un constructo inducible que comprende tanto el dominio coestimulador MyD88 como el
Novel6 (N6) (iMyD88/N6 CAR). Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron
con células K562 CD19-negativas o con células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). Ademas, se
evaluaron las células en cocultivo K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La proliferacion se evalué
mediante citometria de flujo para los subconjuntos de células T CD4* y CD8*. La Figura 20A muestra el
subconjunto de células CD4" cultivadas en células K19 o K562. La Figura 20B muestra el subconjunto de
células CD4" cultivadas en células K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 20C muestra el
subconjunto de células CD8" cultivadas en células K19 o K562. La Figura 20D muestra el subconjunto de
células CD8" cultivadas en células K19 en presencia o ausencia de rimiducid.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO:2 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novel3.

La SEQ ID NO:2 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novel3.
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La SEQ ID NO:2 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novel3.

La SEQ ID NO:5 establece la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador de Novel3..
La SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador de Novel3..
La SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador de Novel3..

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo de unién a TRAF que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo de unién a TRAF que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoacidos de un motivo de unién a TRAF que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
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La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.
42 establece la secuencia de acido nucleico de un vector que codifica el constructo CAR anti-CD 19 7235
que codifica un CAR de primera generacion y un constructo regulador inducible que comprende dominios
coestimuladores MyD88 y Novel6 y dominios FKBP12v36 de unién a ligando en tandem..

Descripcion detallada de la invencion

1.1 Referencias y definiciones

La literatura cientifica y de patentes a la que se hace referencia en el presente documento establece conocimientos
que estan disponibles para los expertos en la materia.

La presente divulgacion puede realizarse en diferentes formas y no debe interpretarse como limitada a las
realizaciones expuestas en el presente documento. Mas bien, estas realizaciones se proporcionan de modo que esta
divulgacion sera minuciosa y completa, y transmitira completamente el ambito de la divulgacion a los expertos en la
técnica. Por ejemplo, las caracteristicas ilustradas con respecto a una realizacién se pueden incorporar en otras
realizaciones, y las caracteristicas ilustradas con respecto a una realizaciéon particular se pueden eliminar de esa
realizacion. Ademas, numerosas variaciones y adiciones a las realizaciones sugeridas en el presente documento seran
evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la divulgacion instantanea, que no se apartan de la presente
divulgacion.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente entiende una persona con conocimientos normales en la técnica a la
que pertenece esta invencion. La terminologia empleada en la descripcion de la presente divulgacion aqui expuesta
tiene por objeto describir Unicamente realizaciones particulares y no pretende ser limitativa de la presente divulgacion.

Tal y como se utiliza en el presente documento, "un", "uno, una" o "el/la" puede significar uno o mas de uno. Por
ejemplo, "una" célula puede significar una sola célula o una multiplicidad de células.

Tal como se utiliza en el presente documentos, a menos que se indique especificamente lo contrario, la palabra "o0" se
utiliza en el sentido inclusivo de "y/0" y no en el sentido exclusivo de "ya sea/o"

Tal como se utiliza en el presente documento, un "dominio coestimulador" se refiere a un dominio polipeptidico que
transmite una sefal proliferativa intracelular y/o de supervivencia celular tras su activacion. La activacion de un dominio
coestimulador puede producirse tras la homodimerizacion de dos polipéptidos del dominio coestimulador. La activacion
también puede producirse, por ejemplo, tras la activacion de un constructo que comprenda el dominio coestimulador
(por ejemplo, un receptor antigénico quimérico o un constructo regulador inducible). Generalmente, un dominio
coestimulador puede derivarse de un receptor coestimulador transmembrana, particularmente de una porcion
intracelular de un receptor coestimulador. Ejemplos no limitantes de polipéptidos coestimuladores incluyen, pero no
se limitan a, los dominios coestimuladores descritos en el presente documento, 4-1BB, CD28, ICOS, OX-40 y CD27.

Tal como se usa en el presente documento, un "receptor de antigeno quimérico" o "CAR" se refiere a un receptor de
ingenieria que injerta especificidad para un antigeno u otro ligando o molécula en una célula efectora inmunitaria (por
ejemplo, una célula T o una célula NK).. Un receptor de antigeno quimérico normalmente comprende al menos un
dominio o fraccion de unién a ligando extracelular y un dominio intracelular que comprende uno o mas dominios de
sefializacion y/o dominios coestimuladores..

En algunas realizaciones, el dominio o la fraccion de unién al ligando extracelular tiene la forma de un fragmento
variable de cadena unica (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal, que proporciona especificidad para un epitopo
0 antigeno particular (por ejemplo, un epitopo o antigeno presente preferentemente en la superficie de una célula,
como una célula cancerosa u otra célula o particula causante de la enfermedad). En algunas realizaciones, el scFv se
une a través de una secuencia enlazadora.

En algunas realizaciones, Elel dominio de union al ligando extracelular es especifico para cualquier antigeno o epitopo
de interés. En algunas realizaciones, el scFv es humanizado.
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En algunas realizaciones,el dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico también puede comprender un
autoantigeno (véase, Payne et al. (2016) Science, Vol. 353 (6295): 179-184), que puede ser reconocido por los
receptores de células B especificas de autoantigeno en linfocitos B, dirigiendo asi a las células B al direccionamiento
y la destruccién especifica de los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos.
Dichos CARs pueden denominarse receptores quiméricos de autoanticuerpos (CAARSs), y la incorporacion de uno o
mas dominios coestimuladores descritos en el presente documento en dichos CAARSs esta comprendida en la presente
divulgacion.

Los dominios de sefializacion intracelular son dominios citoplasmaticos que transmiten una sefal de activacion a la
célula tras la unién del dominio extracelular. Un dominio de sefializacion intracelular puede ser cualquier dominio de
sefalizacion intracelular de interés conocido en la técnica. Dichos dominios de sefalizacion citoplasmatica pueden
incluir, sin limitacion, CD3 ¢.

En algunas realizaciones, el dominio intracelular también incluye uno o mas dominios coestimuladores intracelulares,
como los descritos en el presente documento, que transmiten una sefial coestimuladora que promueve la proliferacion
celular, la supervivencia celular y/o la secrecion de citoquinas tras la unién del dominio extracelular. Dichos dominios
coestimuladores intracelulares pueden incluir, sin limitacién, cualquier dominio coestimulador divulgado en el presente
documento o aquellos dominios conocidos en la técnica, como, por ejemplo, un dominio CD28, un dominio 4-1BB, un
dominio OX-40, un dominio ICOS o un dominio CD27. En algunas realizaciones, un receptor de antigeno quimérico
puede incluir ademas elementos estructurales adicionales, incluyendo un dominio transmembrana que se une al
dominio de unidn al ligando extracelular a través de una secuencia de bisagra o de unién.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "constructo regulador inducible" se refiere a un constructo
transmembrana o intracelular expresado en una célula que proporciona una sefial coestimuladora inducible para
promover la proliferacion celular, la supervivencia celular y/o la secrecion de citoquinas. Tales xonstructos comprenden
uno o mas dominios coestimuladores, como los descritos en el presente documento y/u otros conocidos en la técnica,
que proporcionan una sefal coestimuladora tras la activacién. En algunas realizaciones, se induce una sefal
coestimuladora, por ejemplo, mediante la homodimerizacion de dos polipéptidos de constructos reguladores
inducibles. Un constructo regulador inducible comprende generalmente un dominio de unién que permite la
homodimerizacién tras la unidon de una pequefia molécula, un anticuerpo u otra molécula que permite la
homodimerizacion de dos polipéptidos de constructos.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "sefal coestimuladora" se refiere a una sefial intracelular inducida
por un dominio coestimulador que promueve la proliferacion celular, la expansion de una poblacion celular in vitro y/o
in vivo, promueve la supervivencia celular, modula (por ejemplo, sobrerregula o subregula) la secrecion de citoquinas,
y/o modula la produccion y/o secrecion de otras moléculas inmunomoduladoras. En algunas realizaciones, se induce
una sefial coestimuladora tras la homodimerizacién de dos polipéptidos de dominio coestimulador. En algunas
realizaciones, se induce una sefal coestimuladora tras la activacion de un constructo que comprende el dominio
coestimulador (por ejemplo, un receptor de antigeno quimérico o un constructo regulador inducible).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "activacion" se refiere al estado de una célula (por ejemplo,
una célula T) que ha sido suficientemente estimulada para inducir una funcion efectora detectable. En algunas
realizaciones, la activacion se asocia con la produccion inducida de citoquinas y/o la proliferacion y expansion celular
inducida.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "actividad antitumoral" o "efecto antitumoral" se refiere a un
efecto biolégico que puede manifestarse por una disminucion del volumen del tumor, una disminucion del numero de
células tumorales, una disminucién del nimero de metastasis, un aumento de la esperanza de vida o una mejora de
diversos sintomas fisiologicos asociados a la enfermedad cancerosa. Un "efecto antitumoral" también puede
manifestarse por la capacidad de las células genéticamente modificadas de la presente divulgacion en la prevencion
de la aparicion de un tumor en primer lugar.

Tal y como se utiliza en el presente documento, con respecto a una proteina, el término "recombinante" significa que
tiene una secuencia de aminoacidos alterada como resultado de la aplicacion de técnicas de ingenieria genética a los
acidos nucleicos que codifican la proteina, y a las células u organismos que expresan la proteina. Con respecto a un
acido nucleico, el término de ingenieria o "recombinante" significa que tiene una secuencia de acido nucleico alterada
como resultado de la aplicacion de técnicas de ingenieria genética. Las técnicas de ingenieria genética incluyen, pero
sin limitacion, PCR y tecnologias de clonacién de ADN; transfeccién, transformacion y otras tecnologias de
transferencia de genes; recombinacion homologa; mutagénesis dirigida al sitio; y fusion de genes. De acuerdo con
esta definicion, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a una proteina de origen natural, pero
producida por clonacion y expresion en un huésped heterdlogo, no se considera recombinante.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "tipo salvaje" se refiere a la secuencia polinucleotidica o
polipeptidica mas comun de origen natural responsable de un fenotipo determinado. Mientras que un alelo o
polipéptido de tipo salvaje puede conferir un fenotipo normal en un organismo, un alelo o polipéptido mutante o variante
puede, en algunos casos, conferir un fenotipo alterado.
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Tal como se usa en el presente documento con respecto a las proteinas recombinantes, el término "modificacion”
significa cualquier insercion, delecién o sustitucion de un resto de aminoacido en la secuencia recombinante con
respecto a una secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje o natural).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "recombinacion homéloga" o "HR" se refiere al proceso
celular natural en el que se repara una rotura de ADN de doble cadena utilizando una secuencia de ADN homologa
como plantilla de reparacion (véase, por ejemplo Cahill et al. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La secuencia de
ADN homéloga puede ser una secuencia cromosomica endégena o un acido nucleico exdgeno que fue suministrado
a la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "union final no homdéloga" o "NHEJ" se refiere al proceso celular
natural en el que se repara una rotura de ADN de doble cadena mediante la union directa de dos segmentos de ADN
no homoélogos (véase, por ejemplo, Cahill et al.

(2006), Front. Biosci. 11:1958-1976).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "reducido" se refiere a cualquier reduccién de los sintomas
o la gravedad de una enfermedad o a cualquier reduccién de la proliferacion o el numero de células cancerosas. En
cualquier caso, dicha reduccion es de hasta el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o hasta
el 100%. En consecuencia, el término "reducido” abarca tanto una reduccion parcial como una reducciéon completa de
un estado de enfermedad.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "aumento" se refiere a cualquier incremento en la activacion,
proliferacion o sefializacion de citoquinas de una célula modificada genéticamente para que comprenda un dominio
coestimulador divulgado en el presente documento, o un fragmento activo o variante del mismo. Tal reduccion puede
ser de hasta un 5 %, un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 95 %,
0 hasta un 100 %, o mas. Se puede utilizar cualquier procedimiento para medir el aumento de la activacion, la
proliferacion o la sefalizacion de citoquinas de una célula. Por ejemplo, el aumento de la activacion y/o de la expresion
de citoquinas puede abarcar un aumento de la expresion de cualquiera de los IFN-y, IL-2, TNF-a o cualquier otra
citoquina que pueda utilizarse para determinar un cambio en la activacion y/o proliferacion celular. En algunas
realizaciones, un aumento de la proliferacion abarca un aumento del nimero de células o de la division celular, e
incluye una expansion de una poblacion celular.

Tal y como se utiliza en el presente documento con respecto a las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos,
los términos "porcentaje de identidad”, "identidad de secuencia”, "porcentaje de similitud”, "similitud de secuencia" y
similares, se refieren a una medida del grado de similitud de dos secuencias basada en un alineamiento de las
secuencias que maximiza la similitud entre residuos de aminoéacidos o nucleétidos alineados, y que es una funcién del
numero de residuos o nucledtidos idénticos o similares, el numero de residuos o nucleétidos totales, y la presencia y
longitud de brechas en el alineamiento de la secuencia. Existen diversos algoritmos y programas informaticos para
determinar la similitud de las secuencias utilizando parametros estandar. Tal como se usa en el presente documento,
la similitud de secuencia se mide usando el programa BLASTp para secuencias de aminoacidos y el programa BLASTn
para secuencias de acido nucleico, ambos estan disponibles a través del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nim.nih.gov/), y se describen en, por ejemplo, Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410 Gish y States
(1993), Nature Genet. 3:266-272 Madden et al. (1996), Meth. Enzymol.266:131-141 Altschul et al. (1997), Nucleic
Acids Res. 25:33 89-3402) Zhang et al. (2000), J. Comput. Biol. 7(1-2):203-14. Tal como se usa en el presente
documento, el porcentaje de similitud de dos secuencias de aminoacidos es la puntuacion basada en los siguientes
parametros para el algoritmo BLASTp: tamafo de palabra=3; penalizacion por apertura de brecha=-11; penalizacién
de extension de brecha=-1; y matriz de puntuacién=BLOSUMG62. Tal como se usa en el presente documento, el
porcentaje de similitud de dos secuencias de acido nucleico es la puntuacién basada en los siguientes parametros
para el algoritmo BLASTn: tamafio de palabra=11; penalizacién por apertura de brecha=-5; penalizacion de extension
de brecha=-2; recompensa de coincidencia = 1; y penalizacion por falta de coincidencia=-3.

Tal como se utiliza en el presente documento con respecto a las modificaciones de dos proteinas o secuencias de
aminoacidos, el término "correspondiente a" se utiliza para indicar que una modificacion especificada en la primera
proteina es una sustitucion del mismo residuo de aminoéacido que en la modificacion en la segunda proteina, y que la
posicion de aminoacidos de la modificacion en las primeras proteinas corresponde o se alinea con la posicion de
aminoacidos de la modificacién en la segunda proteina cuando las dos proteinas se someten a alineaciones de
secuencia estandar (por ejemplo, utilizando el programa BLASTp). Asi, la modificacién del residuo "X" por el
aminoacido "A" en la primera proteina correspondera a la modificacién del residuo "Y" por el aminoacido "A" en la
segunda proteina si los residuos X e Y se corresponden entre si en una alineacion de secuencias, y a pesar del hecho
de que X e Y pueden ser nimeros diferentes.

Los términos "constructo de ADN recombinante”, "constructo recombinante”, "casete de expresion”, "constructo de
expresion”, "constructo quimérico" y "fragmento de ADN recombinante" se utilizan indistintamente en el presente
documento y son fragmentos de acido nucleico. Un constructo recombinante comprende una combinacion artificial o

no natural de moléculas de acido nucleico, incluyendo, sin limitacion, secuencias reguladoras y codificadoras. Aunque
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el constructo recombinante en su totalidad no se encuentra en la naturaleza, partes del constructo pueden encontrarse
en la naturaleza. Por ejemplo, un constructo de ADN recombinante puede comprender secuencias reguladoras y
secuencias codificantes que provienen de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes que
provienen de la misma fuente y se disponen de manera diferente a la encontrada en la naturaleza. Este constructo
puede utilizarse por si mismo o junto con un vector.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "vector" o "vector de ADN recombinante" puede ser un constructo
que incluye un sistema de replicacion y secuencias que son capaces de transcribir y traducir una secuencia
codificadora de polipéptidos en una célula huésped determinada. Si se utiliza un vector, la eleccién del mismo depende
del procedimiento que se utilizara para transformar las células huésped, como es bien sabido por los expertos en la
técnica. Los vectores pueden incluir, sin limitacion, vectores de plasmidos y vectores de AAV recombinantes, o
cualquier otro vector conocido en esa técnica adecuado para administrar un gen que codifica una meganucleasa de
la presente divulgacién a una célula diana. El experto en la técnica conoce bien los elementos genéticos que deben
estar presentes en el vector para poder transformar con éxito, seleccionar y propagar células huésped que
comprenden cualquiera de los nucledtidos aislados o secuencias de acido nucleico de la presente divulgacion.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "vector" también puede referirse a un vector viral. Los vectores
virales pueden incluir, sin limitacion, vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales
adenoasociados (AAV).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "operativamente enlazado" pretende significar un enlace
funcional entre dos o mas elementos. Por ejemplo, un enlace operable entre una secuencia de acido nucleico que
codifica una nucleasa como se divulga en el presente documento y una secuencia reguladora (por ejemplo, un
promotor) es un enlace funcional que permite la expresion de la secuencia de acido nucleico que codifica la nucleasa.
Los elementos enlazados operativamente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se utiliza para referirse a la
union de dos regiones codificantes de proteinas, por operwtivamente enlazado se entiende que las regiones
codificantes estan en el mismo marco de lectura.

Tal y como se utiliza en el presente documento, "transfectado" o "transformado" o "transducido" o "nucleofectado" se
refiere a un proceso por el que se transfiere o introduce acido nucleico exégeno en la célula huésped. Una célula
"transfectada" o "transformada" o "transducida" es aquella que ha sido transfectada, transformada o transducida con
acido nucleico exogeno. La célula incluye la célula primaria del sujeto y su progenie.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "célula T humana" o "célula T" se refiere a una célula T aislada de
un donante humano. Las células T humanas, y las células que provienen de los mismos, incluyen células T aisladas
que no se han pasado en cultivo, células T que han sido pasadas y mantenidas en condiciones de cultivo celular sin
inmortalizacion, y células T que han sido inmortalizadas y se pueden mantener en condiciones de cultivo celular
indefinidamente.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "célula asesina natural humana" o "célula NK humana" o "célula
asesina natural" o "célula NK" se refiere a un tipo de linfocito citotoxico fundamental para el sistema inmunitario innato.
El papel que desempefian las células NK es analogo al de las células T citotoxicas en la respuesta inmunitaria
adaptativa de los vertebrados. Las células NK proporcionan respuestas rapidas a las células infectadas por el virus y
responden a la formacion de tumores, actuando alrededor de 3 dias después de la infeccion. Las células NK humanas
y las células derivadas de las mismas incluyen células NK aisladas que no se han sometido a pases en cultivo, células
NK que se han sometido a pases y se han mantenido en condiciones de cultivo celular sin inmortalizacion, y células
NK que se han inmortalizado y se pueden mantener en condiciones de cultivo celular indefinidamente.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "control" o "célula de control" se refiere a una célula que proporciona
un punto de referencia para medir los cambios en el genotipo o fenotipo de una célula modificada genéticamente. Una
célula de control puede comprender, por ejemplo: (a) una célula de tipo salvaje, es decir, del mismo genotipo como
material de partida para la alteracion genética que dio como resultado la célula genéticamente modificada; (b) una
célula del mismo genotipo que la célula modificada genéticamente pero que se ha transformado con una construccion
nula (es decir, con un constructo que no tiene ningun efecto conocido sobre el rasgo de interés); o, (c) una célula
genéticamente idéntica a la célula modificada genéticamente pero que no esta expuesta a condiciones o estimulos o
modificaciones genéticas adicionales que inducirian la expresion de un genotipo o fenotipo alterado.

El término "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para lograr
resultados bioldgicos y/o clinicos beneficiosos o deseables. La cantidad variara en funciéon de la formulacién o
composicion terapéutica(por ejemplo, célula modificada genéticamente, célula CAR-T, célula CAR-NK), de la
enfermedad y su gravedad, y de la edad, el peso, la condicidn fisica y la capacidad de respuesta del sujeto a tratar.
En realizaciones especificas, una cantidad efectiva de una célula que comprende un dominio coestimulador divulgado
en el presente documento o las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento reduce al menos
un sintoma o la progresion de una enfermedad.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" significa reducir la frecuencia o la
gravedad de al menos un signo o sintoma de una enfermedad o trastorno experimentado por un sujeto.
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Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "cancer" debe entenderse que abarca cualquier enfermedad
neoplasica (sea o no invasiva o metastasica) que se caracteriza por un crecimiento celular anormal. Los canceres
invasivos o metastasicos tienen el potencial de extenderse a otras partes del cuerpo. Los canceres con una division
celular incontrolada pueden causar un crecimiento maligno o tumores, mientras que los canceres con células que se
dividen lentamente pueden causar un crecimiento benigno o tumores.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "carcinoma" se refiere a un crecimiento maligno formado por
células epiteliales.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "leucemia" se refiere a las enfermedades malignas de los
érganos/sistemas hematopoyéticos y se caracteriza generalmente por una proliferacion y desarrollo anormal de los
leucocitos y sus precursores en la sangre y la médula dsea.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "sarcoma" se refiere a un tumor que esta formado por una
sustancia como el tejido conectivo embrionario y que generalmente esta compuesto por células estrechamente
empaquetadas incrustadas en una sustancia fibrilar, heterogénea u homogénea.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "melanoma" se refiere a un tumor que surge del sistema
melanocitico de la piel y otros érganos.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "linfoma" se refiere a un grupo de tumores de células
sanguineas que se desarrollan a partir de linfocitos.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "blastoma" se refiere a un tipo de cancer que esta causado por
neoplasias en células precursoras o blastos (tejido inmaduro o embrionario).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "meganucleasa" se refiere a una endonucleasa que se une
al ADN de doble cadena en una secuencia de reconocimiento que es superior a 12 pares de bases. En algunas
realizaciones, la secuencia de reconocimiento de una meganucleasa de la presente divulgacion es de 22 pares de
bases. Una meganucleasa puede ser una endonucleasa que proviene de |-Crel, y puede referirse a una variante de
ingenieria de I-Crel que se ha modificado en relacion con la I-Crel natural con respecto a, por ejemplo, la especificidad
de union al ADN, la actividad de escision del ADN, la afinidad de unién al ADN o propiedades de dimerizacién. Los
procedimientos para producir tales variantes modificadas de I-Crel son conocidos en la técnica (por ejemplo el
documento WO 2007/047859). Una meganucleasa, tal como se utiliza en el presente documento, se une al ADN de
doble cadena como un heterodimero. Una meganucleasa también puede ser una "meganucleasa de cadena unica"
en la que un par de dominios de unién al ADN se unen en un solo polipéptido utilizando un enlazador peptidico. La
expresion "endonucleasa de anidamiento" es sindénimo del término "meganucleasa". Las meganucleasas de la
presente divulgacion son sustancialmente no toxicas cuando se expresan en células, particularmente en células B
humanas, de tal manera que las células se pueden transfectar y mantener a 37 °C sin observar efectos nocivos sobre
la viabilidad celular o reducciones significativas en la actividad de escision de meganucleasa cuando se mide usando
los procedimientos descritos en el presente documento.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "meganucleasa de cadena unica" se refiere a un polipéptido
que comprende un par de subunidades de nucleasa unidas por un enlazador. Una meganucleasa de cadena unica
tiene la organizacion: Subunidad N-terminal - Enlazador- Subunidad C-terminal. Las dos subunidades de
meganucleasa seran generalmente no idénticas en la secuencia de aminoacidos y reconoceran secuencias de ADN
no idénticas. Asi, las meganucleasas de cadena unica suelen escindir secuencias de reconocimiento
pseudopalindromicas o no palindromicas. Una meganucleasa de cadena sencilla se puede denominar "heterodimero
de cadena sencilla" o "meganucleasa heterodimérica de cadena sencilla" aunque no es, de hecho, dimérica. En aras
de la claridad, a menos que se especifique otra cosa, la expresion "meganucleasa" se puede referir a una
meganucleasa dimérica o monocatenaria.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "enlazador" se refiere a una secuencia peptidica exdgena
utilizada para unir dos subunidades de meganucleasas en un solo polipéptido. Un enlazador puede tener una
secuencia que se encuentra en las proteinas naturales, o puede ser una secuencia artificial que no se encuentra en
ninguna proteina natural. Un enlazador puede ser flexible y carecer de estructura secundaria o puede tener una
propension a formar una estructura tridimensional especifica bajo condiciones fisioldgicas. Un enlazador puede incluir,
sin limitacion, cualquiera de los abarcados por las Patentes de Estados Unidos Nos 8,445,251 y 9,434,931..

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "nucleasa de dedos de zinc" o "ZFN" se refiere a las
proteinas quiméricas que comprenden un dominio de union al ADN de dedos de zinc fusionado a un dominio de
nucleasa de una endonucleasa o exonucleasa, incluyendo, pero sin limitarse a ello, una endonucleasa de restriccion,
una endonucleasa de anidamiento, una nucleasa S1, una nucleasa de judia mungo, una ADNsa | pancreatica, una
nucleasa micrococal y una endonucleasa HO de levadura. Los dominios de nucleasas utiles para el disefio de
nucleasas de dedos de zinc incluyen los de una endonucleasa de restriccion de tipo lls, incluyendo pero sin limitarse
a la enzima de restriccion Fokl, FoM, Stsl. Otras endonucleasas de restriccion de tipo |l se describen en la Publicacion
Internacional No WO 2007/014275. La estructura de un dominio de dedo de zinc se estabiliza mediante la coordinacion
de un ion de zinc. Las proteinas de unién al ADN que comprenden uno o mas dominios de dedos de zinc se unen al

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2925644 T3

ADN de forma especifica a la secuencia. El dominio del dedo de zinc se puede redisefiar a través de medios racionales
0 experimentales para producir una proteina que se une a una secuencia de ADN predeterminada de ~18 pares de
bases de longitud. Véase, por ejemplo, La Pat. de los EE.UU. N° 5.789.538, 5.925.523, 6.007.988, 6.013.453,
6.200.759 y la publicacion internacional num WO 95/19431, WO 96/06166, WO 98/53057, WO 98/54311, WO
00/27878, WO 01/60970, WO 01/88197 y WO 02/099084. Al fusionar este dominio proteico de ingenieria con la
nucleasa Fokl, es posible dirigir las roturas de ADN con especificidad a nivel del genoma. La seleccién de los sitios
objetivo, las proteinas de dedos de zinc y los procedimientos para el disefio y la construccion de nucleasas de dedos
de zinc son conocidos por los expertos en la materia y se describen en detalle en Publicaciones de EE.UU. n°
20030232410, 20050208489, 2005064474, 20050026157, 20060188987 y la Publicaciéon Internacional No WO
07/014275.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TALEN" se refiere a una endonucleasa que comprende un
dominio de unién al ADN que comprende una pluralidad de repeticiones del dominio TAL fusionado a un dominio de
nucleasa o a una porcion activa del mismo de una endonucleasa o exonucleasa, incluyendo, pero sin limitarse a, una
endonucleasa de restriccion, una endonucleasa de anidamiento, una nucleasa S1, una nucleasa de judia mungo, una
DNAse | pancreatica, una nucleasa micrococal y una endonucleasa HO de levadura. Véase, por ejemplo, Christian et
al. (2010) Genetics 186:757-761.

Los dominios de nucleasas utiles para el disefio de TALENSs incluyen los de una endonucleasa de restriccion de tipo
lls, incluyendo pero no limitandose a Fokl, FoM, Stsl, Hhal, Hindlll, Nod, BbvCl, EcoRI, Bgll y Alwl. Otras
endonucleasas de restriccion de tipo Il se describen en la Publicacion Internacional No WO 2007/014275. En algunas
realizaciones, el dominio nucleasa del TALEN es un dominio nucleasa Fokl o una porcién activa del mismo. Las
repeticiones del dominio TAL pueden derivarse de la familia de proteinas TALE (efector similar al activador de la
transcripcion) utilizadas en el proceso de infeccion por patdgenos vegetales del género Xanthomonas . Las
repeticiones del dominio TAL son secuencias de 33-34 aminoacidos con los aminoacidos 12 y 13 divergentes. Estas
dos posiciones, denominadas dipéptido variable repetido (RVD), son muy variables y muestran una fuerte correlacion
con el reconocimiento de nucleétidos especificos. Cada par de bases de la secuencia diana de ADN es contactado
por una sola repeticion de TAL, con la especificidad resultante de la RVD. En algunas realizaciones, el TALEN
comprende 16-22 repeticiones de dominio TAL. Las escisiones del ADN por un TALEN requiere dos regiones de
reconocimiento del ADN que flanquean una region central inespecifica (es decir , el "espaciador"). El término
"espaciador" en referencia a un TALEN se refiere a la secuencia de acido nucleico que separa las dos secuencias de
acido nucleico reconocidas y unidas por cada mondmero que constituye un TALEN. Las repeticiones del dominio TAL
pueden ser secuencias nativas de una proteina TALE de origen natural o pueden ser redisefiadas por medios
racionales o experimentales para producir una proteina que se una a una secuencia de ADN predeterminada (véase,
por ejemplo, Boch et al. (2009), Science 326(5959): 1509-1512 y Moscou y Bogdanove (2009) Science 326(5959):
1501). Véase también, la publicacion estadounidense n°® 20110145940 y la Publicacion Internacional No WO
2010/079430 para los procedimientos de ingenieria de un TALEN para reconocer una secuencia especifica y ejemplos
de RVDs y sus correspondientes nucleétidos objetivo. En algunas realizaciones, cada mondmero de la nucleasa (por
ejemplo, Fokl) puede fusionarse con una secuencia efectora TAL que reconoce una secuencia de ADN diferente, y
s6lo cuando los dos sitios de reconocimiento estan cerca, los mondmeros inactivos se unen para crear una enzima
funcional.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TALEN compacta" se refiere a una endonucleasa que
comprende un dominio de union al ADN con una o mas repeticiones del dominio TAL fusionadas en cualquier
orientacion a cualquier porcion de la endonucleasa de localizacion I-Tevl o a cualquiera de las endonucleasas
enumeradas en la Tabla 2 de la Solicitud de EE.UU. n° 20130117869, incluyendo, pero no limitada a, Mmel, EndA,
End1, I-Basl, I-Tevll, I-Tevlll, I-Twol, Mspl, Mval, NucA y NucM. Los TALEN compactos no requieren dimerizacion
para la actividad de procesamiento del ADN, lo que alivia la necesidad de sitios objetivo dobles con espaciadores de
ADN intervinientes. En algunas realizaciones, el TALEN compacto comprende entre 16 y 22 repeticiones de dominio
TAL.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "CRISPR" se refiere a una endonucleasa con base en la
caspasa que comprende una caspasa, tal como Cas9, y un ARN guia que dirige la escisién del ADN de la caspasa al
hibridarse con un sitio de reconocimiento en el ADN gendmico. El componente caspasa de una CRISPR es una
endonucleasa de ADN guiada por ARN. En ciertas realizaciones, la caspasa es una enzima Cas de clase Il. En algunas
de estas realizaciones, la caspasa es una enzima de clase ll, tipo Il, como Cas9. En otras realizaciones, la caspasa
es una enzima de clase Il, tipo V, como la Cpf1. EI ARN guia comprende una repeticion directa y una secuencia guia
(a menudo denominada espaciador en el contexto de un sistema CRISPR enddgeno), que es complementaria al sitio
de reconocimiento de la diana. En ciertas realizaciones, el CRISPR comprende ademas un tracrRNA (ARN trans-
activador CRISPR) que es complementario (total o parcialmente) a una secuencia de repeticion directa (a veces
denominada secuencia tracr-mate) presente en el ARN guia. En particular, la caspasa puede estar mutada con
respecto a una enzima correspondiente de tipo salvaje, de manera que la enzima carece de la capacidad de escindir
una cadena de un polinucleétido diana, funcionando como una nicasa, escindiendo sélo una cadena del ADN diana.
Ejemplos no limitantes de enzimas caspasas que funcionan como nicasas incluyen las enzimas Cas9 con una
mutacion D10A dentro del dominio catalitico RuvC I, o con una mutacién H840A, N854A o N863A.
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Tal como se usa en el presente documento, el término "megaTAL" se refiere a una nucleasa de cadena sencilla que
comprende un dominio de union al ADN efector de tipo activador de la transcripcion (TALE) con una endonucleasa de
anidamiento, especifica de secuencia, de ingenieria.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "secuencia de reconocimiento" se refiere a una secuencia
de ADN que esta unida y escindida por una endonucleasa. En el caso de una meganucleasa, una secuencia de
reconocimiento comprende un par de "medios sitios" invertidos de 9 pares de bases que estan separados por cuatro
pares de bases. En el caso de una meganucleasa de cadena sencilla, el dominio N-terminal de la proteina contacta
con un primer semisitio y el dominio C-terminal de la proteina contacta con un segundo semisitio. La escisién por una
meganucleasa produce cuatro "salientes" de pares de bases en 3'. Los "salientes" o "extremos adhesivos" son
segmentos cortos de ADN monocatenarios de cadena sencilla que se pueden producir mediante la escision por
endonucleasa de una secuencia de ADN bicatenario. En el caso de meganucleasas y meganucleasas de cadena
sencilla derivadas de |-Crel, el saliente comprende las bases 10-13 de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de
bases. En el caso de un TALEN compacto, la secuencia de reconocimiento comprende una primera secuencia
CNNNGN que es reconocida por el dominio I-Tevl, seguido de un espaciador no especifico de 4-16 pares de bases
de longitud, seguido de una segunda secuencia de 16-22 pb de longitud que es reconocida por el dominio efector TAL
(esta secuencia tipicamente tiene una base de T en 5'). La escision por un TALEN compacto produce dos salientes
de pares de bases en 3'. En el caso de una CRISPR, la secuencia de reconocimiento es la secuencia, tipicamente de
16-24 pares de bases, a la que el ARN guia se une a la escisién directa de Cas9. La complementariedad total entre la
secuencia guia y la secuencia de reconocimiento no es necesariamente necesaria para efectuar la escision. La
escision por una CRISPR puede producir extremos romos (como por una caspasa de clase I, tipo Il) o extremos
sobresalientes (como por una caspasa de clase l, tipo V), dependiendo de la caspasa. En aquellas realizaciones en
las que se utiliza una caspasa Cpfl, la escision por el complejo CRISPR que comprende la misma dara lugar a salientes
de 5' y, en ciertas realizaciones, a salientes de 5 nucledtidos. Cada enzima caspasa también requiere el
reconocimiento de una secuencia PAM (motivo adyacente al protoespaciador) que esté cerca de la secuencia de
reconocimiento complementaria al ARN guia. La secuencia precisa, los requisitos de longitud de la PAM y la distancia
a la secuencia diana difieren segun la enzima caspasa, pero las PAM suelen ser secuencias de 2 a 5 pares de bases
adyacentes a la secuencia diana/de reconocimiento. Las secuencias PAM para determinadas enzimas caspasas son
conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, la patente estadounidense n°® 8.697.359 y Publicacion estadounidense n°®
20160208243) y las secuencias PAM para enzimas caspasas nuevas o modificadas pueden identificarse utilizando
procedimientos conocidos en la técnica, como un ensayo de agotamiento de PAM (véase, por ejemplo, Karvelis et al.
(2017) Methods 121-122 3-8.)

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "sitio diana" o "secuencia diana" se refiere a una region del
ADN cromosoémico de una célula que comprende una secuencia de reconocimiento para una nucleasa.

Tal y como se utiliza en el presente documento, los términos "gen del receptor de células T alfa" o "gen del TCR alfa"
son intercambiables y se refieren al locus de una célula T que codifica la subunidad del receptor de células T alfa. El
receptor de células T alfa puede referirse al nimero de identificacion del gen 6955 del NCBI, antes o después del
reordenamiento. Tras el reordenamiento, el gen del receptor de células T alfa comprende un promotor enddgeno,
segmentos V y J reordenados, un sitio donante de empalme enddgeno, un intrén, un sitio aceptor de empalme
endogeno y el locus de la region constante del receptor de células T alfa, que comprende los exones codificantes de
la subunidad.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "gen de la region constante del receptor de células T alfa" se
refiere a la secuencia de codificacion del gen del receptor de células T alfa. El gen de la regién constante del receptor
de células T alfa incluye la secuencia de tipo salvaje, y sus variantes funcionales, identificadas por el NCBI Gen ID
NO. 28755.

Tal como se utiliza en el presente documento, la indicacion de un intervalo numérico para una variable pretende
transmitir que la presente divulgacion puede practicarse con la variable igual a cualquiera de los valores dentro de ese
intervalo. Asi, para una variable que es intrinsecamente discreta, la variable puede ser igual a cualquier valor entero
dentro del intervalo numeérico, incluyendo los puntos finales del intervalo. Del mismo modo, para una variable que es
intrinsecamente continua, la variable puede ser igual a cualquier valor real dentro del intervalo numeérico, incluyendo
los puntos finales del intervalo. A modo de ejemplo, y sin limitacion, una variable que se describe con valores entre 0
y 2 puede tomar los valores 0, 1 o0 2 si la variable es intrinsecamente discreta, y puede tomar los valores 0,0, 0,1, 0,01,
0,001, o cualquier otro valor real 20 y =2 si la variable es intrinsecamente continua.

2.1 Principio de la invencion

La invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion se basa, en parte, en el descubrimiento de que los dominios coestimuladores de ingenieria
pueden demostrar una actividad equivalente o superior en comparacion con los dominios coestimuladores
convencionales. En ejemplos especificos, los dominios coestimuladores aqui divulgados tienen una actividad
coestimuladora equivalente o superior en términos de proliferacion celular tras la activacién inducida por antigenos y/o
la secrecion de citoquinas. En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de acido nucleico que comprende
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una secuencia de acido nucleico que codifica uno de los dominios coestimuladores divulgados en el presente
documento. En algunas realizaciones, el dominio coestimulador se expresa en una célula modificada genéticamente
como parte de un contructo tal como, por ejemplo, un receptor de antigeno quimérico o un constructo regulador
inducible. En consecuencia, se proporcionan células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores aqui
divulgados, asi como procedimientos para fabricar células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores.
Ademas, se divulgan en el presente documento células modificadas genéticamente que comprenden un dominio
coestimulador divulgado en el presente documento para su uso en la reduccion de los sintomas o la gravedad de una
enfermedad. En algunas realizaciones, la administracion de células modificadas genéticamente que comprenden los
dominios coestimuladores divulgados en el presente documento reduce los sintomas o la gravedad de las
enfermedades, como los canceres, los trastornos autoinmunes y otras afecciones que pueden ser objeto de las células
modificadas genéticamente de la presente divulgacion. También se divulgan en el presente documento composiciones
farmacéuticas que comprenden una célula genéticamente modificada divulgada en el presente documento y un
portador farmacéuticamente aceptable para su uso en procedimientos de inmunoterapia para tratar el cancer en un
sujeto que lo necesite.

2.2 Moléculas de acido nucleico que codifican dominios coestimuladores

Se proporcionan aqui moléculas de acido nucleico que codifican novedosos dominios coestimuladores y variantes de
los mismos que tienen actividad coestimuladora (es decir, variantes activas). La actividad coestimuladora de un
dominio individual puede determinarse utilizando cualquier procedimiento conocido en la técnica que mida la
activacion, la proliferacion y la secrecion de citoquinas de las células, como las células inmunitarias. Un ejemplo de
este procedimiento es el divulgado en Linsley et al., Journal of Experimental Medicine 176 (1992), 1595-604. Otros
ejemplos incluyen los procedimientos aqui descritos para medir la proliferacion celular y la secrecion de citoquinas.

En consecuencia, se proporcionan moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de acido nucleico que
codifican los dominios coestimuladores establecidos en las SEQ ID NO: 5-8 y sus variantes activas. En concreto, la
secuencia de acido nucleico establecida en la SEQ ID NO: 1 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 5,
denominado en el presente documento dominio de Novell. La secuencia de acido nucleico establecida en la SEQ ID
NO: 2 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 6, denominado en el presente documento dominio Novel3. La
secuencia de acido nucleico establecida en la SEQ ID NO: 3 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 7,
denominado en el presente documento dominio Novel5. La secuencia de acido nucleico establecida en la SEQ ID NO:
4 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 8, denominado en el presente documento dominio Novel6.

También se proporcionan en el presente documento variantes activas de las secuencias de acido nucleico que
codifican los dominios coestimuladores divulgados en el presente documento, en las que las secuencias de acido
nucleico variantes codifican un dominio que tiene actividad coestimuladora. Ademas, se proporcionan variantes de los
dominios coestimuladores divulgados aqui que conservan la actividad coestimuladora. Tal como se usa en el presente
documento, "variantes" pretende significar secuencias sustancialmente similares. Se pretende que una "variante" de
polipéptido signifique un polipéptido que proviene del polipéptido "natural" mediante delecion o adicion de uno o mas
aminoacidos en uno o mas sitios internos en la proteina natural y/o sustitucion de uno o0 mas aminoacidos en uno o
mas sitios en el polipéptido natural. Asimismo, un polinucleétido "variante" es un polinucleétido derivado del
polinucleétido "nativo" por delecién y/o adicion de uno o mas acidos nucleicos en uno o mas sitios de la secuencia de
nucledtidos nativa. Tal como se usa en el presente documento, un polinucleétido o polipéptido "natural" comprende
una secuencia original a partir de la cual se obtienen las variantes. Las secuencias parentales de acido nucleico de
los polinucleétidos variantes que codifican los dominios coestimuladores pueden incluir las SEQ ID NO: 1-4. Asimismo,
las secuencias polipeptidicas parentales de los polipéptidos variantes que codifican los novedosos dominios
coestimuladores pueden incluir las SEQ ID NOs: 5-8.

0094] Los polipéptidos varfiantes abarcados por las divulgaciones son biolégicamente activos. Es decir, siguen
poseyendo la actividad biolégica deseada de la proteina nativa; es decir, /a actividad coestimuladora. Dichas variantes
pueden, por ejemplo, ser resultado de la manipulacién humana. Variantes biolégicamente activas de un dominio
coestimulador nativo de la divulgacién (por ejemplo, SEQ ID NOs: 5-8), o variantes de las secuencias de acido nucleico
nativas (por ejemplo, SEQ ID NOs: 1-4) que codifica los dominios coestimuladores descritos en este documento,
tendran al menos aproximadamente 40 %, aproximadamente 45 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente
80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente
97 %, aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 %, de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
del polipéptido nativo o la secuencia de acido nucleico del polinucleétido nativo, segun lo determinado por los
programas de alineamiento de secuencias y los parametros descritos en otra parte del presente documento. Una
variante biolégicamente activa de un dominio coestimulador de la divulgacion puede diferir de ese dominio
coestimulador polipéptido en tan pocos como aproximadamente 1-20 residuos de aminoacidos, tan pocos como
aproximadamente 1-10, tan pocos como aproximadamente 1-5, tan pocos como aproximadamente 4, tan pocos como
4, 3, 2, oiincluso 1 residuo de aminoacido.

Los polipéptidos de las realizaciones se pueden alterar de diversas maneras, incluyendo sustituciones, eliminaciones,
truncamientos e inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para tales manipulaciones son generalmente
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conocidos en la técnica. Por ejemplo, las variantes de la secuencia de aminoacidos se pueden preparar mediante
mutaciones en el ADN. Los procedimientos para mutagénesis y alteraciones de polinucleétidos son bien conocidos en
la técnica. Véase, por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 Kunkel et al. (1987) Methods in
Enzymol. 154:367-382 Pat. de EE.UU. No. 4,873,192 Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology
(MacMillan Publishing Company, Nueva York) y las referencias alli citadas. Se pueden encontrar directrices sobre las
sustituciones de aminoacidos apropiadas que no afectan a la actividad bioldgica de la proteina de interés en el modelo
de Dayhoff et al. (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.). Las
sustituciones conservadoras, tales como el cambio de un aminoacido por otro con propiedades similares, pueden ser
optimas.

Dependiendo del contexto, "fragmento” se refiere a una porcion de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o
proteina, o polinucledtido que codifica una porcién de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o proteina. Los
fragmentos pueden conservar la actividad de la proteina original y, por lo tanto, dichos fragmentos "activos" incluyen,
por ejemplo, fragmentos de dominio coestimulador, como un fragmento de cualquiera de las SEQ ID NO: 5-8 que
conserva la actividad coestimuladora. Un fragmento de una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio
coestimulador, como un fragmento de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-4 puede codificar un fragmento de proteina
que es bioldgicamente activo. Se puede preparar un fragmento de nucleétido biolégicamente activo aislando una
porcion de una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador, expresando la porcién codificada
del dominio coestimulador y evaluando la actividad de la porcion codificada del dominio coestimulador. Los fragmentos
de dominios coestimuladores incluyen fragmentos de las SEQ ID NOS: 5-8. Los fragmentos de dominios
coestimuladores comprenden al menos aproximadamente 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 0 42 aminoacidos.

Las variantes o fragmentos de los dominios coestimuladores divulgados en el presente documento pueden
comprender al menos un motivo de union al Factor Asociado al TNFR (TRAF), referido en el presente documento
como motivos TRAF. Los ejemplos de motivos TRAF proporcionados en el presente documento incluyen, pero no se
limitan a, QMED (SEQ ID NO:9), QEED (SEQ ID NO:10) y EEEG (SEQ ID NO:11). Por ejemplo, las variantes o
fragmentos activos de los dominios coestimuladores aqui divulgados pueden comprender la SEQ ID NO: 9 y las SEQ
ID NO: 10y 11.

Los dominios coestimuladores o variantes o fragmentos de los mismos pueden comprender dos motivos TRAF
separados por una region espaciadora. Como se utiliza en el presente documento, el término "regién espaciadora” se
refiere a la region entre dos motivos TRAF predichos de un dominio coestimulador. La region espaciadora puede
comprender una de las siguientes secuencias de aminoacidos: ASSCRCPQ SEQ ID NO: 12), ASSCRFPE (SEQ ID
NO: 13), ASSCRFPQ (SEQ ID NO: 14), y ASSCRAPS (SEQ ID NO: 15). En variantes especificas de dominios
coestimuladores activos, la region espaciadora de SEQ ID NO: 12 se encuentra entre los motivos de union a TRAF de
SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 11. En otras variantes activas de dominios coestimuladores, la region espaciadora de
SEQ ID NO: 13 se encuentra entre los motivos de unidon a TRAF de SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11. En algunas
variantes activas de dominios coestimuladores, la region espaciadora de SEQ ID NO: 14 se encuentra entre los
motivos de union a TRAF de SEQ ID NO: 10y SEQ ID NO: 11. En otras variantes activas de dominios coestimuladores,
la region espaciadora de SEQ ID NO: 15 se encuentra entre los motivos de unién a TRAF de SEQ ID NO: 10 y SEQ
ID NO: 11. Alternativamente, la region espaciadora podria ser cualquier secuencia que mantenga la actividad
coestimuladora del dominio variante.

En ciertas realizaciones, se proporcionan casetes de expresion o constructos de expresion para la expresion de al
menos un dominio coestimulador divulgado aqui, o una variante activa del mismo, en una célula. En algunas
realizaciones, el casete incluye secuencias reguladoras 5' y 3' enlazadas operativamente a una molécula de acido
nucleico proporcionada en el presente documento que codifica un novedoso dominio coestimulador, o una variante
activa del mismo. Se entiende por "operativamente enlazado" un enlace funcional entre dos o mas elementos. Por
ejemplo, un enlace operable entre una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador como se
divulga en el presente documento y una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor) es un enlace funcional que
permite la expresion de la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador. Los elementos
enlazados operativamente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se utiliza para referirse a la uniéon de dos
regiones codificantes de proteinas, por operwtivamente enlazado se entiende que las regiones codificantes estan en
el mismo marco de lectura.

En algunas realizaciones, el casete comprende ademas al menos un gen adicional para ser co-transformado en una
célula. En otras realizaciones, el o los genes adicionales se proporcionan en mdltiples casetes de expresion. En
algunas realizaciones, dicho casete de expresion esta provisto de una pluralidad de sitios de restriccion y/o sitios de
recombinacion para la insercion de un polinucleétido recombinante que estara bajo la regulacion transcripcional de las
regiones reguladoras. En algunas realizaciones, el casete de expresion contiene ademas genes marcadores
seleccionables.

En algunas realizaciones, el casete de expresién incluye en la direccién 5'-3' de la transcripcion, una region de
iniciacién transcripcional y traslacional ( es decir, un promotor), una secuencia de acido nucleico que codifica un
dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se divulga en el presente documento, y una region de
terminacion transcripcional y traslacional ( es decir, una region de terminacion) funcional en las células modificadas
genéticamente de la presente divulgaciéon. Las regiones reguladoras (es decir, los promotores, las regiones
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reguladoras de la transcripcion y las regiones de terminacion de la traduccién) y/o una molécula de acido nucleico
proporcionada en el presente documento pueden ser nativas/analogas a la célula huésped o entre si. Alternativamente,
las regiones reguladoras y/o una molécula de acido nucleico proporcionadas en el presente documento pueden ser
heterdlogas a la célula huésped o entre si. Tal y como se utiliza en el presente documento, "heterdloga" en referencia
a una secuencia es una secuencia que se origina en una especie extranjera o, si es de la misma especie, esta
sustancialmente modificada de su forma nativa en composicion y/o locus gendmico por la intervencion humana
deliberada. Por ejemplo, un promotor enlazado operativamente a una molécula de acido nucleico heteréloga es de
una especie diferente a la especie de la que se derivé la molécula de acido nucleico, o, si es de la misma especie o
de una especie analoga, uno 0 ambos estan sustancialmente modificados con respecto a su forma original y/o locus
gendémico, o el promotor no es el promotor nativo de la molécula de &cido nucleico enlazada operativamente.
Alternativamente, las regiones reguladoras y/o una molécula de acido nucleico proporcionadas en el presente
documento pueden ser totalmente sintéticas.

La region de terminacion puede ser nativa con la regién de iniciacién transcripcional, puede ser nativa con la molécula
de acido nucleico enlazada operativamente, puede ser nativa con el huésped celular, o puede derivarse de otra fuente
(es decir, ajena o heterdloga) al promotor, la molécula de acido nucleico, el huésped celular, o cualquier combinacién
de los mismos. Al preparar el casete de expresion, los diversos fragmentos de ADN pueden ser manipulados, de
manera que las secuencias de ADN estén en la orientacion adecuada. Con este fin, se pueden emplear adaptadores
o enlazadores para unir los fragmentos de ADN o se pueden realizar otras manipulaciones para proporcionar sitios de
restriccion convenientes, eliminar el ADN superfluo, eliminar los sitios de restriccion o similares. Para ello, pueden
intervenir la mutagénesis in vitro , la reparacion de cebadores, la restriccién, el recocido, las resustituciones, por
ejemplo, las transiciones y las transversiones.

En algunas realizaciones, se utilizan varios promotores en los casetes de expresion aqui proporcionados. Un ejemplo
de promotor adecuado es la secuencia promotora temprana inmediata del citomegalovirus (CMV). Esta secuencia
promotora es una secuencia promotora constitutiva fuerte, capaz de impulsar altos niveles de expresién de cualquier
secuencia polinucleotidica unida operativamente a ella. Otro ejemplo de promotor adecuado es el factor de crecimiento
de elongacién-1a (EF-1a). Sin embargo, también pueden utilizarse otras secuencias promotoras constitutivas, como,
por ejemplo, el promotor temprano del virus simio 40 (SV40), el virus del tumor mamario del ratén (MMTYV), el promotor
de la repeticién terminal larga (LTR) del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el promotor del MoMuLV un
promotor del virus de la leucemia aviar, un promotor temprano inmediato del virus de Epstein-Barr, un promotor del
virus del sarcoma de Rous, asi como promotores de genes humanos como, por ejemplo, el promotor de la actina, el
promotor de la miosina, el promotor de la hemoglobina y el promotor de la creatina quinasa. Ademas, la presente
divulgacion no debe limitarse al uso de promotores constitutivos. Los promotores inducibles también se contemplan
como parte de la presente divulgacion. El uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de
activar la expresion de la secuencia polinucleotidica a la que esta enlazado operativamente cuando se desea dicha
expresion, o de desactivar la expresion cuando no se desea. Los ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero no
se limitan a un promotor de metalotioneina, un promotor de glucocorticoides, un promotor de progesterona y un
promotor de tetraciclina. También se contemplan promotores sintéticos como parte de la presente divulgacién, por
ejemplo, el promotor JeT (véase, WO/2002/012514).

En algunas realizaciones, los promotores se seleccionan en funcion del resultado deseado. Se reconoce que las
diferentes aplicaciones pueden ser mejoradas por el uso de diferentes promotores en los casetes de expresion para
modular el tiempo, la ubicacion y/o el nivel de expresion de los polinucledtidos aqui divulgados. Tales constructos de
expresion también pueden contener, si se desea, una region reguladora del promotor (por ejemplo, una que confiera
una expresion inducible, constitutiva, regulada por el entorno o el desarrollo, o especifica/selectiva de la célula o el
tejido), un sitio de inicio de la transcripcién, un sitio de union al ribosoma, una sefial de procesamiento del ARN, un
sitio de terminacion de la transcripcion, y/o una sefal de poliadenilacion.

Para evaluar la expresion de un dominio coestimulador o de un polipéptido CAR que comprenda un dominio
coestimulador, el casete de expresion puede contener también un gen marcador seleccionable o un gen informador,
0 ambos, para facilitar la identificacion y seleccion de las células expresantes de la poblacién de células que se
pretende transfectar o infectar mediante vectores virales. En otros aspectos, el marcador seleccionable puede llevarse
en un fragmento separado de ADN vy utilizarse en un procedimiento de cotransfeccion. Tanto los marcadores
seleccionables como los genes informadores pueden estar flanqueados por secuencias reguladoras adecuadas para
permitir la expresion en las células huésped. Los marcadores seleccionables utiles incluyen, por ejemplo, genes de
resistencia a los antibiéticos y genes marcadores fluorescentes.

Se proporcionan casetes de expresion que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican CARs que incluyen
al menos un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, divulgada en el presente documento. Tal y como
se utiliza en el presente documento, un "casete de expresion de CAR" se refiere a un casete de expresion que
comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica un CAR. Un casete de expresion de CAR puede
codificar un CAR sin un dominio coestimulador. Un casete de expresién de CAR también puede codificar un CAR que
comprenda un dominio coestimulador tal como se divulga en el presente documento, o puede codificar un CAR que
comprenda un dominio coestimulador que no se divulga en el presente documento. Por ejemplo, un casete de
expresion puede comprender una o mas secuencias que codifican un dominio de union al ligando extracelular y un
dominio estimulador intracelular que comprende un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se
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divulga en el presente documento. El dominio de unidn al ligando extracelular puede ser especifico para un antigeno
de una célula cancerosa, como, por ejemplo, un antigeno especifico del linfoma de células B.

El casete de expresion puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD 19, el dominio coestimulador de
Novell (SEQ ID NO: 5), o una variante activa del mismo, y un dominio de sefalizacion CD3(. El casete de expresion
puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD19, el dominio coestimulador Novel3 (SEQ ID NO: 6), o una
variante activa del mismo, y un dominio de sefalizacién CD3(. El casete de expresion puede codificar un CAR que
comprende un scFv anti-CD19, el dominio coestimulador Novel5 (SEQ ID NO: 7), o una variante activa del mismo, y
un dominio de sefializacion CD3C. El casete de expresion puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD19,
el dominio coestimulador Novel6 (SEQ ID NO: 8), o una variante activa del mismo, y un dominio de sefializacién CD3C.
Se contempla que estos casetes de expresion pueden ser disefiados para tener especificidad para cualquier antigeno
o0 molécula especifica de la enfermedad.

También se proporcionan casetes de expresion que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican un
constructo regulador inducible que incluye al menos un dominio coestimulador divulgado en el presente documento, o
una variante activa del mismo. Tal como se utiliza en el presente documento, un "casete de expresion reguladora” se
refiere a un casete de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un constructo regulador
inducible. Un casete de expresion puede ser tanto un casete de expresién CAR como un casete de expresion
regulador. Un unico casete de expresion puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifique un CAR que
no comprenda un dominio coestimulador de cualquiera de las SEQ ID NO: 5-8, o fragmentos activos o variantes de
las mismas, y una secuencia de nucleétidos que codifica un constructo regulador inducible como se describe en el
presente documento.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los casetes de expresion comprenden secuencias que codifican un dominio de
uniéon y al menos un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se divulga en el presente
documento, en el que una pequefa molécula, anticuerpo u otra molécula se une al dominio de unioén para inducir la
dimerizacion de dos constructos reguladores inducibles. En algunas realizaciones, dicha dimerizacion inicia la sefal
coestimuladora a la célula para promover la proliferacién, la supervivencia y/o la secrecion de citoquinas. En algunas
realizaciones, en las que el dominio de unién puede unir una pequefia molécula, el dominio de unién comprende un
analogo de FKBP12 (por ejemplo, que comprende una sustitucion F36V) y la pequefia molécula es rimiducid (es decir,
AP1903). En la presente divulgacion se contempla cualquier dominio de union conocido en la técnica que sea util en
dichos constructos reguladoras inducibles, como los interruptores de seguridad de células CAR-T y similares.

El casete de expresion puede codificar un constructo regulador inducible que comprende un dominio de unién y el
dominio coestimulador de Novell (SEQ ID NO: 5), o una variante activa del mismo. El casete de expresion puede
codificar un constructo regulador inducible que comprende un dominio de unién y el dominio coestimulador Novel13
(SEQ ID NO: 6), o una variante activa del mismo. El casete de expresién puede codificar un constructo regulador
inducible que comprende un dominio de unién y el dominio coestimulador Novel5 (SEQ ID NO: 7), o una variante
activa del mismo. El casete de expresion puede codificar un constructo regulador inducible que comprende un dominio
de unién y el dominio coestimulador Novel6 (SEQ ID NO: 8), o una variante activa del mismo.

También se proporcionan aqui vectores que comprenden las moléculas de acido nucleico que codifican los novedosos
dominios coestimuladores de la presente divulgacion. En algunas realizaciones, los vectores comprenden una
molécula de acido nucleico que codifica los novedosos dominios coestimuladores o un casete de expresion como se
divulga en el presente documento. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos que codifican los dominios
coestimuladores aqui divulgados se clonan en varios tipos de vectores. Por ejemplo, en algunas realizaciones el acido
nucleico se clona en un vector que incluye, entre otros, un plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal
y un cosmido. Los vectores de especial interés son los de expresion, los vectores de replicacion, los vectores de
generacion de sondas y los vectores de secuenciacion.

En realizaciones especificas, las moléculas de acido nucleico que codifican un dominio coestimulante se proporcionan
en vectores virales, tales como vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales
adenoasociados (AAV). La tecnologia de vectores virales es bien conocida en la técnica y se describe, por ejemplo,
en Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en
otros manuales de virologia y biologia molecular. Los virus utiles como vectores incluyen, entre otros, los retrovirus,
los adenovirus, los virus adenoasociados, los virus del herpes y los lentivirus. En general, un vector adecuado contiene
un origen de replicacion funcional en al menos un organismo, una secuencia promotora, sitios de endonucleasas de
restriccién convenientes, y uno 0 mas marcadores seleccionables, (por ejemplo, WO 01/96584 WO 01/29058y U.S.
Pat. N° 6.326.193).

2.3 Receptores quiméricos de antigenos (CAR) y constructos reguladores inducibles

En el presente documento se proporcionan células modificadas genéticamente que expresan un receptor de antigeno
quimérico (CAR) de superficie celular. Generalmente, un CAR de la presente divulgacion comprendera al menos un
dominio extracelular y un dominio intracelular. En algunas realizaciones, el dominio extracelular comprende un
elemento de union especifico de la diana, también denominado dominio o fraccién de union al ligando. En algunas
realizaciones, el dominio intracelular, o dominio citoplasmatico, comprende al menos un dominio coestimulador, o una
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variante activa del mismo, como se divulga en el presente documento, y uno o mas dominios de sefializacion como,
por ejemplo, CD3 . Por ejemplo, los CAR divulgados en el presente documento pueden comprender un dominio
intracelular que comprenda al menos un dominio coestimulador, como los proporcionados en las SEQ ID NO: 5-8, o
una variante activa del mismo. Los CARs divulgados en el presente documento pueden comprender al menos dos
dominios coestimuladores, en los que al menos uno de los dominios coestimuladores se establece en las SEQ ID
NOs: 5-8, o un fragmento activo o una variante divulgada en el presente documento.

En algunas realizaciones, un CAR de la presente divulgacion comprende un elemento de unién extracelular, especifico
de la diana, denominado de otro modo como dominio o fraccion de unién al ligando. La eleccion del dominio de union
al ligando depende del tipo y numero de ligandos que definen la superficie de una célula objetivo. Por ejemplo, el
dominio de unién al ligando puede elegirse para reconocer un ligando que actue como marcador de la superficie celular
en las células diana asociadas a un estado de enfermedad concreto. Por lo tanto, los ejemplos de marcadores de
superficie celular que pueden actuar como ligandos para el dominio de unién a ligando en el CAR de la presente
divulgacion pueden incluir aquellos asociados con infecciones virales, bacterianas y parasitarias, enfermedades
autoinmunes y células cancerosas. En algunas realizaciones, el CAR de la presente divulgacion se disefia para
dirigirse a un antigeno tumoral de interés mediante la ingenieria de una fraccion de unién al ligando deseada que se
une especificamente a un antigeno en una célula tumoral. En el contexto de la presente divulgacion, "antigeno tumoral"
se refiere a antigenos comunes a trastornos hiperproliferativos especificos como el cancer.

En algunas realizaciones, e dominio de union al ligando extracelular es especifico para cualquier antigeno o epitopo
de interés. Como ejemplos no limitativos, en algunas realizaciones el antigeno de la diana es un antigeno de superficie
asociado a un tumor, como ErbB2 (HER2/neu), antigeno carcinoembrionario (CEA), molécula de adhesion de células
epiteliales (EpCAM), receptor del factor de crecimiento epidérmico ( EGFR), variante Ill de EGFR (EGFRvIII), CD19,
CD20, CD30, CD40, disialogangliésido GD2, mucina ductal-epitelial, gp36, TAG-72, glucoesfingolipidos, antigeno
asociado a glioma, gonadotropina coridnica humana B, alfafetoproteina (AFP), AFP reactivo con lectina, tiroglobulina,
RAGE-1, MN-CA |X, transcriptasa inversa de telomerasa humana, RU1, RU2 (AS), carboxil esterasa intestinal, mut
hsp70-2, M-CSF, prostasa, antigeno prostatico especifico (PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGA-la, p53, prostein, PSMA,
supervivencia y telomerasa, antigeno tumoral de carcinoma de préstata-1 (PCTA-1), MAGE, ELF2M, elastasa de
neutrofilos, efrina B2, CD22, factor de crecimiento de insulina (IGFI)-I, IGF-II, receptor IGFI, mesotelina, una molécula
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que presenta un epitope peptidico especifico del tumor pe, 5T4,
ROR1, Nkp30, NKG2D, antigenos del estroma tumoral, el dominio extra A (EDA) y el dominio extra B (EDB) de
fibronectina y el dominio Al de tenascina-C (TnC Al) y proteina asociada a fibroblastos (fap); un antigeno especifico
de linaje o especifico de tejido como CD3, CD4, CD8, CD24, CD25, CD33, CD34, CD133, CD138, CTLA-4, B7-1
(CD80), B7-2 (CD86), endoglina, un importante molécula del complejo de histocompatibilidad (MHC), BCMA (CD269,
TNFRSF 17), CS1 o un antigeno de superficie especifico del virus, como un antigeno especifico del VIH (como la
gpl20 del VIH); un antigeno especifico de EBV, un antigeno especifico de CMV, un antigeno especifico de HPV como
las oncoproteinas E6 o E7, un antigeno especifico del virus de Lasse, un antigeno especifico del virus de la influenza,
asi como cualquier derivado o variante de estos marcadores de superficie . En una realizacion particular de la
invencion, el dominio de unién al ligando es especifico para CD19.

En algunas realizaciones, el dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico también puede comprender
un autoantigeno (véase, Payne et al. (2016) Science, Vol. 353 (6295): 179-184), que puede ser reconocido por los
receptores de células B especificas de autoantigeno en linfocitos B, dirigiendo asi a las células T al direccionamiento
y la destruccién especifica de los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos.
Dichos CARs pueden denominarse receptores quiméricos de autoanticuerpos (CAARSs), y la incorporacion de uno o
mas dominios coestimuladores descritos en el presente documento en dichos CAARSs esta comprendida en la presente
divulgacion.

En algunas realizaciones, un CAR divulgado en el presente documento comprende ademas un dominio
transmembrana que une el dominio de union al ligando extracelular o al autoantigeno con los dominios de sefalizacion
intracelular y coestimuladores. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana es un polipéptido transmembrana
CD8a.

El dominio de sefalizacion intracelular de un CAR de la presente divulgacion es responsable de la activacion de al
menos una de las funciones efectoras normales de la célula en la que se ha colocado el CAR y/o la activacién de las
vias proliferativas y de supervivencia celular. El término "funcion efectora" se refiere a una funcién especializada de
una célula. La funcién efectora de una célula T, por ejemplo, puede ser la actividad citolitica o la actividad de ayuda,
incluida la secrecion de citoquinas. Un dominio de sefalizacion intracelular, como el CD3 g, puede proporcionar una
sefal de activacion a la célula en respuesta a la union del dominio extracelular. Como se ha comentado, la sefal de
activacion puede inducir una funcion efectora de la célula como, por ejemplo, la actividad citolitica o la secrecion de
citoquinas.

En algunas realizaciones, el dominio intracelular incluye uno o mas dominios coestimuladores intracelulares, como los
descritos en el presente documento, que transmiten una sefial coestimuladora que promueve la proliferacion celular,
la supervivencia celular y/o la secrecion de citoquinas tras la union del dominio extracelular. En algunas realizaciones,
dichos dominios coestimuladores intracelulares incluyen, sin limitacion, cualquier dominio coestimulador divulgado en
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el presente documento o aquellos dominios conocidos en la técnica, como, por ejemplo, un dominio CD28, un dominio
4-1BB, un dominio OX-40, un dominio ICOS o un dominio CD27.

También se proporcionan aqui células modificadas genéticamente que expresan un constructo regulador inducible.
En algunas realizaciones, un constructo regulador inducible es un constructo transmembrana o intracelular que se
expresa en una célula y que proporciona una sefial coestimuladora inducible para promover la proliferacion celular, la
supervivencia celular y/o la secrecion de citoquinas. En algunas realizaciones, los constructos reguladores inducibles
comprenden uno o mas dominios coestimuladores, como los descritos en el presente documento y/u otros conocidos
en la técnica, que proporcionan una sefal coestimuladora tras la activacion. Generalmente, una sefal coestimuladora
puede ser inducida, por ejemplo, por la homodimerizacion de dos polipéptidos de construccion reguladora inducible.
Un constructo regulador inducible comprende tipicamente un dominio de unién que permite la homodimerizacion tras
la unién de una pequefia molécula, un anticuerpo u otra molécula que permite la homodimerizacion de dos polipéptidos
de la construccion. La dimerizacion puede iniciar la sefial coestimulatoria a la célula para promover la proliferacion, la
supervivencia y/o la secrecion de citoquinas. En algunas realizaciones, en las que el dominio de union se une a una
pequefia molécula, el dominio de unién comprende un analogo de FKBP12 (por ejemplo, que comprende una
sustitucién F36V) y la pequefia molécula es rimiducid (es decir, AP1903). En la presente divulgacion se contempla
cualquier dominio de unién conocido en la técnica que sea util en dichos constructos reguladoras inducibles, como los
interruptores de seguridad de células CAR-T y similares.

El dominio de sefalizacion intracelular de un CAR de la presente divulgacion puede comprender un dominio de
sefalizacion derivado de CD3 ¢ y al menos un dominio coestimulador novedoso, como SEQ ID NO: 5-8, o una variante
activa del mismo.

Los constructos reguladores inducibles aqui divulgados pueden comprender un dominio de unién, que permite la
dimerizacion de dos constructos, y al menos un novedoso dominio coestimulador, como la SEQ ID NO: 5-8, o una
variante activa de la misma.

2.4 Procedimientos para producir vectores virales recombinantes

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona vectores AAV recombinantes para su uso en los
procedimientos de la presente divulgacion. Los vectores de AAV recombinantes se producen tipicamente en lineas
celulares de mamiferos tales como HEK-293. Dado que los genes virales cap y rep se eliminan del vector para evitar
su autorreplicacion y para dejar espacio a los genes terapéuticos que se van a suministrar (por ejemplo, el gen de la
endonucleasa), es necesario proporcionarlos en trans en la linea celular de empaquetamiento. Ademas, es necesario
proporcionar los componentes "ayudantes" (por ejemplo, adenovirales) necesarios para apoyar la replicacion (Cots et
al. Gene Ther. 13(5): 370-81). Con frecuencia, los vectores AAV recombinantes se producen utilizando una triple
transfeccién en la que una linea celular se transfecta con un primer plasmido que codifica los componentes
"ayudantes", un segundo plasmido que comprende los genes cap y rep , y un tercer plasmido que comprende los ITR
virales que contienen la secuencia de ADN iinterviniente que se empaquetara en el virus. Las particulas virales que
comprenden un genoma (ITR y genes intervinientes de interés) encerrado en una capside se aislan entonces de las
células mediante ciclos de congelacién-descongelacion, sonicacion, detergente u otros medios conocidos en la
técnica. A continuacion, las particulas se purifican mediante centrifugacion en gradiente de densidad con cloruro de
cesio o cromatografia de afinidad y, posteriormente, se suministran a los genes de interés en células, tejidos u
organismo, tal como un paciente humano. En consecuencia, se proporcionan procedimientos en el presente
documento para producir vectores AAV recombinantes que comprenden al menos una secuencia de acido nucleico
que codifica un dominio coestimulador descrito en el presente documento, como las SEQ ID NO: 5-8, o sus variantes
activas. Asimismo, se proporcionan procedimientos en el presente documento para producir vectores AAV
recombinantes que codifican CARs o constructos reguladores inducibles que incluyen al menos un dominio
coestimulador descrito en el presente documento, como las SEQ ID NOs: 5-8, o sus variantes activas.

En algunas realizaciones, la transferencia genética se lleva a cabo mediante vectores lentivirales. Los lentivirus, a
diferencia de otros retrovirus, pueden utilizarse en algunos contextos para transducir ciertas células que no se dividen.
Entre los ejemplos no limitantes de vectores lentivirales se incluyen los derivados de un lentivirus, como el virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), el VIH-2, el virus de la inmunodeficiencia simia (VIS), el virus linfotrépico T
humano 1 (HTLV-1), el HTLV-2 o el virus de la anemia por infeccién equina (E1AV). Por ejemplo, se han generado
vectores lentivirales mediante la atenuacion multiple de los genes de virulencia del VIH, por ejemplo, se eliminan los
genes env, vif, vpr, vpu y nef, lo que hace que el vector sea mas seguro para fines terapéuticos. Los vectores
lentivirales son conocidos en la técnica, véase Naldini et al, (1996 y 1998); Zufferey et al, (1997); Dull et al, 1998, Pat.
de EE.UU. Numeros 6.013.516 y 5.994.136). En algunas realizaciones, estos vectores virales estan basados en
plasmidos o en virus, y estan configurados para llevar las secuencias esenciales para incorporar acido nucleico
extrafio, para la seleccion y para la transferencia del acido nucleico a una célula huésped. Los lentivirus conocidos
pueden obtenerse facilmente de depdsitos o colecciones como la American Type Culture Collection ("ATCC"; 10801
University Blvd., Manassas, Va. 20110-2209), o aislarse de fuentes conocidas mediante técnicas comunmente
disponibles.

En realizaciones especificas, los vectores lentivirales se preparan utilizando un plasmido que codifica los genes gag,
pol, tat y rev clonados a partir del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y un segundo plasmido que codifica la
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proteina de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) utilizado para pseudotipificar las particulas virales.
Puede utilizarse un vector de transferencia, como el vector pCDH-EF1-MCS, con un promotor adecuado, como el
promotor JeT o el promotor EF1. Los dominios de sefializacion de CAR, como los dominios coestimuladores aqui
divulgados, y las variantes activas de los mismos, pueden insertarse a continuacion del promotor, seguidos de un
IRES y GFP. A continuacion, los tres plasmidos pueden transfectarse en células lentivirus, como las células Lenti-X-
293T, y los lentivirus pueden cosecharse, concentrarse y cribarse tras un tiempo de incubacién adecuado. En
consecuencia, se proporcionan procedimientos en el presente documento para producir vectores lentivirales
recombinantes que comprenden al menos una secuencia de acido nucleico un dominio coestimulador descrito en el
presente documento, como SEQ ID NOs: 5-8, o sus variantes activas. Asimismo, se proporcionan procedimientos en
el presente documento para producir vectores lentivirales recombinantes que codifican un CAR o un constructo
regulador inducible que incluye al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, como las SEQ
ID NO: 5-8, o sus variantes activas.

2.5 Células modificadas genéticamente y poblaciones de las mismas que comprenden novedosos dominios
coestimuladores

En el presente documento se proporcionan células modificadas genéticamente para que contengan al menos un
novedoso dominio coestimulador, como la SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de las mismas, tal y como se describe
en el presente documento. La célula modificada genéticamente puede comprender una molécula de acido nucleico
que codifica un CAR o un constructo regulador inducible que incorpora al menos un novedoso dominio coestimulador
descrito en el presente documento, como la SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de la misma. En diferentes
variaciones de la presente divulgacion, una molécula de acido nucleico o un casete de expresion que codifica un
novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento esta presente dentro del genoma de la célula
modificada genéticamente o, alternativamente, no esta integrado en el genoma de la célula. En algunas realizaciones
en las que la molécula de acido nucleico o el casete de expresién no esta integrado en el genoma, la molécula de
acido nucleico o el casete de expresion esta presente en la célula modificada genéticamente en un constructo de ADN
recombinante, en un ARNm, en un genoma viral o en otro acido nucleico que no esta integrado en el genoma de la
célula. En realizaciones particulares, la célula modificada genéticamente puede comprender una molécula de acido
nucleico que codifica un dominio coestimulador descrito en el presente documento y comprender ademas al menos
un casete de expresion divulgado en el presente documento que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica
un CAR que no comprende un dominio coestimulador divulgado en el presente documento y/o una secuencia de
nucleétidos que codifica un constructo regulador inducible.

En algunas células modificadas genéticamente incluidas en el presente documento, la molécula de acido nucleico que
codifica un CAR o un constructo regulador inducible que incorpora al menos un novedos dominio coestimulador
descrito en el presente documento, se posiciona con el gen del receptor de células T alfa enddgeno de la célula. En
algunas de estas realizaciones, la molécula de acido nucleico se posiciona dentro del gen de la region constante del
receptor de células T alfa endégeno, como por ejemplo dentro del exén 1 del gen de la regidon constante del receptor
de células T alfa.

Las células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores, o sus variantes activas, pueden ser células
eucariotas. Las células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores, o variantes activas de los mismos,
pueden ser células T o células NK, particularmente células T o NK humanas. Las células pueden ser células T
primarias o células NK primarias.

Las células Ty las células NK pueden obtenerse de varias fuentes, incluyendo las células mononucleares de la sangre
periférica, la médula 6sea, el tejido de los ganglios linfaticos, la sangre del cordon umbilical, el tejido de un sitio de
infeccion, la ascitis, el derrame pleural, el tejido del bazo y los tumores. Se puede utilizar cualquier niumero de lineas
de células T y NK disponibles en la técnica. Las células T y las células NK pueden obtenerse a partir de una unidad
de sangre recogida de un sujeto utilizando cualquier técnica conocida por el artesano experto. Las células de la sangre
circulante de un individuo pueden obtenerse por aféresis.

Las células modificadas genéticamente que comprenden los novedosos dominios coestimuladores aqui divulgados, o
variantes activas de los mismos, pueden exhibir una mayor proliferacion en comparacion con las células de control
apropiadas sin el novedoso dominio coestimulador, o variante activa del mismo. Las células que comprenden los
novedosos dominios coestimuladores aqui divulgados, o variantes activas de los mismos, pueden presentar ademas
una mayor activacion y proliferacion in vitro o in vivo tras la estimulacion con un antigeno apropiado. Por ejemplo, las
células, como las células CAR-T y las células CAR-NK, pueden mostrar un aumento de la activacion, la proliferacion
y/o el aumento de la secrecion de citoquinas en comparacion con una célula de control sin los novedosos dominios
coestimuladores divulgados en el presente documento, o variantes activas de los mismos. El aumento de la secrecion
de citoquinas puede incluir el aumento de la secrecion de IFN-y, IL-2, TNF-qa, entre otros. Los procedimientos para
medir la activacion celular y la produccion de citoquinas son bien conocidos en la técnica, y algunos procedimientos
adecuados se proporcionan en los ejemplos del presente documento.

La presente divulgacion proporciona ademas una poblacion de células modificadas genéticamente que comprende
una pluralidad de células modificadas genéticamente descritas en el presente documento, que comprenden en su
genoma una molécula de acido nucleico que codifica un CAR o un constructo regulador inducible que incorpora al
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menos un dominio coestimulador novedoso descrito en el presente documento, como SEQ ID NO: 5-8, o una variante
activa del mismo. Asi, en diversas realizaciones de la invencion, se proporciona una poblacion de células modificadas
genéticamente en la que al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al
menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el
65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al
menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o hasta el 100%, de las células de la poblacion
son una célula modificada genéticamente que comprende un novedoso dominio coestimulador divulgado en el
presente documento. En ciertas realizaciones, se proporciona una poblaciéon de células modificadas genéticamente
en la que al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%,
al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos
el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al
menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o hasta el 100%, de las células de la poblacion expresan un CAR
que comprende un novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento. En otras realizaciones, se
proporciona una poblacion de células modificadas genéticamente en la que al menos el 10%, al menos el 15%, al
menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el
50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al
menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el
99%, o hasta el 100%, de las células de la poblacién expresan un constructo regulador inducible que comprende un
novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento y un CAR que no comprende un dominio
coestimulador descrito en el presente documento.

2.6 Procedimientos para producir células genéticamente modificadas

La presente divulgacion proporciona procedimientos para producir células modificadas genéticamente que
comprenden los novedosos dominios coestimuladores divulgados en el presente documento, o variantes activas de
los mismos. Se proporcionan procedimientos para modificar la célula a fin de que comprenda una molécula de
secuencia de acido nucleico que codifique un CAR que incorpore al menos un dominio coestimulador novedoso, como
la SEQ ID NOs: 5-8, o una variante activa del mismo. También se proporcionan procedimientos para modificar la célula
para que comprenda una molécula de acido nucleico que codifique un constructo regulador inducible que incorpore al
menos un dominio coestimulador novedoso, como las SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa del mismo. En diferentes
aspectos de la presente divulgacion, una molécula de acido nucleico o casete de expresion que codifica un novedoso
dominio coestimulador divulgado en el presente documento, o una variante activa del mismo, se integra en el genoma
de la célula o, alternativamente, no se integra en el genoma de la célula.

En algunas realizaciones, el ADN o el ARN que codifica los novedosos dominios coestimuladores (o CARs o
constructos reguladores inducibles) divulgados aqui se introduce en una célula utilizando cualquier tecnologia
conocida en el arte. En realizaciones especificas, los vectores o casetes de expresién que comprenden los acidos
nucleicos que codifican los novedosos dominios coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles)
divulgados aqui se introducen en una célula utilizando un vector viral. Tales vectores son conocidos en la técnica e
incluyen vectores lentiviricos, vectores adenoviricos y vectores de virus adenoasociados (AAV) (revisados en
Vannucci, et al. (2013 New Microbiol. 36:1-22). Los vectores de AAV recombinantes utiles en la presente divulgacion
pueden tener cualquier serotipo que permita la transduccion del virus en la célula y la insercion del gen de la nucleasa
en el genoma celular. Los vectores AAV recombinantes utiles en la divulgacion pueden tener cualquier serotipo que
permita la transduccion del virus en la célula y la insercion del gen de la nucleasa en el genoma celular. En
realizaciones particulares, los vectores AAV recombinantes tienen un serotipo de AAV2 o AAV6. Los vectores AAV
recombinantes también pueden ser autocomplementarios, de modo que no requieren la sintesis de ADN de segunda
cadena en la célula huésped (McCarty, et al. (2001) Gene Ther. 8:1248-54).

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico o los casetes de expresion aqui divulgados se entregan en
una célula en forma de ADN (por ejemplo, ADN plasmidico circular o linealizado o productos de PCR) o ARN. En
algunas realizaciones en las que los genes de las nucleasas de ingenieria se entregan en forma de ADN (por ejemplo
, plasmido) y/o a través de un vector viral (por efemplo , AAV o vector lentiviral), estan operablemente enlazados a un
promotor o se encuentran en un casete de expresion divulgado en el presente documento. En algunas realizaciones,
este puede ser un promotor virico tal como promotores enddgenos del vector virico (por ejemplo, el LTR de un vector
lentivirico) o los promotores tempranos conocidos de citomegalovirus o virus SV40. En otras realizaciones, el promotor
es un promotor sintético, como el promotor JeT. En ciertas realizaciones, los genes que codifican los novedosos
dominios coestimuladores 0 CARs divulgados en el presente documento estan operablemente enlazados a un
promotor que impulsa la expresion del gen preferentemente en la célula diana (por ejemplo, una célula T humana).

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico o los casetes de expresion que codifican dominios
coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados en el presente documento, se acoplan de
forma covalente o no covalente a una nanoparticula o se encapsulan dentro de dicha nanoparticula utilizando
procedimientos conocidos en la técnica (Sharma, et al. (2014) Biomed Res Int. 2014). Una nanoparticula es un sistema
de suministro a nanoescala cuya escala de longitud es <1 um, preferentemente <100 nm. Dichas nanoparticulas se
pueden disefar utilizando un nucleo compuesto de metal, lipido, polimero, o macromolécula biolégica, y se pueden
unir o encapsular multiples copias de las proteinas, ARNm o ADN de la meganucleasa recombinante con el nucleo de
nanoparticulas. Esto aumenta el numero de copias de la proteina/ARN/ADN que se entrega a cada célula y, por lo
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tanto, aumenta la expresion intracelular de cada nucleasa de ingenieria para maximizar la probabilidad de que se
expresen los dominios coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles). La superficie de tales
nanoparticulas se puede modificar adicionalmente con polimeros o lipidos (por ejemplo, quitosan, polimeros
cationicos, o lipidos cationicos) para formar una nanoparticula de nucleo cubierto cuya superficie confiere
funcionalidades adicionales para mejorar el suministro celular y la absorcién de la carga util (Jian et al. (2012)
Biomaterials. 33(30): 7621-30). Ademas, las nanoparticulas pueden acoplarse ventajosamente a moléculas de
orientacion para dirigir la nanoparticula al tipo de célula apropiado y/o aumentar la probabilidad de captacion celular.
Los ejemplos de tales moléculas de direccionamiento incluyen anticuerpos especificos para los receptores de la
superficie celular y los ligandos naturales (o porciones de los ligandos naturales) para los receptores de la superficie
celular.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico o los casetes de expresion que codifican dominios
coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados en el presente documento, se encapsulan
dentro de liposomas o se complejan utilizando lipidos cationicos (véase, por ejemplo, LIPOFECTAMINE, Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA Zuris et al. (2015) Nat Biotechnol. 33: 73-80; Mishra et al. (2011) J Drug Deliv.
2011:863734). Las formulaciones de liposomas y lipoplex pueden proteger la carga util de la degradacion y facilitar la
absorcion celular y la eficiencia de la administracién a través de la fusion y/o la alteracion de las membranas celulares
de las células.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico o los casetes de expresion que codifican dominios
coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados en el presente documento, se encapsulan
dentro de andamios poliméricos(por ejemplo, PLGA) o se complejan utilizando polimeros catidnicos (por ejemplo, PEI,
PLL) (Tamboli et al. (2011) Ther Deliv. 2(4): 523-536). En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico o los
casetes de expresion que codifican dominios coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles)
divulgados aqui, se combinan con moléculas anfifilicas que se autoensamblan en micelas (Tong et al. (2007) J Gene
Med. 9(11): 956-66). Las micelas poliméricas pueden incluir una cubierta micelar formada con un polimero hidrofilico
(por ejemplo, polietilenglicol) que puede prevenir la agregaciéon, enmascarar las interacciones de carga y reducir las
interacciones inespecificas fuera de la célula.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico o los casetes de expresion que codifican dominios
coestimuladores (0 CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados aqui, se formulan como emulsiones para
su entrega a la célula. El término "emulsion" se refiere, sin limitacion, a cualquier dispersion o gota de aceite en agua,
de agua en aceite, de agua en aceite o de aceite en agua en aceite, incluyendo las estructuras lipidicas que pueden
formarse como resultado de las fuerzas hidréfoboas que alejan los residuos apolares (por ejemplo, las cadenas largas
de hidrocarburos) del agua y los grupos de cabeza polar hacia el agua, cuando una fase inmiscible de agua se mezcla
con una fase acuosa. Estas otras estructuras lipidicas incluyen, pero no se limitan a, vesiculas lipidicas unilamelares,
paucilamelares y multilamelares, micelas y fases laminares. Las emulsiones estan compuestas por una fase acuosa
y una fase lipofilica (que suele contener un aceite y un disolvente organico). Las emulsiones también suelen contener
uno o mas tensioactivos. Las formulaciones en nanoemulsiéon son bien conocidas, por ejemplo, las descritas en
Solicitud de Patente de EE.UU. No. 2002/0045667 y 2004/0043041y Pat. de EE.UU. Nos. 6,015,832, 6,506,803,
6,635,676, y 6,559,189.

En algunas realizaciones, moléculas de acido nucleico o casetes de expresion que codifican dominios coestimuladores
(o CAR o constructos reguladores inducibles) divulgadas en el presente documento, se unen covalentemente a, o se
asocian no covalentemente con, conjugados poliméricos multifuncionales, dendrimeros de ADN y dendrimeros
poliméricos (Mastorakos et al. (2015) Nanoscale. 7(9): 3845-56; Cheng et al. (2008) J Pharm Sci. 97(1): 123-43). La
generacion de dendrimeros puede controlar la capacidad y el tamafio de la carga util, y puede proporcionar una alta
capacidad de carga util. Ademas, la presentacion de multiples grupos de superficie se puede aprovechar para mejorar
la estabilidad y reducir las interacciones inespecificas.

Los procedimientos de introduccién y expresion de genes en una célula son conocidos en la técnica. En el contexto
de un vector de expresion, el vector puede introducirse facilmente en una célula huésped, por ejemplo, una célula de
mamifero, de bacteria, de levadura o de insecto por cualquier procedimiento de la técnica. Por ejemplo, el vector de
expresion puede transferirse a una célula huésped por medios fisicos, quimicos o bioldgicos. Los procedimientos
fisicos para introducir un polinucleétido en una célula huésped incluyen la precipitacién de fosfato de calcio, la
lipofeccion, el bombardeo de particulas, la microinyeccion, la electroporacion y otros similares. Los procedimientos
para producir células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdgenos son bien conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York). Un procedimiento preferido para la introduccion de un polinucledtido en una célula huésped es la
transfeccién con fosfato de calcio. Los procedimientos bioldgicos para introducir un polinucleétido de interés en una
célula huésped incluyen el uso de vectores de ADN y ARN. Los vectores virales, y especialmente los retrovirales, se
han convertido en el procedimiento mas utilizado para insertar genes en células de mamiferos, por ejemplo, humanas.
Otros vectores virales pueden derivarse de lentivirus, poxvirus, virus del herpes simple |, adenovirus y virus adeno-
asociados, y similares. Véase, por ejemplo, la Pat. de los EE.UU. Numeros 5.350.674 y 5.585.362. Los medios
quimicos para introducir un polinucledtido en una célula huésped incluyen sistemas de dispersion coloidal, como
complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lipidos, incluyendo
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emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal ejemplar para su uso como
vehiculo de administracion in vitro e in vivo es un liposoma ( por ejemplo, una vesicula de membrana artificial).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona ademas la introduccién de las moléculas de acido nucleico o los
casetes de expresion aqui divulgados en el gen del receptor de células T alfa. En ciertas realizaciones, la molécula
nucleica o los casetes de expresién se introducen en una secuencia de reconocimiento presente en el gen de la regiéon
constante del receptor de células T alfa, que comprende las secuencias de codificacion de la subunidad del receptor
de células T alfa. Como tal, la introduccion de las moléculas de acido nucleico o de los casetes de expresion interrumpe
la expresion de la subunidad alfa del receptor enddgeno de células T y, en consecuencia, interrumpe la expresion del
receptor endoégeno de células T. En realizaciones particulares, dichas secuencias de reconocimiento pueden estar
presentes dentro del exon 1 del gen de la regidn constante del receptor de células T alfa.

En realizaciones particulares, la introduccion de una molécula de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador
divulgado en el presente documento en una célula, como una célula T o una célula NK, puede aumentar la activacion,
la proliferacion y/o la secrecion de citoquinas de la célula en comparaciéon con una célula de control sin el dominio
coestimulador divulgado en el presente documento. En algunas realizaciones, la activacion, la proliferaciéon y/o la
secrecion de citoquinas de una célula pueden aumentarse in vitro o in vivo mediante la introduccién de una molécula
de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador divulgado en el presente documento.

En algunas realizaciones, la introduccion de al menos un dominio coestimulador novedoso, o un fragmento activo o
una variante del mismo, en una célula, como una célula T o una célula NK, prolonga el periodo de proliferacion celular
y/o la expansion de la poblacion celular, y/o retrasa el agotamiento celular, en comparacion con las células de control
sin el dominio coestimulador novedoso divulgado en el presente documento. Los procedimientos para medir la
expansion y el agotamiento de las células (como la expansion y el agotamiento de las células T o NK) son conocidos
en la técnica y se divulgan en el presente documento.

2.7 Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
célula modificada genéticamente, o una poblacion de células modificadas genéticamente, de la divulgacién y un
portador farmacéutico. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden preparar de acuerdo con técnicas conocidas.
Véase, por ejemplo Remington, The Science And Practice of Pharmacy (21st ed. 2005). En la fabricacion de una
formulacién farmacéutica segun la divulgacion, las células se mezclan tipicamente con un portador farmacéuticamente
aceptable y la composicion resultante se administra a un sujeto. El vehiculo debe, por supuesto, ser aceptable en el
sentido de ser compatible con cualquier otro ingrediente en la formulacion y no debe ser perjudicial para el sujeto. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden comprender ademas uno
0 mas agentes adicionales utiles en el tratamiento de una enfermedad en el sujeto. En otras realizaciones, cuando la
célula genéticamente modificada es una célula T humana genéticamente modificada (o una célula derivada de ella),
las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden incluir ademas moléculas biolégicas, como citoquinas (por
efemplo, IL-2, IL-7, IL-15, y/o IL-21), que promueven la proliferacion celular in vivo y el injerto. Las composiciones
farmacéuticas que comprenden células genéticamente modificadas de la presente divulgacion se pueden administrar
en la misma composicién que un agente adicional o molécula biolégica o, como alternativa, se pueden coadministrar
en composiciones separadas.

La presente divulgacién también proporciona células modificadas genéticamente, o poblaciones de las mismas,
descritas en el presente documento para su uso como medicamento. Se divulga ademas el uso de un vector viral
descrito en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad en un sujeto que
lo necesite. En un aspecto de este tipo, el medicamento es util para la inmunoterapia del cancer en sujetos que lo
necesitan.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas y medicamenttos de la presente divulgacion son utiles
para el tratamiento de cualquier estado de enfermedad al que se dirige la inmunoterapia adoptiva de células T. En una
realizacion particular, las composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente divulgacion son utiles como
inmunoterapia en el tratamiento del cancer. Ejemplos no limitantes de cancer que pueden tratarse con las
composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la presente divulgacion son carcinomas, linfomas, sarcomas,
melanomas, blastomas, leucemias y tumores de células germinales, incluyendo pero sin limitarse a los canceres de
origen de células B, neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de prostata, carcinoma de células renales,
rabdomiosarcoma, cancer de higado, cancer gastrico, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer
de cabeza o cuello, cancer de mama, cancer de pulmoén, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer de rifion,
cancer de utero, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de colon, cancer de recto, cancer de la region anal,
cancer de estdbmago, cancer de testiculo, cancer de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del
endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no Hodgkin, cancer
del esofago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroidea, cancer de la
glandula paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de la uretra, cancer del
pene, tumores solidos de la infancia, linfoma linfocitico, cancer de vejiga, cancer de rifién o uréter, carcinoma de pelvis
renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje
espinal, glioma del tronco cerebral, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de células
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escamosas, canceres inducidos por el medio ambiente, incluidos los inducidos por el amianto, mieloma multiple,
linfoma de Hodgkin, linfomas no Hodgkin, linfoma mieloide agudo leucemia mielégena cronica, leucemia linfoide
cronica, linfoma inmunoblastico de células grandes, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma anaplasico
de células grandes y linfoma de células T, y cualquier combinacion de dichos canceres. En ciertas realizaciones, los
canceres de origen de células B incluyen, sin limitacién, la leucemia linfoblastica aguda de linaje B, la leucemia
linfocitica cronica de células B, el linfoma difuso de células B grandes, la ALL pre-B (indicacion pediatrica), el linfoma
de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de zona marginal, el linfoma de Burkitt y el linfoma no Hodgkin de
células B.

2.8 Procedimientos para administrar células genéticamente modificadas

Otro aspecto divulgado en el presente documento es la administracion de las células modificadas genéticamente de
la presente divulgacion a un sujeto que las necesite. Las composiciones farmacéuticas aqui descritas pueden
administrarse a un sujeto que las necesite. Por ejemplo, una cantidad eficaz de una poblacion de células que
comprende un novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento, o una variante activa del mismo,
puede administrarse a un sujeto que tenga una enfermedad. La enfermedad puede ser un cancer, como un cancer de
origen de células B. Asi, la presente divulgacion también proporciona un procedimiento para proporcionar una
respuesta inmunitaria mediada por células T a una poblacion celular o tejido diana en un mamifero, que comprende el
paso de administrar al mamifero una célula CAR-T, en el que la CAR comprende un dominio de unién a ligando
extracelular que interactua especificamente con una diana predeterminada, tal como un antigeno tumoral, y un dominio
intracelular que comprende al menos un dominio de sefializacion, tal como CD3¢, y al menos un novedoso dominio de
sefalizacion coestimulador descrito en el presente documento, o una variante activa del mismo. EI CAR puede no
comprender un dominio coestimulador novedoso descrito en el presente documento, pero la célula puede comprender
ademas un constructo regulador inducible que comprende al menos un dominio coestimulador novedoso descrito en
el presente documento, en el que la dimerizacion de del constructo regulador inducible inicia una sefial coestimuladora
para la célula. El procedimiento puede comprender ademas la administracion de una pequefa molécula, un anticuerpo
u otra molécula que induzca la dimerizacion del constructo regulador inducible para inducir una sefial proliferativa y/o
de supervivencia en la célula CAR-T con el fin de promover la proliferacién celular y la expansion de la poblacion de
células CAR-T in vivo. Las células CAR-T administradas son capaces de reducir la proliferacion, reducir el numero o
eliminar las células diana en el receptor. A diferencia de las terapias con anticuerpos, las células modificadas
genéticamente de la presente divulgacion son capaces de replicarse y expandirse in vivo, lo que da lugar a una
persistencia a largo plazo que puede conducir al control sostenido de una enfermedad.

Ejemplos de posibles vias de administracion incluyen la administracién parenteral (por ejemplo, intravenosa (IV),
intramuscular (IM), intradérmica, subcutanea (SC) o por infusién). Ademas, la administracion puede ser por infusion
continua o por bolos Unicos o multiples. Uno o ambos agentes pueden infundirse durante un periodo inferior a unas
12 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora. La infusién puede producirse lentamente al principio y luego se
incrementa con el tiempo.

Una célula genéticamente modificada de la presente divulgacion puede dirigirse a un antigeno tumoral con el fin de
tratar el cancer. Dichos canceres pueden incluir, sin limitacion, carcinomas, adenocarcinomas, linfomas, sarcomas,
melanomas, blastomas, leucemias y tumores de células germinales, incluyendo pero no limitandose a los canceres de
origen de células B, neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de prostata, carcinoma de células renales,
rabdomiosarcoma, cancer de higado, cancer gastrico, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer
de cabeza o cuello, cancer de mama, cancer de pulmén, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer renal, cancer
de utero, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de colon, cancer de recto, cancer de la regién anal, cancer de
estébmago, cancer testicular, cancer de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio,
carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no Hodgkin, cancer del eséfago,
cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroidea, cancer de la glandula
paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de la uretra, cancer del pene,
tumores solidos de la infancia, linfoma linfocitico, cancer de la vejiga, cancer de rifién o uréter, carcinoma de la pelvis
renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje
espinal, glioma del tronco cerebral, adenoma hipofisario, Sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de células
escamosas, canceres inducidos por el medio ambiente, incluidos los inducidos por el amianto, mieloma multiple,
linfoma de Hodgkin, linfomas no Hodgkin, linfoma mieloide agudo, leucemia mielégena croénica, leucemia linfoide
cronica, linfoma inmunoblastico de células grandes, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma anaplasico
de células grandes y linfoma de células T, y cualquier combinacién de dichos canceres. Los canceres de origen de
células B incluyen, sin limitacion, la leucemia linfoblastica aguda de linaje B, la leucemia linfocitica cronica de células
B, el linfoma difuso de células B grandes, la ALL pre-B (indicaciéon pediatrica), el linfoma de células del manto, el
linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal, el linfoma de Burkitt y el linfoma no Hodgkin de células B.

Cuando se trata el cancer con las células genéticamente modificadas divulgadas actualmente, al sujeto al que se le
administran las células genéticamente modificadas se le administra ademas una terapia adicional, como radiacion,
cirugia o un agente quimioterapéutico.

Cuando se indica una "cantidad efectiva" o una "cantidad terapéutica”, la cantidad precisa de las composiciones de la
presente divulgacion que debe administrarse puede ser determinada por un médico teniendo en cuenta las diferencias
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individuales en cuanto a la edad, el peso, el tamafo del tumor (si esta presente), la extension de la infeccion o la
metastasis y el estado del paciente (sujeto). Una composicion farmacéutica que comprende las células modificadas
genéticamente descritas en el presente documento puede administrarse a una dosis de 10* a 10° células/kg de peso
corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de esos intervalos. La dosis puede ser de 10° a 10° células/kg
de peso corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de esos intervalos. Las composiciones celulares pueden
administrarse varias veces a estas dosis. Las células pueden administrarse mediante técnicas de infusién comunmente
conocidas en inmunoterapia (véase, por ejemplo ,Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319:1676-1988). Un experto
en medicina puede determinar facilmente la dosis y el régimen de tratamiento éptimos para un paciente en particular,
controlando al paciente en busca de signos de la enfermedad y ajustando el tratamiento en consecuencia.

La administracion de células genéticamente modificadas de la presente divulgaciéon puede reducir al menos un sintoma
de una enfermedad o condicidn objetivo. Por ejemplo, la administracién de células modificadas genéticamente de la
presente divulgaciéon puede reducir al menos un sintoma de un cancer, como los canceres de origen de células B. Los
sintomas de los canceres, como los de origen de células B, son bien conocidos en la técnica y pueden determinarse
mediante técnicas conocidas.

EXPERIMENTAL

La presente divulgacion se ilustra ademas con los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitativos.
Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de averiguar, utilizando unicamente la experimentacion
rutinaria, numerosos equivalentes a las sustancias y procedimientos especificos descritos en el presente documento.
Los ejemplos que no estan comprendidos en el ambito de las reivindicaciones son Unicamente ilustrativos.

EJEMPLO 1

Produccidén de vectores lentivirales para la expresion de CARs con novedosos dominios coestimuladores

El propésito de este estudio fue evaluar y caracterizar novedosos dominios coestimuladores que fueron desarrollados
para promover la expansion de las células CAR-T y la secrecion de citoquinas tras la estimulacion del antigeno.

Como se muestra en la Figura 1, se disefiaron cuatro novedosos dominios coestimuladores que comprenden dos
motivos de union a TRAF. Estos dominios se denominan Novell (N1; SEQ ID NO: 5), Novel5 (N3 (SEQ ID NO: 6),
Novel5 (N5 (SEQ ID NO: 7), y Novel6 (N6 (SEQ ID NO: 8). Para evaluar cada uno de los novedosos dominios
coestimuladores, se utilizaron vectores lentivirales para preparar células CAR-T anti-CD19. Cada CAR comprendia,
de 5' a 3', un péptido sefal (SEQ ID NO: 16), un anti-CD19 (SEQ ID NO: 17) que tiene las regiones variables de la
cadena pesada y de la cadena ligera del anticuerpo FMC63 unidas por un enlazador polipeptidico (G4S)s , una region
bisagra CD8 y un dominio transmembrana (SEQ ID NO: 18), y una region intracelular que comprende dos dominios
de sefializacion intracelular. Una secuencia de poliadenilacion (poliA) del SV40 (SEQ ID NO: 22) se situd 3' corriente
abajo de la secuencia CAR. Algunos vectores lentivirales codificaron un CAR anti-CD19 cuya region intracelular
comprendia: (i) un novedoso dominio coestimulador, y (i) un dominio de sefializacion CD3-{ (SEQ ID NO: 19). Se
prepard un vector de control negativo que codificaba un CAR que carecia de un dominio coestimulador (Null), y se
prepararon vectores adicionales que codificaban CARs que tienen CD28 (SEQ ID NO: 20), 0 4-1BB (SEQ ID NO: 21)
dominios coestimuladores y un dominio de sefializacion CD3-C. Los vectores lentivirales preparados para este estudio
se resumen en la Tabla 1. Cada CAR se ilustra en la Figura 2, y sus respectivas secuencias se exponen en las SEQ
ID NOs: 22-28.

Tabla 1.
Vector lentiviral Dominio coestimulador Dominio de activacion SEQ ID NO:
1 - CD3¢ 22
2 CD28¢ CD3¢ 23
3 4-1BB CD3¢ 24
4 Novell CD3¢ 25
5 Novel3 CD3¢ 26
6 Novel5 CD3¢ 27
7 Novel6 CD3¢ 28

Los vectores lentivirales se prepararon con un enfoque de 2da generacion, utilizando un plasmido que codifica gag,
pol, tat y rev clonado a partir del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se utilizé un segundo plasmido, que
codifica la proteina de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), para pseudotipificar las particulas
virales. El vector de transferencia pCDH-EF1-MCS (adquirido a System Biosciences) fue modificado para contener el
promotor JeT (SEQ ID NO: 32) en lugar del promotor de EF1, y las variantes de sefalizacién de CAR se clonaron
corriente abajo del promotor, seguidas de un IRES y GFP. Los tres plasmidos se transfectaron en células Lenti-X-
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293T (compradas a ClonTech/Takara), y el lentivirus se coseché de los sobrenadantes 3d después. Las particulas
virales se concentraron utilizando el concentrador Lenti-X (ClonTech/Takara) y se cuantificaron, utilizando el kit Lenti-
X gqRT-PCR Titration (ClonTech/Takeda) para determinar el nimero de genomas virales/ml, asi como la titulacion en
células 293T (ATCC) para determinar las unidades transducibles/ml.

Ejemplo 2

Expresion de receptores antigénicos quiméricos que comprenden novedosos dominios coestimuladores en
células T humanas y caracterizacidon en la prueba de estrés inducida por antigenos

1. Preparacion de células CAR-T y prueba de estrés inducida por antigeno

El propdsito de este estudio fue evaluar los novedosos dominios coestimuladores en un estrés inducido por antigenos.
En resumen, los vectores lentivirales se prepararon como se describe en el Ejemplo 1. Para preparar las células T
humanas del donante para la transduccion lentiviral, se estimularon las células T en ImmunoCult anti-CD2/CD3/CD28
multimers (StemCell Technologies) y 20ng/ml de IL-2 durante 4 dias. A continuacion, se recogieron las células y se
depositaron en pocillos separados para la transducciéon con vectores lentivirales individuales. se afadieron a los
cultivos 5 unidades transducibles por célula T. La transduccion se realizé en el medio X-VIVO 15 (Lonza)
complementado unicamente con IL-2 (20ng/ml) y 8ug/ml de polibreno (Sigma). La coincubacion del vector y las células
T se llevé a cabo durante la noche antes de la sustitucion del medio (X-Vivo 15 + 20ng/ml de IL-2 + 5% de suero
humano normal).

A partir de los 4 dias siguientes a la transduccion lentiviral, se confirmé la expresién de CAR mediante el analisis de
GFP (Figura 3). Se obtuvo una muestra de cada cultivo de células T transducidas por lentivirus y se midio la sefial de
GFP en un citémetro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa. La poblacion de células T GFP* en cada cultivo esta
identificada por la region titulada CAR-GFP+ en la Figura 3, y la frecuencia de los eventos GFP+ aparece en cada
grafico de puntos.

Posteriormente, se cultivaron 5x10* células CAR-T con un nimero equivalente de células Raji. En los momentos
indicados en la Figura 4 (d3, 6, 10, 14, 17 y 20), se midié el numero de células y la viabilidad mediante recuento celular
automatizado y exclusion de azul tripan. Las células CAR-T se identificaron como CD4* o CD8* utilizando anticuerpos
contra CD4 y CD8 humanos, asi como la sefial GFP mediante citometria de flujo. Se calculé el numero de CAR-T y
se volvieron a cultivar 1x10° células CAR-T con 5x10* células Raiji adicionales (relacion efector:objetivo 2:1). Se realizo
un seguimiento de las células CD4*, CD8* y del numero total de células CAR-T y se represento en el tiempo. En cada
punto de tiempo, se recogieron 50ul de sobrenadantes de cultivo y se almacenaron a -20°C para un ensayo de
secrecion de citoquinas de tres tipos. Los niveles de citoquinas en los sobrenadantes se midieron utilizando kits de
microesferas magnéticas Ultrasensibles de IL-2, TNFa e IFNy (Life Technologies) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Los datos se adquirieron utilizando un instrumento Luminex MagPix.

En un segundo estudio, se construyeron células CAR-T que contenian nuestros novedosos dominios coestimuladores
como se ha descrito anteriormente y se cultivaron 1x105 células CAR-T con 1x10° células tumorales Raji. A los tiempos
indicados en los ejes X de la Figura 6, se midié el numero de células y la viabilidad mediante recuento celular
automatizado y exclusion de azul tripan. Las células CAR-T se identificaron utilizando anticuerpos contra CD4 y CD8
humanos, asi como la sefial GFP mediante citometria de flujo. Se calcul6 el numero de CAR-T y se volvieron a cultivar
1x10°% células CAR-T con 1x10% células Raiji adicionales. Obsérvese que en la Figura 6, las relaciones objetivo: efector
se ajustaron a 1:1 y las células Raiji se afiadieron al cultivo con mayor frecuencia, en los d3, 5, 7, 10, 12, 14, 17, 19,
21, 24, 26, 28 y 31. Se realiz6 un seguimiento de las células CD4*, CD8" y del niumero total de células CAR-T y se
representé en el tiempo.

4 dias después de la transduccion, pero antes del co-cultivo con células Raji, se evaluaron los cultivos de células T
para la expresion de CAR-GFP por citometria de flujo como se describié previamente. Las células T fueron
transducidas a una MOI de 5 unidades transducibles por célula y se observaron eficiencias aproximadamente similares
para todas las muestras lentivirales.

2. Resultados del experimento n° 1

El numero de células CAR-T se midio a lo largo del tiempo y se represento en la Figura 4. Las diferencias en el nUumero
de CAR-T fueron evidentes a partir del dia 10. Las células CAR-T con dominios de sefializacion 41BBz mostraron una
proliferacion mas sostenida que las que tenian dominios CD28z. El control nulo de BB mostré los niveles mas bajos
de expansién de CAR-T en este experimento. Los novedosos dominios N5y N6 mostraron altos niveles de proliferacion
sostenida. No se observo ninguna preferencia por la expansion de células T CD4 (Figura 4B) o CD8 (Figura 4C), ya
que cada subconjunto proliferé a tasas similares. En orden de rendimiento descendente en este ensayo de
proliferacion, los resultados son los siguientes: N6>N5>41BBz>N1>>BBnull=CD28z>N3

La secrecion de IFNy, TNFa e IL-2 se midi6 mediante un ensayo multiplex Luminex y aparece en la Figura 5A, 5B y
5C, respectivamente. En general, los niveles de secrecion de todas las citocinas disminuyeron con el tiempo. La
clasificacion de los dominios en términos de secrecion de IFNy en d3 es la siguiente:
41BBz=CD28z>N1>N5>BBnull=N3>N6. Los niveles de IFNy disminuyeron en un 50% o mas en todos los grupos
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experimentales en el punto de tiempo d7 y continuaron disminuyendo durante el resto del experimento. La clasificacion
de los dominios en términos de secrecion de TNFa produce la siguiente lista: CD28z N5 41BBz.BBnull N3 Entre los
dias 3 y 7 de cultivo, el nivel de produccién de TNFa disminuye aproximadamente un 50% en los cultivos CD28z,
BBnull, N3 y N5, mientras que los cultivos 41BBz, N1 y N6 mantienen los niveles de produccion de TNFa hasta el dia
7. Por otro lado, la produccién de IL-2 fue baja en todos los co-cultivos de dominios novedosos, en comparacion con
41BBz y CD28z. Las mediciones de la IL-2 pueden verse confundidas por las altas tasas de consumo de IL-2 por parte
de las células T de rapida proliferacion presentes en algunos cultivos (véase la figura 4).

3. Resultados del experimento n° 2

En el segundo experimento (Figura 6), utilizando un encuentro mas frecuente con el antigeno y una mayor relacion de
objetivo:  efector, los resultados fueron los siguientes, en orden de rendimiento descendente:
N3>N5>CD28z>N1>N6>41BBz>BB null. En este experimento, las células CAR-T se expandieron continuamente
durante todo el periodo de cultivo. Las células CAR-T CD4 dejaron de expandirse después de aproximadamente 12
dias en el co-cultivo Raiji (Figura 6B), mientras que las células CAR-T CD8 continuaron expandiéndose (Figura 6C).

4. Conclusiones

Varios dominios de sefializacion novedosos se desempefian tan bien o mejor que 41BBz y/o CD28z bajo una carga
de antigeno relativamente menor (Figura 4) o mayor (Figura 6). Los CAR que llevan el dominio de sefalizacion N5
superaron a 41BBz y CD28z en ambas condiciones. N5 parece tener el mismo rendimiento que 41BBz en el
compartimento CD4 en ambos experimentos, mientras que N5 supera a 41BBz en el compartimento CD8 en ambos
experimentos.

Ejemplo 3

Prueba de estrés utilizando AAV para la insercién dirigida de CAR con dominios coestimuladores 41BB, N1 o
N6

1. Preparacion de células CAR-T y prueba de estrés inducida por antigeno

Para evaluar los novedosos dominios de sefializacion intracelular, se produjeron células CAR-T y se midieron sus
respuestas al encuentro del antigeno. Para producir células CAR-T, se aislaron células T a partir de una muestra de
aféresis recogida de donantes humanos sanos utilizando el kit de seleccion positiva CD3 de Stem Cell Technologies.
En este ensayo se utilizaron dos donantes diferentes, designados K799 y z4100. Las células T se activaron y
expandieron durante 3 dias utilizando Immunocult anti-CD2/3/28 (StemCell Tech) antes de la nucleofeccion (Lonza
4D nucleofector) con TRC1-2x87EE. Inmediatamente después de la nucleofeccion, las células fueron transducidas
con vectores AAV6 que codificaban CARs anti-CD 19 con diferentes dominios de sefializacion intracelular. Las
variantes de CAR incluidas en este experimento incluian dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o N6. En todos los
vectores, la expresion de la CAR estaba dirigida por el promotor JeT. Cada plantilla donante de CAR estaba flanqueada
por brazos de homologia 5' y 3', que tienen homologia con las regiones corriente arriba y corriente abajo de la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE. Las plantillas de los donantes de CAR estaban ademas flanqueadas
por repeticiones terminales invertidas en 5'y 3'. Las plantillas de donantes para cada CAR se ilustran en la Figura 7,
y las secuencias de los vectores utilizados para generar los AAV que codifican el CAR CD19-4-1BB, el CAR CD19-N1
y el CAR CD19-N6, se proporcionan en las SEQ ID NO: 29-31, respectivamente.

La multiplicidad de la infeccion fue de 50.000. 5 dias después de la nucleofeccion/transduccion, se eliminaron las
células CD3+ no editadas mediante deplecion magnética (kit de seleccion positiva de CD3 de StemCell Tech). A
continuacion, se evalud la pureza de la fraccion CD3- y la expresion de CAR mediante citometria de flujo, utilizando
anti-CD3-BrillianViolet-711 (Biolegend), y CD19-Fc-biotina (Acro) seguido de estreptavidina-PE (BioLegend). Al dia
siguiente, se montaron cocultivos que contenian células T y K562 modificadas para expresar CD19 (células "K19").
Las frecuencias de CD19-Fc+ determinadas en el ensayo de citometria de flujo anterior se utilizaron para calcular el
numero de entrada de células CAR-T y establecer una relacion efector:objetivo (E:T) de 2:1. A los dias 3, 6, 8 y 10 del
cocultivo, se tomaron muestras para la evaluacion por citometria de flujo del numero de células tumorales y de células
CAR-T en el cocultivo. El numero de células CAR-T en cada momento se representa en la Figura 8 como demostracion
de la expansion de las CAR-T tras el encuentro con el antigeno. Utilizando el nimero calculado de células CAR-T, asi
como las células tumorales restantes detectadas en cada punto de tiempo, se afadié el numero necesario de células
K19 frescas al co-cultivo para restablecer el E:T de 2:1. Ademas, se prepar6 una placa de cocultivo paralela con
relaciones variables de E:T (2:1, 1:1 y 1:2). Se tomaron muestras de estos cocultivos a las 24 y 72 horas y se determind
el numero de células CD19+ mediante citometria de flujo. Los resultados aparecen en la figura 9. El nimero de células
CD19+ que sobreviven al cocultivo con las células CAR-T sirve como indicador de la eliminacion de las células diana.

2. Resultados de la prueba de estrés inducida por antigenos

Las poblaciones de células T de entrada se normalizaron con respecto a la frecuencia de células CAR+ y se desafiaron
numeros equivalentes de células CAR-T con objetivos K19 a una E:T de 2. Se evalué la proliferacion de las células
CAR-T para las células T producidas a partir del donante K799 (Figura 8A) y del donante z4100 (Figura 8B). Las
células que contienen ediciones TRAC, pero sin insercion CAR (TRC KO) no proliferaron en respuesta al encuentro
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con el antigeno. Por el contrario, las células CAR-T producidas utilizando el dominio de sefializacion 4-1BB proliferaron
de forma robusta durante la primera semana de cocultivo antes de contraerse en el d12. Las células CAR-T producidas
con las variantes N1 o N6 mostraron tasas de proliferacion que no resultaron ser sustancialmente diferentes de la tasa
soportada por el 4-1BB. También se evalué la eliminacion de las células diana CD19+ en varias relaciones E:T a las
24 y 72 horas del cocultivo, momento en el que se analizaron las muestras de cultivo para determinar el nimero de
células CD 19+ restantes y los resultados se compararon con un pocillo de control que contenia el mismo numero de
células K19, pero sin células CAR-T. Las cifras de K19 inferiores al control de no células T se interpretan como muerte
celular. Las células CAR-T producidas con material del donante K799 mostraron un escaso potencial citolitico en el
punto de tiempo de 24 horas, demostrando una matanza notable sélo en la relacion E:T menos estricta de 2:1 (Figura
9, Panel A). Sin embargo, a las 72 horas, se observé una amplia destruccion en todas las relaciones E:T. N1 y N6
eran comparables o superiores a 4-1BB. N1 parecia ser superior en la actividad citolitica en comparacion con 4-1BB.
Se observo una matanza extensiva tanto a las 24 como a las 72 horas en los cocultivos que contenian células CAR-T
producidas a partir del donante z4100 (Figura 9B). Como en el caso anterior, N1y N6 fueron comparables o superiores
en términos de actividad citolitica cuando se compararon con 4-1BB. En general, se observd una mayor destruccion
de las células CAR-T producidas a partir del donante z4100. Es importante sefalar que la relacion CD4: CD8 en el
donante K799 es de casi 3:1, mientras que la relacion en z4100 es de 1:1. Por lo tanto, una muestra que contenga un
numero fijo de células CAR-T totales (como es el caso de estos experimentos) diferira en sus respectivos nimeros de
células T CD8* citotdxicas, con z4100 conteniendo casi el doble de células T CD8*, proporcionando una explicacion
para la mayor actividad de eliminacion observada en las células derivadas de este donante.

3. Conclusiones

Se encontré que los novedosos dominios de sefalizacién costimulatoria apoyan los niveles de proliferacion y muerte
de las células objetivo que son iguales o mejores que los niveles apoyados por la sefalizacion 4-1BB. Es importante
destacar que aqui demostramos esta caracteristica de N1y N6 en las células CAR-T producidas con nuestra estrategia
de insercion dirigida, ademas de otros datos en los que la CAR fue entregada por vectores lentivirales de insercion
aleatoria. Este procedimiento reduce la probabilidad de que las diferencias en las respuestas CAR-T al antigeno
puedan atribuirse a las diferencias en el niumero de copias integradas entre las distintas preparaciones CAR-T. Es
importante destacar que tanto las estrategias de insercidon aleatoria como las dirigidas indicaron que N6,
especialmente, es una alternativa viable al apoyo costimulatorio proporcionado por el 4-1BB nativo.

Ejemplo 4

Ensayo de proliferacion en células CAR-T que tienen 41BB, N1 o N6 como dominio coestimulador.

1. Preparacion de células CAR-T con dominios coestimuladores y ensayo de proliferaciéon

Los elementos CAR con novedosos dominios costimuladores se clonaron a partir de vectores de transferencia
lentivirales y se ligaron al vector pDI. La expresion del elemento CAR esta controlada por el promotor JeT y el elemento
esta flanqueado por brazos de homologia TRAC para permitir la insercion de genes dirigidos. Esta plantilla donante
esta flanqueada por secuencias de repeticion terminal invertida para permitir el empaquetamiento en particulas AAV6.
Estos plasmidos se linealizaron primero mediante digestion con endonucleasas de restriccion y precipitacion con
etanol. A continuacion, las células T cebadas se nucleofectaron con TRC1-2x87EE, un plasmido CAR linealizado, y
siRNA STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de acidos nucleicos intracelulares. El suministro de
acido nucleico se llevo a cabo utilizando un nucleofector Lonza 4D. Las células T editadas se cultivaron en un medio
XVIVO-15 (Lonza) complementado con un 5% de suero humano combinado y 30ng/ml de IL-2 (Gibco). Los cultivos
se realizaron durante 7 dias antes de la deplecion magnética de las células CD3+ no editadas utilizando un kit de
seleccion positiva de CD3 humano (StemCell Technologies). Las células se dejaron reposar toda la noche en 2ng/ml
de IL-2 antes de etiquetarlas con 2uM de CellTrace Violet (Life Technologies) de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. El CellTrace Violet (CTV) es un sustrato para las esterasas intracelulares y funciona de forma muy
similar al carboxifluorosceina-succinimidil éster (CFSE). El CTV se difunde a través de las membranas hacia el
citoplasma, donde es escindido por las enzimas esterasas, que son abundantes en el citoplasma de las células vivas.
El producto de escision no se difunde a través de las membranas celulares, reacciona muy fuertemente con los grupos
aminos libres que se encuentran en las proteinas citoplasmaticas y es fluorescente. Cuando las células marcadas se
dividen, las proteinas citoplasmaticas fluorescentes se reparten uniformemente entre las células hijas, lo que da lugar
a dos células que son cada una la mitad de brillantes que la generacion parental. Comparando la fluorescencia del
CTV con controles temporales (como un control de dia 0) o biolégicos (por ejemplo, células no estimuladas), se pueden
medir las tasas de proliferacién de diversas poblaciones celulares mediante citometria de flujo, comparando las
frecuencias de los eventos de atenuacion del CTV. Fracciones de células T marcadas con CTV y CD3 que no expresan
CAR, CAR-4-1BB, CAR-N1 o CAR-NG6 fueron desafiadas con células tumorales portadoras de antigeno. Para este
ensayo, se utilizaron células K562 que expresaban de forma estable CD19 en dos relaciones diferentes de efector a
objetivo (E:T), 2:1 y 1:1. Es importante destacar que la frecuencia de CAR+ se determind para cada co-cultivo
utilizando CD19-Fc biotinilado y estreptavidina-PE. Los nimeros de entrada de las células T se normalizaron en base
a sus frecuencias CAR+. Se realizaron cocultivos de células T y K562 CD19+ durante 5 dias antes del analisis de
citometria de flujo. Se utilizaron anticuerpos CD4-PE y CD8-APC (BioLegend) para identificar positivamente las células
T. Los datos se adquirieron y analizaron con el software FlowJo (TreeStar) y la proliferacion se evalué por dilucion de
colorantes.
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2. Resultados del ensayo de proliferaciéon

Los resultados del ensayo de proliferacion aparecen en la Figura 10. Los histogramas superpuestos en la Figura 10A
representan la proliferacion de las células CAR-4-1BB CAR-T y la falta de proliferacién en las células T TRC KO de
control negativo en dos relaciones E:T diferentes. Algo mas de la mitad de las células T CAR-4-1BB proliferaron en
respuesta a las células diana CD19+, mientras que el 13% se dividié en las muestras de control. Los histogramas
superpuestos de la Figura 10B muestran las tasas de proliferacion de las células CAR-4-1BB frente a las células CAR-
N1. En cada cultivo aparecen frecuencias aproximadamente iguales de células divididas. Los histogramas
superpuestos en la Figura 10C muestran las tasas de proliferacion de las células T CAR-4-1BB en comparacién con
las células T CAR-NG6. El N6 favorece la proliferacion en el 77% de las células, mientras que el 4-1BB lo hace en el
56%. A continuacion aparece una tabla con las frecuencias de las células divididas en cada cultivo.

Tabla 2. Frecuencia de division de las células CAR-T en cocultivo con células tumorales portadoras de

antigeno.
Variante de sefializacion % dividido
4-1BB 56,2
N1 55,1
N6 77,4
TRC- (CAR-) 13,3

3. Conclusiones

Las pantallas lentivirales identificaron a N6 como un candidato principal en un esfuerzo por identificar dominios de
sefalizacion alternativos y/o superiores para incorporar en un constructo CAR. Este experimento demostro la
capacidad de los novedosos dominios de sefializacion para funcionar en un escenario de insercion dirigida de una
sola copia en lugar del escenario de insercion aleatoria/nUmero de copias variable tipico de la entrega lentiviral. Este
soporte de datos demuestra que se pueden disefiar y suministrar variantes funcionales de sefializacion. Es importante
destacar que se encontré que N6 superaba a 4-1BB como transductor de sefales coestimulatorias junto con CD3z
tras el encuentro con el antigeno.

Ejemplo 5

Eficacia de células T CAR que portan dominios coestimuladores 4-1BB y N6 en un modelo murino de
xenoinjerto de linfoma de células B diseminado.

1. Preparacion de células CAR-T e inyeccion en ratones portadores de tumores

El propdsito de este estudio fue evaluar la eficacia de las células T CAR de ingenieria para expresar constructos CAR
anti-CD 19 que contienen el dominio coestimulador N6 y comparar estas células con las células T CAR con un dominio
coestimulador 4-1BB incorporado en el CAR.

Las secuencias CAR anti-CD 19 con dominios coestimuladores 4-1BB o N6 se clonaron en el plasmido pDIl y se
utilizaron para producir vectores virales AAV6. La expresion del elemento CAR estaba controlada por el promotor JeT
y el transgén estaba flanqueado por brazos de homologia TRAC para permitir la insercion genética dirigida en el locus
TRAC cuando esta plantilla donante se entregaba junto con la endonucleasa especifica del sitio TRC1-2x.87EE. Esta
plantilla donante de transgenes CAR estaba flanqueada por secuencias de repeticion terminal invertida para permitir
el empaquetamiento en particulas AAV6.

Para el dominio coestimulador N6, se produjeron dos transgenes CAR diferentes y se empaquetaron en diferentes
vectores AAV para la prueba. Estos dos elementos CAR que contienen N6 contenian diferentes secuencias de
poliadenilacion (PoliA) utilizadas en el extremo 3' del transgén CAR para evaluar si estas secuencias PoliA afectaban
a la funcion de las células T CAR. La secuencia de poliA utilizada en los constructos 7241 (4-1BB) y 7205 (N6) fue
una secuencia de poliA de SV40 que comprende la SEQ ID NO: 33. La secuencia poliA utilizada en el constructo 7206
(N6) es una secuencia SV40 bi-poliA que tiene una primera secuencia que comprende SEQ ID NO: 34 y una segunda
secuencia que comprende SEQ ID NO: 35. La Tabla 3 describe las caracteristicas de los constructos CAR utilizados
en este estudio, que se ilustran en la figura 11. Las secuencias de los vectores utilizados para generar los AAV que
codifican el constructo 7241 (4-1BB), el constructo 7205 (N6) y el constructo 7206 (N6), se proporcionan en las SEQ
ID NO: 36-38, respectivamente.
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Tabla 3. Vectores AAV

Nombre del vector AAV | Promotor | scFv | Dominio coestimulador | Dominio de activacion | Secuencia PoliA

7205 JeT FMC63 Novel6 N6 CD3¢ SV40 PoliA
7206 JeT FMC63 Novel6 N6 CD3¢ SV40 Bi-PoliA
7241 JeT FMC63 4-1BB CD3¢ SV40 PoliA

Las células T cebadas fueron electroporadas con ARNm de TRC1-2x87EE. El suministro de acido nucleico se llevo a
cabo utilizando un Nucleofector 4D de Lonza. Tras la electroporacion, las células fueron transducidas de forma
simulada o con vectores AAV6 que portaban plantillas de donantes con transgenes CAR anti-CD 19 que incluian
dominios coestimuladores 4-1BB o N6.

Las células T editadas se cultivaron en un medio XVIVO-15 (Lonza) complementado con un 5% de suero humano
combinado y 30ng/ml de IL-2 (Gibco). Las células se cultivaron durante 5 dias antes de la deplecion magnética de las
células CD3+ no editadas utilizando un kit de seleccién positiva de CD3 humano (StemCell Technologies). Las células
se cultivaron durante 3 dias mas.

Los ratones NSG (n=5 por grupo) fueron inyectados con 2e5 células Raiji que expresaban luciferasa de luciérnaga
(Raji-ffluc). Tres dias después, los ratones fueron inyectados con 1e6 células TCR KO de control cada uno, o con 1e6
células T CAR producidas utilizando los vectores 7205 (N6), 7206 (N6) o 7241 (4-1BB). En los dias indicados, los
ratones vivos fueron inyectados por via i.p. con sustrato de Luciferina (150 mg/kg en solucién salina), anestesiados, y
la actividad de luciferasa se midié después de 7 minutos usando VIS SpectrumCT (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los
datos se analizaron y se exportaron con el programa informatico Living Image 4.5.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA). La
intensidad de la sefal de luminiscencia esta representada por la radiacion en p/seg/ cm2/sr. El flujo total también se
calculd con el software Living Image 4.5.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA) utilizando todo el animal como region de
interés. Los ratones fueron monitorizados para detectar sintomas de progresiéon de la enfermedad y se les aplicé la
eutanasia cuando fue necesario segun criterios predefinidos.

2. Resultados del modelo de xenoinjerto murino

El resultado del modelo de xenoinjerto murino de linfoma de células B diseminado que evalua la eficacia de los
constructos CAR descritos en la Tabla 3 se muestra en las Figuras 12-14.

El injerto y el crecimiento de las células Raji-ffluc en los ratones de control que recibieron células TCR KO fue visible
mediante imagenes ventrales y dorsales de los ratones en el dia 7 después de la inyeccion de Raji-ffluc, y se observé
un rapido crecimiento de las células Raji en estos ratones como se indica por el aumento de la sefial de luminiscencia
en el dia 10 y el dia 16 (Figura 12, Figura 13A y Figura 13C). Por el contrario, el tratamiento de ratones con células T
CAR portadoras de los constructos 7205 (N6), 7206 (N6) y 7241 (4-1BB) produjo un retraso en el crecimiento del tumor
(Figura 12 y Figura 13). El crecimiento de Raiji se detecté aproximadamente a partir del dia 20 en un subgrupo de
ratones de los grupos 7205 (N6) y 7241 (4-1BB) de CAR T, tal y como se evidencio en las imagenes dorsales y
ventrales de los animales. Sin embargo, en el grupo de tratamiento 7206 (N6) CAR T, no se observo un crecimiento
apreciable del tumor durante los 40 dias del estudio.

Como se muestra en la Figura 14, los 5 ratones del grupo de control TRC KO fueron eutanasiados en el dia 19 debido
a la rapida aparicion de los sintomas relacionados con la enfermedad, incluyendo la paralisis completa de las
extremidades posteriores. Sin embargo, el tratamiento con células T CAR producidas con los vectores 7205 (N6) y
7206 (N6) mejord la supervivencia de los ratones, y todos los ratones de estos grupos seguian vivos en el dia 40 (un
ratén del grupo 7206 fue retirado del estudio debido a una muerte no relacionada con el crecimiento del tumor o la
infusion de CAR T). Los ratones tratados con el constructo CAR 7241 que contiene 4-1BB también prolongaron este
tiempo de supervivencia de los ratones de este grupo de tratamiento, con un raton que requirié la eutanasia en el dia
38, y los otros cuatro ratones permanecieron vivos hasta el dia 40 del estudio.

3. Conclusiones

El tratamiento de ratones injertados con células Raji-ffluc CD19* con células T CAR anti-CD 19 que expresan CARs
de segunda generacion que llevan el dominio coestimulador N6 (en las configuraciones 7205 y 7206) dio como
resultado una supervivencia prolongada de los ratones y una reduccion dramatica de la carga tumoral en comparacion
con los ratones que recibieron células TCR KO. Es importante destacar que, hasta el dia 40 del estudio, el constructo
7205 (N6) parecia tener un rendimiento comparable al del 7241 4-1BB que contenia CAR, y el constructo 7206 (N6)
parecia superar tanto a las configuraciones 7205 (N6) como al 7241 (4-1BB) en términos de supresion duradera del
crecimiento de las células Raji. En general, estos datos confirman los hallazgos in vitro de que el dominio coestimulador
N6 es funcional como dominio coestimulador y apoya la capacidad de las células T CAR para matar a objetivos CD19*
in vivo, de acuerdo con los experimentos que evaluan la actividad in vitro de los constructos. Ademas, los constructos
que llevan el dominio coestimulador N6 igualaron o superaron la actividad de un constructo CAR T con el dominio
coestimulador 4-1BB.
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Ejemplo 6
Caracterizacion de un CAR de tercera generacidon que comprende multiples dominios coestimuladores

1. Produccion de células T CAR que expresan un CAR de tercera generacion

Se prepararon otros constructos para evaluar los novedosos dominios coestimuladores abarcados por la invencién
como parte de un CAR de tercera generacion, en el que los dominios de sefalizacion intracelular incluyen dos dominios
coestimuladores y un dominio de sefalizacion CD3-C.

En ciertos ejemplos, se prepardé un CAR anti-CD 19 de tercera generacion que comprendia, de 5' a 3, la secuencia
sefal (SEQ ID NO: 16), scFv especifico de CD19 basado en FMC63 (SEQ ID NO: 17), y los dominios bisagra y
transmembrana de CD8 (SEQ ID NO: 18) descrito anteriormente, seguido de un dominio coestimulador MyD88 (SEQ
ID NO: 39; secuencia obtenida de WO 2016/036746), un dominio coestimulador N6 (SEQ ID NO: 8) y un dominio de
sefalizacion CD3-¢ (SEQ ID NO: 19). La secuencia de sefales SV40 bi-poliA que comprende la SEQ ID NO: 34 y
SEQ ID NO: 35 se situé 3' corriente abajo de la secuencia CAR. Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, la
secuencia que codifica este constructo se cloné en el plasmido pDl, y la expresion de la CAR fue controlada por el
promotor JeT. Ademas, el transgén estaba flanqueado por brazos de homologia TRAC para permitir la insercién génica
dirigida en el locus TRAC cuando esta plantilla donante se entregaba junto con la endonucleasa especifica del sitio
TRC1-2x.87EE. Esta plantilla donante de transgenes CAR estaba ademas flanqueada por secuencias de repeticion
terminal invertida. En la Figura 15 se ilustra una plantilla donante de MyD88/N6 CAR, y la secuencia de un vector que
comprende la plantilla donante se proporciona como SEQ ID NO: 40.

En algunos experimentos, la plantilla donante de CAR se entregara como ADN linealizado tras la linealizacion del
plasmido pDI. En otros casos, la plantilla del donante se empaquetara en particulas AAV6 para su administracion viral.

2. Evaluacion de las células T CAR MyD88/N6 para la eliminacion de células, la proliferacion y la secreciéon de
citoguinas

En algunos experimentos, las células T CAR MyD88/N6 se producen como se describié anteriormente en el Ejemplo
4 mediante nucleofeccion de células T cebadas con un plasmido plantilla CAR linealizado, la meganucleasa TRC 1-
2x.87EE y el ARNsi STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de acidos nucleicos intracelulares. Las
células T CAR MyD88/N6 se cultivan y expanden como se describe.

Las células T CAR MyD88/N6 se caracterizan por su capacidad de eliminacion de células, proliferacion y secrecion de
citoquinas. Para evaluar la capacidad de eliminacidon de células y la proliferacion, las células T CAR MyD88/N6 se
someten a una prueba de estrés inducida por antigeno como se describe en el Ejemplo 3 anterior, en la que las células
T CAR MyD88/N6 se co-cultivan con células K562 de ingenieria para expresar CD19 (células "K19") en varias
relaciones efectoras:objetivo. La proliferacion también se evalia como se describe en el Ejemplo 4, etiquetando las
células con CellTrace Violet y co-cultando con células K19 portadoras de antigeno en varias relaciones
efectoras:objetivo. La secrecion de citoquinas (por ejemplo, IL-2, TNFa e IFNy humanos) se determina como se
describe en el Ejemplo 2 anterior tras el cocultivo con células K19 en varias relaciones efectoras:objetivo.

Se llevan a cabo experimentos similares que examinan la matanza de células, la proliferacién y la secrecion de
citoquinas utilizando la transduccion de particulas AAV recombinantes para la entrega de la plantilla del donante CAR
a las células T cebadas, que se nucleofectan ademas con ARNm que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87EE.

3. Proliferacion de células T CAR MyD88/N6

Para comparar la funcion de los dominios coestimuladores N6 y MyD88/N6 en las células T CAR, se nucleofectd ADN
plasmidico linealizado que expresaba el dominio coestimulador N6 o el novedoso CAR de tercera generacion que
contenia el dominio coestimulador MyD88/N6 en células T humanas junto con la endonucleasa especifica del sitio
TRC1-2x.87EE y el ARNsi STING. El constructo de codificacion MyD88/N6 CAR se ilustra en la Figura 15. v que
codifica el N6 CAR se denomina 7206 y se proporciona como SEQ ID NO: 38. El constructo que codifica el CAR
MyD88/N6 se denomina 7240 y se proporciona como SEQ ID NO: 40.

Tras la nucleofeccién, las células se cultivaron en medios X-Vivo (Lonza) suplementados con 5% de FBS y 30 ng/ml
de IL-2 (Gibco) durante 5 dias. El dia 5, las células T CD3" restantes se marcaron utilizando el kit de seleccion positiva
de CD3 humano Il (StemCell Technologies) y se eliminaron magnéticamente segun las recomendaciones del
fabricante. Las fracciones restantes de CD3 agotadas se volvieron a suspender en medios X-Vivo suplementados con
10 ng/ml de IL-15 y 3 ng/ml de IL-21 (Gibco) y se cultivaron durante 2 dias mas. Para preparar las muestras para el
ensayo, las células T 2e® de las condiciones N6 y MyD88/N6, asi como las células T de control tratadas tnicamente
con TRC1-2x.87EE, se marcaron in vitro con una solucion de 2 uM de solucién de Cell-trace Violet (CTV). Tras la
incubacion, se evalud la consistencia del etiquetado del CTV vy las frecuencias de las células T CAR en el citometro
de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa tras la tincion con CD19-Biotin Fc (Acro Biosystems) y Streptavidin PE (BD).
Para el ensayo de proliferacion, las frecuencias de células T CAR se normalizaron al 1% de la poblacion total de
células T afiadidas, con 2e° células T totales (2e® células T CAR) afiadidas a pocillos duplicados en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos en medio X-Vivo sin suplemento de citoquinas. Para evaluar la proliferacion de células T CAR
especificas de antigeno, se afiadieron 4e® células K19 a un pocillo con 4e® células K562 afiadidas al segundo para
calcular la proliferacion no especifica de fondo. Las células se mezclaron y se incubaron durante un total de 6 dias.
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En el dia 6 post-cultivo, las células se centrifugaron y se lavaron dos veces con PBS. Para analizar la proliferacion de
subconjuntos individuales de células T, las muestras se tifieron con los anticuerpos CD4 BV711 y CD8 BV785
(Biolegend), asi como con el colorante fantasma BV510 (TONBO biosciences) para excluir las células muertas.
Después de la tincidn, se ejecutaron las muestras y se recogieron los datos en el citbmetro de flujo Becton-Dickinson
LSR:Fortessa.

4. Resultados de los estudios de proliferacion

Los resultados del ensayo de proliferacion comparando los dominios costimuladores N6 y MyD88/N6 se muestran en
la Figura 16. Para medir la proliferacion de fondo de las poblaciones negativas de CAR, se comparo la dilucion del
CTV en las células T derivadas de la muestra de control sélo nucleofectada con TRC en pocillos co-cultivados con
células K19 o K562. Es importante destacar que ambos subconjuntos de células T mostraron niveles similares de
proliferacion no especifica en presencia de K19 (sombreado claro) y de células K562 (sombreado oscuro), lo que
sugiere que cualquier proliferacion era independiente de CD19 (Figura 16A y 16B). En comparacion, tanto las células
T CD4* como las CD8" nucleofectadas con ADN plasmidico linealizado que expresa el dominio coestimulador N6
mostraron una mayor diluciéon del CTV en presencia de células K19 en comparacion con los controles K562, lo que
indica una proliferacion sustancial especifica del antigeno (Figura 16C y 16D). En particular, la misma evaluacion
realizada en las células T que expresan el dominio coestimulador MyD88/N6 también mostré una mayor proliferacion
de las células T CAR en respuesta a las células K19 (Figura 16E y 16F). La dilucion global del CTV fue menor en las
células T que expresaban MyD88/N6 en comparacioén con las células T CAR que expresaban el dominio coestimulador
N6 solo; sin embargo, la expresién de cualquiera de los dos dominios coestimuladores dio lugar a una mayor dilucion
del CTV en comparacion con las células T de control solo TRC.

5. Conclusiones

La nucleofeccion de células T cebadas con ADN plasmidico linealizado que expresa el dominio coestimulador N6 o el
MyD88/N6 de tercera generacion dio lugar a células T CAR que fueron capaces de proliferar, segun lo indicado por la
dilucién del CTV, de una manera especifica al antigeno. Ademas, la proliferacion se produjo en los subconjuntos de
células T CD4* y CD8* y por encima del fondo observado en las células de control que no expresan CAR. En conjunto,
este estudio demostré que tanto N6 como MyD88/N6 pueden funcionar como dominios coestimuladores en las células
T CAR.

Ejemplo 7

Caracterizacidon de novedosos dominios coestimuladores en un constructo inducible

1. Produccidon de células T CAR que expresan un CAR de primera generacion y un constructo inducible que
comprende un novedoso dominio coestimulador

Se prepararon otros constructos para evaluar los novedosos dominios coestimuladores abarcados por la invencién
como parte de un constructo coestimulador inducible, que se coexpresa con un CAR anti-CD19 de primera generacion
que comprende un dominio de sefalizacion CD3-C.

En ciertos ejemplos, se prepard un constructo que comprendia, de 5' a 3', un casete de expresion para un constructo
coestimulador inducible, un elemento T2A y un casete de expresién CAR que codificaba un CAR anti-CD 19 de primera
generacion.

La primera generacion de CAR anti-CD 19 codificada por el casete de expresion de CAR incluia, de 5'a 3, la secuencia
sefial (SEQ ID NO: 16), el scFv especifico de CD19 basado en FMC63 (SEQ ID NO: 17), y los dominios bisagra y
transmembrana de CD8 (SEQ ID NO: 18) descrito anteriormente, con una region intracelular que comprende un
dominio de sefalizacion CD3-C (SEQ ID NO: 19). La secuencia de sefiales SV40 bi-poliA que comprende la SEQ ID
NO: 34 y SEQ ID NO: 34 se situd 3' corriente abajo de la secuencia CAR.

El constructo coestimulador inducible incluia, de 5" a 3', un dominio coestimulador N6 solo (SEQ ID NO: 8), o un intrén
T grande de MyD88 (SEQ ID NO: 39), y ORF N6.64 (SEQ ID NO: 8) en tandem, seguido de un dominio Fv que
comprende dos dominios FKBP12v36 de union a ligando en tandem (SEQ ID NO: 41; secuencias obtenidas de WO
2015/123527), que se unen a la pequefia molécula rimiducid para inducir la dimerizacion del constructo y la activaciéon
de la sefializacion coestimuladora.

Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, estos constructos se clonaron en el plasmido pDlI, y la expresion tanto
del constructo coestimulador inducible como del CAR anti-CD 19 se controlé mediante el promotor JeT. Ademas, estos
constructos estaban flanqueados por brazos de homologia TRAC para permitir la inserciéon de genes dirigidos en el
locus TRAC cuando se administran junto con la endonucleasa especifica del sitio TRC1-2x.87EE. Estos constructos
estaban ademas flanqueados por secuencias de repeticion terminal invertida.

En algunos experimentos, la plantilla donante se entregard como ADN linealizado tras la linealizacion del plasmido
pDl. En otros casos, la plantilla del donante se empaquetara en particulas AAV6 para su administracion viral.
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Las células que expresan la CAR anti-CD19 junto con un constructo coestimulador inducible que tiene sélo el dominio
coestimulador N6 se denominan células T CAR iN6. Las células que expresan el CAR anti-CD19 junto con un
constructo coestimulador inducible que tiene los dominios coestimuladores MyD88 y N6 se denominan células T CAR
iMyD88/N6.

2. Evaluacion de células T CAR con constructos inducibles para la eliminacién de células, la proliferaciéony la
secrecion de citoquinas

En algunos experimentos, las células T CAR iN6 o las células T CAR iMyD88/N6 se producen como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 4 mediante nucleofeccion de células T cebadas con un plasmido plantilla linealizado, la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE y el ARNsi STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de acidos
nucleicos intracelulares.Las células T CAR iN6 o las células T CAR iMyD88/N6 se cultivan y expanden posteriormente
como se ha descrito.

Las células T CAR iN6 y las células T CAR iMyD88/N6 se caracterizan por su capacidad de eliminacion de células,
proliferacion y secrecion de citoquinas tanto en presencia como en ausencia de la pequefia molécula rimiducid, que
induce la dimerizaciéon del constructo inducible e inicia la sefalizacion costimuladora en la célula. Para evaluar la
competencia de eliminar células y la proliferacion , las células T CAR se someten a una prueba de estrés inducida
por antigeno como se describe en el Ejemplo 3 anterior, en la que las células T CAR se co-cultivan con células K562
disefiadas para expresar CD19 (células "K19") en varias relaciones efectoras:objetivo. La proliferacion también se
evalua como se describe en el Ejemplo 4, etiquetando las células con CellTrace Violet y co-cultando con células K19
portadoras de antigeno en varias relaciones efectoras:objetivo. La secrecion de citoquinas (por ejemplo, IL-2, TNFa e
IFNy humanos) se determina como se describe en el Ejemplo 2 anterior tras el cocultivo con células K19 en varias
relaciones efectoras:objetivo.

Experimentos similares que examinan la matanza de células, la proliferacion y la secrecion de citoquinas se llevan a
cabo utilizando la transduccion de particulas AAV recombinantes para la entrega de la plantilla del donante a las
células T cebadas, que se nucleofectan ademas con ARNm que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87EE.

3. Proliferacion de células T CAR iMyD88/N6

Para caracterizar la funcionalidad de los novedosos dominios coestimuladores en un constructo inducible, se
nucleofectaron células T cebadas con ADN plasmidico linealizado que expresaba un constructo coestimulador
inducible iMyD88/N6 o, como control, el dominio coestimulador N6 expresado como parte del CAR. Las células se
nucleofectaron ademas con la endonucleasa especifica del sitio TRC1-2x.87EE y el siRNA de STING como se ha
descrito anteriormente. Como control negativo, una muestra separada fue nucleofectada con la endonucleasa
especifica del sitio TRC1-2x.87EE y el siRNA STING solamente. El constructo de la plantilla del donante CAR se ilustra
en la Figura 17. Como se ha descrito anteriormente, el constructo que codifica el N6 CAR se denomina 7206 y se
proporciona como SEQ ID NO: 38. El constructo que codifica el dominio coestimulador iMyD88/N6 se denomina 7235
y se proporciona como SEQ ID NO: 42.

Después de la nucleofeccion, las muestras de células T descansaron durante 6 horas en un medio X-Vivo (Lonza)
suplementado con 5% de FBS y 30 ng/ml de IL-2 (Gibco). A continuacion, las muestras se dividieron por la mitad en
pocillos separados, uno de los cuales recibié rimiducid a una concentracion final de 5 nanomolar y el otro se dejo sin
tratar. Las células se incubaron posteriormente durante 5 dias. El dia 5, las células T CD3* restantes se marcaron
utilizando el kit de seleccion positiva de CD3 humano Il (StemCell Technologies) y se eliminaron magnéticamente
segun las recomendaciones del fabricante. Las fracciones restantes de CD3 se volvieron a suspender en medio X-
Vivo suplementado con 10 ng/ml de IL-15y 3 ng/ml de IL-21 (Gibco). Las muestras que habian recibido rimiducid en
el dia 0 después de la nucleofeccién se enriquecieron con rimiducid fresco a una concentracion final de 5 nanomolar,
mientras que las muestras no tratadas se resuspendieron en X-Vivo suplementado con citoquinas solamente. A
continuacion, las células se incubaron durante 2 dias mas.

Para preparar las muestras para el ensayo, las células T 2e® de las condiciones iMyD88/N6 y N6 que habian recibido
0 no rimiducid, asi como las células T de control tratadas sélo con TRC1-2x.87EE, se marcaron in vitro con una
solucién de 2 uM de solucién de Cell-trace Violet (CTV). Tras la incubacion, se evalué la consistencia del etiquetado
del CTV y las frecuencias de las células T CAR en el citometro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa tras la tincion
con CD19-Biotin Fc (Acro Biosystems) y Streptavidin PE (BD). Las frecuencias de células T CAR se normalizaron al
1% de la poblacion total de células T afiadidas, con 2e® células T totales (2e° células T CAR) afiadidas a dos pocillos
separados en una placa de fondo redondo de 96 pocillos en medio X-Vivo sin suplemento de citoquinas. Un pocillo
recibio entonces 4e° células K19 objetivo, mientras que el otro recibié 4e® células K562 como control. A continuacion,
se afiadid rimiducid a las muestras que habian recibido rimiducid el dia 0 y el dia 5 post-nucleofeccion,
respectivamente. Las células se mezclaron y se incubaron durante un total de 6 dias.

El dia 6 después del co-cultivo, las muestras se tifieron para el analisis de citometria de flujo. Para cuantificar la
proliferaciéon de subconjuntos individuales de células T, las muestras se tifieron con los anticuerpos CD4 BV711y CD8
BV785 (Biolegend), y la exclusion de las células muertas durante el andlisis se produjo mediante la adicion del
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colorante fantasma BV510 (TONBO biosciences) al coctel de tincion. Después de la tincién, se ejecutaron las muestras
y se recogieron los datos en el citometro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa.

4. Resultados de los estudios de proliferacion

Los resultados del ensayo de proliferacion comparando el novedoso constructo coestimulador inducible iMyD88/N6
con el CAR N6 se muestran en las Figuras 18-20. Las células T CD4* y CD8* procedentes de células nucleofectadas
que no expresan TRC mostraron niveles similares de proliferacién no especifica cuando se co-cultivaron con células
K19 (sombreado claro) o K562 (sombreado oscuro) (Figura 18A y 18B).

Por el contrario, la proliferacion de las células T CAR que expresan un CAR N6 fue dependiente del antigeno, ya que
la dilucién del CTV fue mayor cuando se co-cultivo con células K19 (sombreado claro) frente a las K562 (sombreado
oscuro) (Figura 19A y 19C). Ademas, las células T CAR que expresan el CAR N6 no inducible mostraron una
proliferacion sustancial de ambos subconjuntos de células T en presencia (sombreado oscuro) o ausencia (sombreado
claro) de rimiducid y células K19 (Figura 19B y 19D), lo que demuestra que rimiducid no tiene ninguna funciéon en
ausencia de un dominio coestimulador dependiente del interruptor.

En el caso del constructo coestimulador inducible, la proliferacion de las células T CD4* y CD8* que expresan
iMyD88/N6 fue mayor cuando se co-cultivaron con células K19 (sombreado claro) en comparacion con las células de
control K562 (sombreado oscuro) (Figura 20A y 20C). Es importante destacar que el aumento de la dilucién del CTV
dependia de rimiducid (sombreado oscuro) en comparacion con las muestras no tratadas con rimiducid (sombreado
claro) cuando se cultivaban con células K19 para ambos subconjuntos de células T analizados, lo que apoya la funcion
inducible del interruptor iMyD88/N6 (Figura 20B y 20D).

5. Conclusiones

La expresion del novedoso constructo coestimulador inducible iMyD88/N6 en las células T CAR dio lugar a la
proliferacion de células T CD4* y CD8* que fue dependiente del antigeno. Sorprendentemente, la dilucién del CTV en
las células T cultivadas fue mayor en presencia de rimiducid, lo que demuestra la naturaleza inducible de llos
constructos de dominios coestimuladores cuando se expresan en células T CAR. Como el rimiducid no tuvo ningun
efecto sobre la proliferacion de células T CAR cuando el dominio coestimulador se expresa como parte de la CAR,
estos datos apoyan la funcionalidad de los novedosos dominios coestimuladores del interruptor en la funcion de las
células T CAR.
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<210>1

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 1

aaacatagcc gcaaaaaatt tgtgcatctg ctgaaacgcc cgtttattaa aaccaccgge
gcggegcaga tggaagatge gagcagcectge cgetgcccge aggaagaaga aggcgaatge
gatctg

<210> 2

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 2

aaatggggcc gcaaaaaact gctgtatctg tttaaacgece cgtttgegeca gecgattege
accgcgcagg aagaagatge gagecagetge cgetttecgg aagaagaaga aggecaactge
gaactg

<210>3

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 3

aaacatagcc gcaaaaaaat tatttttctg tataaaaacc cgtttatgaa accgaccaac
agcgcgcagg aagaagatgce gagcagctge cgcttteccge aggaagaaga aggecgattge
gatctg

<210> 4

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado
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<400> 4

aaagcgagcc gcaaaaaagc ggcggcggcg gcgaaaagcc cgtttgegag cccggcgage
agcgegcagg aagaagatge gagcagetge cgegegecga gecgaagaaga aggcagctge
gaactg

<210>5

<211>42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 5

Lys His Ser Arg Lys Lys Phe Val His Leu Leu Lys Arg Pro Phe Ile

1 5 10 15

Lys Thr Thr Gly Ala Ala Gln Met Glu Asp Ala Ser Ser Cys Arg Cys
20 25 30

Pro Gln Glu Glu Glu Gly Glu Cys Asp Leu
35 40
<210>6
<211>42
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 6
Lys Trp Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Leu Phe Lys Arg Pro Phe Ala

1 5 10 15

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

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

<210>7

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 7
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Lys His Ser Arg Lys Lys Ile
1 5

Lys Pro Thr Asn Ser Ala Gln
20

Pro Gln Glu Glu Glu Gly Asp
35

<210> 8

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 8

Lys Ala Ser Arg Lys Lys Ala

1 5

Ser Pro Ala Ser Ser Ala Gln
20

Pro Ser Glu Glu Glu Gly Ser

35
<210>9
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 9

Gln Met Glu Asp
1

<210>10

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 10

Gln Glu Glu Asp
1

<210> 11
<211>4
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Ile Phe

Glu Glu
25

Cys Asp
40

Ala Ala

Glu Glu
25

Cys Glu
40

Leu Tyr Lys Asn Pro Phe Met
10 15

Asp Ala Ser Ser Cys Arg Phe
30

Leu

Ala Ala Lys Ser Pro Phe Ala
10 15

Asp Ala Ser Ser Cys Arg Ala
30

Leu
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 11

Glu Glu Glu Gly
1

<210> 12

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 12

Ala Ser Ser Cys Arg Cys Pro Gln
1 5

<210>13

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 13

Ala Ser Ser Cys Arg Phe Pro Glu
1 5

<210> 14

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 14

Ala Ser Ser Cys Arg Phe Pro Gln
1 5

<210> 15

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Sintetizado
<400> 15

Ala Ser Ser Cys Arg Ala Pro Ser
1 5

<210> 16

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 16

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> 17

<211> 242

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 17

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Lys Tyr
20 25 30
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Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Ser

Thr

145

Gln

Glu

Lys

Thr

Gly

225

Ser

Asn

His

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

130

val

Pro

Thr

Asp

Asp

210

Ser

Ser

<210> 18

<211>69

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

Gly

115

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

195

Asp

Tyr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gly

Gly

Gly

Arg

Tyr

180

Ser

Thr

Ala

<223> Sintetizado

<400> 18

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ser

Leu

val

Lys

165

Tyr

Lys

Ala

Met

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gly

val

Ser

150

Gly

Asn

Ser

Ile

Asp
230

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

135

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

215

Tyr
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Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Gly

120

Pro

Pro

Glu

Ala

Val

200

Tyr

Trp

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Ser

Asp

Trp

Leu

185

Phe

Cys

Gly

Gly

Val

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Gln

Tyr

Leu

170

Lys

Leu

Ala

Gln

42

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Thr

Glu

Ser

Gly

155

Gly

Ser

Lys

Lys

Gly
235

val

Ser

60

Ser

Asn

Gly

Val

Leu

140

val

Val

Arg

Met

His

220

Thr

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Gly

Lys

125

Ser

Ser

Ile

Leu

Asn

205

Tyr

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly

110

Leu

Vval

Trp

Trp

Thr

190

Ser

Tyr

Vval

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Gln

Thr

Ile

Gly

175

Ile

Leu

Tyr

Thr

Ile

Gly

Gln

80

Tyr

Ser

Glu

Cys

Arg

160

Ser

Ile

Gln

Gly

Val
240
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Thr

Ser

Gly

Trp

Ile
65

Thr Thr

Gln Pro

Ala Val
35

Ala Pro
50

Thr Leu

<210> 19

<211>112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro

Leu

20

His

Leu

Tyr

<223> Sintetizado

<400> 19

Arg

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Arg

Thr

Val Lys

Asn Gln

Val Leu

35

Arg Arg

50

Lys Met

Arg Gly

Lys Asp

<210> 20

<211> 41

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Phe

Leu

20

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
100

<223> Sintetizado
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Ala Pro Arg Pro

5

Ser Leu Arg Pro

Pro Thr Pro

10

Glu Ala Cys

25

Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala

40

Ala Gly Thr Cys

Cys

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

85

Tyr

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

His

Asp

55

Ser Ala

Glu Leu

Arg Gly

40

Gln Glu

55

Tyr Ser

Asp Gly

Ala Leu

Gly Val Leu

Asp

Asn

25

Arg

Gly

Glu

Leu

His
105

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

920

Met

43

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

Ala

Arg

Cys

Leu
60

Ala

Arg

Glu

Asn

60

Met

Gly

Ala

Pro

Pro

Asp

45

Leu

Tyr

Arg

Met

45

Glu

Lys

Leu

Leu

Thr Ile Ala

15

Ala Ala Gly

30

Ile Tyr Ile

Ser Leu Val

Gln

Glu

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
110

Gln

15

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

95

Pro

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg
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<400> 20

Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu
1

Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr
20

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr
35

<210> 21

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 21

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu

1 5

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln
20

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly
35

<210> 22

<211> 444

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 22

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala
1 5

His Ala Ala Arg Pro Asp Ile
20

Ser Ala Ser Leu Gly Asp Arg
35

Leu

Arg

Arg
40

Leu

Glu

Cys
40

Leu

Gln

vVal
40

His

Lys
25

Ser

Tyr

Glu
25

Glu

Leu

Met
25

Thr
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Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr
10 15

His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro
30

Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met
10 15

Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe
30

Leu

Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
10 15

Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu
30

Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln
45

44



Asp

Val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

145

Leu

Val

Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

Val

Ala

275

Arg

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Vval

Thr

Ala

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Asn
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His

Gly

Asp

Phe

Gly
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Gly

Val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly
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Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Gln

Arg

Thr

20

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

45

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

vVal

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Gly

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Thr

Pro
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Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly
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Lys
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Phe
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Val

Ser

Tyr

Lys

Asn
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Glu

Gly

Tyr

290

Ala

Leu

Arg

Asn

Arg
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Pro

Ala

His

Asp

<210> 23

<211> 485

Cys

Leu

Ser

Glu

355

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Asp

Leu

Ala

340

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

420

Leu

<223> Sintetizado

<400> 23

Met

1

His

Ser

Asp

Ala

Ala

Ala

Ile
50

Leu

Ala

Ser

35

Ser

Pro

Arg

20

Leu

Lys

Ile

Ser

325

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

405

Leu

His

val

5

Pro

Gly

Tyr

Tyr

310

Leu

Ala

Leu

Asp

Leu

390

Ile

Tyr

Met

Thr

Asp

Asp

Leu

295

Ile

vVal

Pro

Gly

Pro

375

Tyr

Gly

Gln

Gln

Ala

Ile

Arg

Asn
55

ES2925644 T3

Trp

Ile

Ala

Arg

360

Glu

Asn

Met

Gly

Ala
440

Leu

Gln

val

40

Trp

Ala

Thr

Tyr

345

Arg

Met

Glu

Lys

Leu

425

Leu

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Pro

Leu

330

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

410

Ser

Pro

Leu

10

Thr

Ile

Gln

46

Leu

315

Tyr

Gln

Glu

Gly

Gln

395

Glu

Thr

Pro

Pro

Gln

Ser

Gln

300

Ala

Cys

Gly

Tyr

Lys

380

Lys

Arg

Ala

Arg

Leu

Thr

Cys

Lys
60

Gly

Arg

Gln

Asp

365

Pro

Asp

Arg

Thr

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Thr

Val

Asn

350

Val

Arg

Lys

Arg

Lys
430

Leu

Ser

Ala

Asp

Cys

Lys

335

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

415

Asp

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Gly

320

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

400

Lys

Thr

Leu

Leu

Gln

Thr



Val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

145

Leu

Val

Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Ile

Gly

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile
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Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

Val

Pro

47

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyxr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly
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305 310 315 320

Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Arg Ser Lys Arg
325 330 335

Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro
340 345 350

Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe
355 360 365

Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro
370 375 380

Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
385 390 395 400

Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro
405 410 415

Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr
420 425 430

Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly
435 440 445

Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln
450 455 460

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

Ala Leu Pro Pro Arg
485

<210> 24

<211> 486

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 24

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 Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu
20 25 30

48



Ser

Asp

val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

145

Leu

Val

Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

vVal

Ala

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

val

Thr

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

Val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala
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Val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

49

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Ser

Gly

val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu



Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 25

<211> 486

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Pro

<223> Sintetizado

<400> 25

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Gly

295

Ile

val

Phe

Gly

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

455

Thr
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280

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

360

Val

Asn

Val

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

Ala

Lys

Thr

50

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Leu

Cys

Gly

335

val

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Asp

Gly

320

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
480



Met

His

Ser

Asp

val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

145

Leu

vVal

Val

Arg

Met

225

His

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Leu

Ala

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

Pro

Arg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

Val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser
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Leu

Gln

val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

51

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyxr

Thr

Gly

Val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Leu

15

Ser

Ser

Gly

val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly



Thr Ser Val Thr
260

Thr Pro Ala Pro
275

Ala Cys Arg Pro
290

Phe Ala Cys Asp
305

Val Leu Leu Leu

Lys Lys Phe Val
340

Ala Ala Gln Met
355

Glu Gly Glu Cys
370

Pro Ala Tyr Gln
385

Gly Arg Arg Glu

Pro Glu Met Gly
420

Tyr Asn Glu Leu
435

Gly Met Lys Gly
450

Gln Gly Leu Ser
465

Gln Ala Leu Pro

<210> 26
<211> 486
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintetizado

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

His

Glu

Asp

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Leu

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Ser

Ala

Gly

295

Ile

vVal

Leu

Ala

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

455

Thr
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Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

Val

Asn

Vval

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Arg

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

250

Thr

Pro

vVal

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

Ala

Lys

Thr

52

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Ile

Cys

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Lys

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Arg

270

Arg

Gly

Thr

His

Thr

350

Gln

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Ser

335

Thr

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Gly

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
480



<400> 26

Met

1

His

Ser

Asp

Val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

Leu

Ala

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

vVal

Trp

Trp

195

Thr

Pro

Arg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

vVal

Pro

Thr

Asp
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Leu

Gln

val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

20

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

53

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

val

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys



225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

val

Lys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln
465

Gln

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met
450

Gly

Ala

<210> 27

Ser

Tyr

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Asn

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Pro

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Leu

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala
470

Arg

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Phe

Ala

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg
455

Thr
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Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

Vval

Asn

val

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Arg

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

Ala

Lys

Thr

54

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr Asp Ala Leu His

475

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Ala

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

His
460

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Gln

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Trp

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

335

Ile

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Arg

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
480



<211> 486

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 27

Met

1

His

Ser

Asp

val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

val

145

Leu

Val

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Leu

Ala

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

val

Trp

Pro

Arg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

vVal

Pro

ES2925644 T3

Leu

Gln

val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

20

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

55

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

val

155

Ser

Gly

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

Leu

15

Ser

Ser

Gly

val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly



Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

Vval

Lys

Ser

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Ile

Gln

355

Asp

Tyr

Arg

Met

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Ile

340

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly
420

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Phe

Glu

Asp

Gln

Glu

405

Gly

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Leu

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Tyr

Ala

Arg

375

Gln

Asp

Pro

ES2925644 T3

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

val

Asn

Vval

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Asn

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg
425

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

Val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

56

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Lys

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

His

Pro

350

Gln

Ala

Leu

Gly

Glu
430

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Ser

335

Thr

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Asn

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu
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Tyr

Gly

Gln

465

Gln

Asn

Met

450

Gly

Ala

<210> 28

<211> 486

Glu Leu

435

Lys Gly

Leu Ser

Leu Pro

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 28

Met

1

His

Ser

Asp

val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Leu Pro

Ala Arg
20

Ser Leu
35

Ser Lys

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

100

Leu Pro
115

Gly Gly

Leu Gln

Gln

Glu

Thr

Pro
485

val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

ES2925644 T3

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile

440

445

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr

455

460

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

Leu

Gln

Val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

20

Thr

Gly

Ser

Leu

57

475

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Val

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Leu

15

Ser

Ser

Gly

val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

480

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser



145

Leu

Val

Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

Val

Lys

Ser

Glu

Pro
385

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Ala

Gln

355

Ser

Tyr

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Ala

340

Glu

Cys

Gln

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Ala

Glu

Glu

Gln

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ala

Asp

Leu

Gly
390

Val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Ala

Ala

Arg

375

Gln

ES2925644 T3

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

Vval

Asn

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

345

Ser

Lys

Gln

val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

58

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr
395

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Ala

Ala

Arg

380

Asn

Pro

Glu

Ala

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Ser

Pro

365

Ser

Glu

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Ala

Pro

350

Ser

Ala

Leu

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Ser

335

Ala

Glu

Asp

Asn

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Ser

Glu

Ala

Leu
400
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Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val

Pro Glu Met

405

Leu Asp Lys

410

Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn

420

425

Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu

435

Gly Met Lys

450

440

Gly Glu Arg Arg Arg

455

Gly Lys Gly

Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr
470

465

Gln Ala Leu Pro Pro Arg

<210> 29
<211> 7464
<212> ADN

485

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 29

cagcagctgg
cctgaatggce
gttttteetg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceeget
gtacgecgece
cgctacactt
cacgttegece
tagtgettta
gccatcgece
tggactcttg
ataagggatt

taacgcgaat

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatgge
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgecce
ggecttteece
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgececgattt

tttaacaaaa

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc
cattaagecge
tagegecege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggecctattg

tattaacgtt

475

caccgatecge
gagcgtcaaa
attgttetgg
gttattacta
ttactecggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctate
gttaaaaaat

tacaatttaa

59

Arg Arg Gly Arg Asp

415

Pro Gln Glu Gly Leu
430

Ala Tyr Ser Glu Ile

445

His Asp Gly Leu Tyr

460

Asp Ala Leu His Met

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gecectcactga
ctttaatecgg
tgctegtcaa
gtggttacge
ttecttecett
ctcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtctatt
gagctgattt

atatttgett

480

agttgecgcag
ttcecatgage
caaggccgat
tattgecgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttececgatt
cacgtagtgg
tectttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt

atacaatctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



cctgtttttg
acggcgegcee
accaaaggte
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gcecttatate
caaaacctet
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttecactgaa
agtccatcac
acttgccage
gttggggcaa
teccagaaccee
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttge
gacgcgecgg
tttgttecegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctecegtac
tggeggegge

ggtegecacet

gggcttttet
gggttggcca
geeccgacgee
gtggeccaact
ggctcecaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gcectgeatt
atcatggcect
gagcagctgg
cccacagage
agagggaaat
tgacecectgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
geggetegte
gaccgagtaa
cagcagaage
ggcgttecta
aaccttgagce
acattcggtg
agegggggtg

agccagagce
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gattatcaac
ctcecctetet
cgggetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttctcag
aaattcctga
tagegetggg
gagcaatcte
ccattctget
ttgectttget
gttttgaaga
tcaggtttece
cttggccaag
tttctaagat
ccecgececttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggeggaga
gectagtteeg
tggcgctccee
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gccgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
geggetegga

tetecagtcac

cggggtacat
gegegcetege
ccgggeggece
gggttecctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gettagacge
ctggtaatgt
aatgcccage
gggeccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagcet
gectatttece
tccatcactg
cctaacectg
tgagagactc
caaatgtgte
tgaggtctat
tagggcggag
atgggeggtg
tegecageegg
agtgacagcc
gatgactcag
cegggcecage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
getggagatt
ggtcaagtta

gtgcactgtg

60

atgattgaca
tecgetcactg
tcagtgageg
gcegtagatcet
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgectgtga
aggtgttetg
gatagattte
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggect
tgtgcetgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgccgatg
gatttgggte
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttace
tecggtacgg
ttetgtecage
accggaggceg
caggagagceg

tetggagtea

tgectagtttt
aggccgggcg
agcgagegeg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactce
cctttactcet
ataagcagta
ggecegtgaac
cctgagtcece
tgagaccgtg
tccagecectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgegeegtte
attatataag
geggttettg
ctctggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gacecgggett

gtetececaga

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggegece
actageccggg
tgggagaaag
tcaggaggag
cagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgecgga
atacgacgeg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgecaa
ggtaagggca
tgcecagage
cattgeccace
gaatgacacg
ctcagtctet
tgectetteta
tctgccaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag

geccacctteca

tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgegcgaage
tetgtgaceg
atagcaagte
gttcacacge
acttgeggag
aagctcttgt
gacggctget
ttecteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
getttggtge
tetggtceaat
aaaaccctet
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggectcatte
aatcttteece
attgtgeecgg
gggtgtgece

tccaaataac

ggacaaaagt
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gacagccgece
actacaactc
ttttettaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttate
gaggactaga
tgttgttgtt
acattttcaa
cgtgeccgatt
ccgeggacge
ggcgeeggga
gcaagccteg
tggctgagge
acggcttata
aagccttace
tgatgagttt
ttgtgatget
caattcgaat
caacagcatt
cttegecagge
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
tecctgectge
taagecceett
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg

cagggaagggd

tagaaaggge
agctctcaag
gatgaactct
cggcegggagt
tactacccca
tettegecct
cttegectge
gagcttggta
gcagccattc
cccggaggag
accecgcettac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggcett
acctcgatga
ggacaaacca
attgetttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttecttg
actecctectga
aaacagtgag

aaggtggcag

ctgectttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt
ccattctagt

aatgtgtttt

ctectectgaag

61

ttagagtgge
agccgectcea
ctccagactg
tacgcaatgg
gccecacgte
gaggcttgea
gacatctaca
ataacgctct
atgcgtccceg
gaggagggceg
cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccaccgega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tecgcaacaa
acaccttett
cttcaggaat
ttggtggtct
cettgttetg
gagagggeac
tcagactgtt
cctectectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagce
aactcagggt

aaatgctact

tgggggttat

ccatcattaa
acgacaccgc
actactgggg
ccecccacgece
ggeeccgegge
tetgggeace
actgcaageg
ttcagacgac
gttgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gecctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
geccgcttega
gcagtgaaaa
tataagectge
atctgacttt
cceccageccea
ggccaggtte
cggecttate
gcagtceccaga
gtggceccage
tgcecettac
ttteteecectg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtecag
tgagaaaaca

tgaagatacce

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



agececctacceca
ctegeteget
cggectcagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttcte
ttatgctectg
ttggatgttg
ccgecatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tatteccettt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tecgeecgeata
tecttacggat
cactgecggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggecggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga

ccaagtttac

ctaggtgaag

agggecaggga
cactgaggcce
gagcgagecga
ctaccectete
tgactgtete
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcectga
tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtcet
agacgaaagg
tettagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
getgaagate
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattcte
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagcegtg
ggcgaactac
gttgecaggac
ggagceggtg
teceecgtateg
cagatcgetg
tecatatatac

atcectttttg
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gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgegecagag
cggcatgaat
cggectttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgeggtattt
gtacaatctg
acgcgceccectg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttee
agttgggtge
gttttegeee
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcect
acaccacgat
ttactctage
cacttectgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtge
tttagattga

ataatctcat

tgatggagtt
agceccgggeg
agggagtgge
ttatcagceta
caccegtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattett
tetecttacg
ctctgatgee
acgggcttgt
catgtgtcag
acgectattt
ttttegggga
gtatcecgete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcet
cggaggaccg
tgatcgttgg
gectgtagea
tteceecggecaa
cteggeecett
tcgeggtate
cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt

gaccaaaatce

62

ggeccactccee
tecgggegacce
caacggcgeg
gaacggttga
aatctttace
tttatcecttg
ttggtacaac
tgecttgeet
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgctececegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatecgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat

ccttaacgtg

tetetgegeg
tttggtegece
cctgcaggte
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct
gtatgattta
gtatttecaca
gccagccceg
catccgetta
cgtcatcace
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecect
cgcetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgegeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat

agttttegtt

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600
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ccactgagecg
gecgegtaate
ggatcaagag
aaatactgte
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggggt
cctacagcegt
tceggtaage
ctggtatctt
atgctegtcea
cctggecettt
ggataacecgt
gcgecagcgag
cgegegttgg
<210> 30
<211> 7464
<212> ADN

tcagacceeg
tgectgettge
ctaccaactce
cttetagtgt
ctegetetge
gggttggact
tegtgecacac
gagctatgag
ggcagggtceg
tatagtcecctg
ggggggegga
tgectggecett
attaccgect
tcagtgageg

ccgattcecatt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 30

cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcccget
gtacgcgece
cgctacactt
cacgttcgee

tagtgettta

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatgge
cttctactca
tgegtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgece
ggctttececece

cggcacctceg
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tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcctatggaa
ttgectcacat
ttgagtgage
aggaagcgga

aatg

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttecctg
cgaggaaagc
cattaagcge
tagecgeeccege
gtcaagctct

accccaaaaa

caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttececcgaa
gcgcacgagg
ccacctectga
aaacgccagc
gttcttteet
tgataccget

agagcgeccca

caccgatecge
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactecggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggcgggtgtg

tecettteget

aaatcggggg

acttgattag

63

tettgagate
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gectgecagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegte
aacgcggect
gegttatccee
cgecgcagec

atacgcaaac

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gectcactga
ctttaatcgg
tgctegtcaa
gtggttacge
ttectteecctt
ctcecctttag

ggtgatggtt

ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatace
ctgtagcacce
gcgataagte
ggtcgggcetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattectgt
gaacgaccga

cgecctcetece

agttgcgcag
ttcecatgage
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggtteccgatt

cacgtagtgg

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gcecategecee
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggecgegee
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gecttatate
caaaacctcet
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttecactgaa
agtccatcac
acttgccage
gttggggcaa
tcecagaacce
tetgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttge
gacgcgecgg
tttgttecgg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat

attacactca

tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcegattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggcca
gcccgacgee
gtggeccaact
ggctecaact
agctctcatt
tttgecaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaaccte
gatgtacagt
tattgctggg
geectgeatt
atcatggecect
gagcagctgg
cccacagagce
agagggaaat
tgaccctgcee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
geggetegte
gaccgagtaa
cagcagaage

ggegttecta
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tttttegeee
gaacaacact
cggectattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctececctetet
cgggctttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttetecag
aaattcctga
tagegetggg
gagcaatctce
ccattctget
ttgetttget
gttttgaaga
tcaggtttee
cttggeccaag
tttctaagat
ccegeccttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggeggagt
tgggeggaga
gctagtteeg
tggecgeteee
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac

geegatttte

tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gegegetege
ccgggcggee
gggttcectac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge
ctggtaatgt
aatgcceage
gggecttttt
agatcctatt
ttgagtggeca
attgatagcet
gctatttecece
tccatcactg
cctaaccctg
tgagagactc
caaatgtgte
tgaggtctat
tagggeggag
atgggcggtg
tegeageecgg
agtgacagce
gatgactcag
cegggcecage
agttaagttg

gggttecggt

64

gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tegctcactg
tcagtgagcg
gagtagatet
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgetgtga
aggtgttctg
gatagattte
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggect
tgtgectgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgccgatg
gatttgggte
ttacttttac
actacctctt
caggacatct

ctcatttace

teeggtacgg

tetttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgetagtttt
aggcecgggceg
agcgagegcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccacte
cctttactet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtece
tgagaccgtg
tccagectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgecgeegtte
attatataag
geggttettg
ctctggegtt
ccctatectge
caaaatactt
acacgtcgag

actacagect

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gacaatcagt
gctecegtac
tggeggegge
ggtcgecacct
ctacggggta
ctggggaagt

ggacaacagt

tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggegee
actagccggg
tageccgeaaa
gcagatggaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtecgegga
atacgacgeg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca
tgececagage
cattgeccacc
gaatgacacg
ctcagtctet
tgctctteta

tectgccaaaa

aaccttgage
acatteggtg
agcgggggtg
agccagagcc
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgegegaage
tctgtgaccg
atagcaagtce
gttcacacge
acttgeggag
aaatttgtge
gatgcgagca
ttetecteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
gectttggtge
tetggtceaat
aaaaccctct
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctceatte

aatcttteee
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aggaggacat
ggggaactaa
gcggctcgga
tetecagtcac
gacagccgece
actacaacte
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttate
gaggactaga
tgttgttgtt
atctgectgaa
gctgeegetg
ccgeggacge
ggcgecggga
gcaagccteg
tggctgagge
acggcttata
aagccttace
tgatgagttt
ttgtgatget
caattcgaat
caacagcatt
cttegecagge
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
tectgectge
taagcceccett

agctcactaa

cgeccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaaggge
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tettegeccet
cttegectge
gagcttggta
acgeccegttt
ccegecaggaa
acccgcettac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggcett
acctcgatga
ggacaaacca
attgetttat
ttaaategga
attccagaag
tgtttecttg
actecctetga
aaacagtgag
aaggtggcag
ctgeectttge
ctccaagttg

gtcagtctca

65

ttetgtecage
accggaggcg
caggagagcg
tetggagteca
ttagagtgge
ageccgectca
ctccagactg
tacgcaatgg
geccccacgte
gaggcttgeca
gacatctaca
ataacgctct
attaaaacca
gaagaaggcg
cagcagggte
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tecacegega
ggtaccageg
caactagaat
ttgtaaccat
teecgecaacaa
acaccttcectt
cttcaggaat
ttggtggtet
ccttgttetg
gagagggcac
tecagactgtt
cctetectta

cgcagtcact

agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggett
gtctcecaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgce
actactgggg
cccccacgcee
ggeeccgegge
tectgggecace
actgcaaaca
ccggegegge
aatgcgatct
agaaccagct
agcgtagagg
gecctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gcegettega
gcagtgaaaa
tataagctge
atctgacttt
cceccagecca
ggccaggtte
cggecttate
gcagtccaga
gtggceccage
tgecececettac
ttteteccetg

cattaaccca

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttea
ageccctacea
ctecgeteget
cggecctcagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttcte
ttatgctctg
ttggatgttg
ccgeatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcecettt
agtaaaagat
cageggtaag
taaagttctg
tegeegeata
tettacggat
cactgcggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggecggataaa

tgataaatcet

attgtgeecgg
gggtgtgcce
tccaaataac
ggacaaaagt
agggcaggga
cactgaggce
gagcgagcga
ctaccctete
tgactgtete
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcctga
tgecactctca
acacccgcetg
gtgaccgtct
agacgaaagqg
tettagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
gctgaagate
atcecttgaga
ctatgtggcg
cactattcte
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgecaggac

ggageeggtyg
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cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgcgcagag
cggcatgaat
cggectttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgecggtattt
gtacaatctg
acgcgcecectg
ccgggagctg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeecttee
agttgggtge
gttttegeee
cggtattatce
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage

cacttetgeg

agegtgggte

caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctetetgaag
tgatggagtt
agcccgggeg
agggagtgge
ttatcagecta
caccegtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt
tetecttacg
ctectgatgee
acgggcttgt
catgtgtcag
acgectattt
ttttegggga
gtatcecgete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgecagtgcet
cggaggaccg
tgatcgttgg
gectgtagea
ttcecggecaa
cteggeecett

tegeggtate

66

tgaagtggag
tgggggagce
aactcagggt
aaatgctact
ggccactcee
tecgggecgace
caacggcgeg
gaacggttga
aatctttace
tttateccttg
ttggtacaac
tgecttgect
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgctececgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgecgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget

attgecagcac

gaattaaaaa
catctgtcag
tgagaaaaca
tgaagatacce
tetetgegeg
tttggtegee
cctgcaggtce
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct
gtatgattta
gtatttcaca
gccageecceg
catccgcetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecct
cgcetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagce
cgttgcgcaa
actggatgga

ggtttattge

tggggccaga

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360
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tggtaagcecce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gecgegtaate
ggatcaagag
aaatactgtce
gecctacatac
gtgtcttacce
aacggggggt
cctacagegt
teceggtaage
ctggtatctt
atgctegtcea
cctggecttt
ggataaccgt
gcgecagegag
cgegegttgg
<210> 31
<211> 7464
<212> ADN

teceegtateg
cagatcgcectg
tcatatatac
atcectttttg
tcagacceeg
tgectgettge
ctaccaactce
cttectagtgt
ctecgetetge
gggttggact
tecgtgecacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcecctg
ggggggegga
tgectggecett
attacecgect
tcagtgagceg

ccgattecatt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 31

cagcagctgg
cctgaatgge
gtttttectyg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg

agctceeget

cgtaatagecg
gaatggaatt
ttgcaatgge
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt

ctgattctaa
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tagttatcta
agataggtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatecctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcctatggaa
ttgectcacat
ttgagtgage
aggaagcgga

aatg

aagaggccceg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg

cgaggaaagce

cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttecececgaa
gcegecacgagg
ccacctetga
aaacgccagc
gttettteet
tgataceget

agagecgccca

caccgatcge
gagcgtcaaa
attgttetgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatce

acgttatacg

67

agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tecttgagate
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgecagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccecag
cttgagegte
aacgcggect
gegttateccece
cgecgeagece

atacgcaaac

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gectcactga
ctttaatecgg

tgectegtecaa

ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatace
ctgtagcace
gcgataagte
ggtcgggcetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattetgt
gaacgaccga

cgectcectece

agttgecgecag
tteccatgage
caaggecgat
tattgcgaca
ttataaaaac
cctectgttt

agcaaccata

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464

60

120

180

240

300

360

420



gtacgecgecece
cgctacactt
cacgttecgee
tagtgcttta
gcecatcgece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cetgtttttg
acggcgegee
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agteccatcac
acttgccage
gttggggcaa
tcecagaacce
tetgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttge
gacgegeegg

tttgtteecgg

tgtageggeg
gccagcgece
ggcttteccece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcecgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggcca
geeccgacgece
gtggeccaact
ggctecaact
agctctecatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaaccte
gatgtacagt
tattgetggg
gcectgeatt
atcatggcect
gagcagetgg
cccacagage
agagggaaat
tgaccctgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca

aaagccacca
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cattaagecge
tagcgeccge
gtcaagctcet
accccaaaaa
tttttegeee
gaacaacact
cggecctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctcecctetet
cgggetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttetcag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatcte
ccattetget
ttgctttget
gttttgaaga
tcaggtttee
cttggccaag
tttetaagat
ccegeccttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggeggaga
gctagtteeg

tggegetcee

ggegggtgtg
tccttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctate
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gegegetege
ccgggeggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagccetgg
gatgtaagga
gcttagacgc
ctggtaatgt
aatgecccage
gggececttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
getatttece
tccatcactg
cctaacectg
tgagagacte
caaatgtgte
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tegecageegg

agtgacagcece

68

gtggttacge
ttctteectt
ctceetttag
ggtgatggtt
gagteccacgt
tecggtctatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tegetecactg
tcagtgagceg
gcgtagatcet
cagtttatta
ctaggaaggt
gectgetgtga
aggtgttctg
gatagattte
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggcect
tgtgcetgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagceg
aacgccgatg
gatttgggte

ttacttttac

gcagegtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tetttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggecgggeg
agcgagegeg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggeca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccacte
cctttactet
ataagcagta
ggecgtgaac
cctgagtcecece
tgagacegtg
tccagecetgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgecgecgtte
attatataag
geggttettg

ctetggegtt

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



attattgcac
ttctttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctececgtac
tggeggegge
ggtcgcacct
ctacggggta
ctggggaagt

ggacaacagt

tatttactac
tcagggecact
agctccaacg
gggecggegece
actagececggg
gagccgcaaa
gcaggaagaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtegegga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggea
tgceccagage

cattgeccacce

geggctegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcegttecta
aaccttgage
acattcggtg
agcegggggtg
agccagagcece
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgegegaage
tetgtgaceg
atagcaagtce
gttcacacge
acttgeggag
aaagcggegg
gatgcgagca
tteteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
getttggtge
tetggtcaat

aaaaccctcet

ES2925644 T3

ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gececgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
geggetcgga
tetecagtecac
gacagccgec
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agccecttate
gaggactaga
tgttgttgtt
cggeggegaa
gctgeegege
ccgeggacge
ggcgeecggga
gcaagccteg
tggctgagge
acggcettata
aagccttace
tgatgagttt
ttgtgatget
caattcgaat
caacagcatt
cttegeagge
gatgtctaaa

ttttactaag

gatgactcag
ccgggecage
agttaagttg
gggtteceggt
cgecacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcegggagt
tactacccca
tettegeect
cttegectge
gagcttggta
aagcccegttt
gccgagegaa
acccgcttac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggett
acctcgatga
ggacaaacca
attgetttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttecttg
actcctctga

aaacagtgag

69

actacctctt
caggacatct
ctcatttace
tecggtacgg
ttetgtecage
accggaggcg
caggagagcg
tetggagtcea
ttagagtggc
agccgectceca
ctccagactg
tacgcaatgg
geccccacgte
gaggcttgeca
gacatctaca
ataacgctct
gcgagecegg
gaagaaggca
cagcagggte
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tecacegega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tccgcaacaa
acaccttcett
cttcaggaat
ttggtggtet

ccttgttetg

ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggett
gtctcecaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgce
actactgggg
cccccacgece
ggceccgegge
tectgggeace
actgcaaagc
cgagcagcge
gctgegaact
agaaccagct
agcgtagagg
gectgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gecgcettega
gcagtgaaaa
tataagetge
atctgacttt
cceccagecca
ggccaggtte
cggecttate

gcagtccaga

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



gaatgacacg
ctcagtctct
tgectetteta
tetgecaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttea
agecectaccea
ctecgeteget
cggcctcagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttcte
ttatgctctg
ttggatgttg
ccgeatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcecettt
agtaaaagat
cageggtaag
taaagttctg
tcgecgeata
tettacggat
cactgecggee

gcacaacatg

ggaaaaaagce
ccaactgagt
ggcctecatte
aatctttece
attgtgeegg

gggtgtgcce

tccaaataac
ggacaaaagt
agggecaggga
cactgaggcecce
gagcgagcga
ctaccctete
tgactgtete
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcectga
tgecactetceca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tettagacgt
ttectaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
gctgaagate
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacag

aacttactte

ggggatecatg
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agatgaagag
tcectgectge
taagccccett
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgegcagag
cggcatgaat
cggectttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgcggtattt
gtacaatctg
acgcgccectg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttee
agttgggtge
gttttegeee
cggtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat

taactegecet

aaggtggeag
ctgecctttge
ctccaagttg
gtcagtectceca
caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctetetgaag
tgatggagtt
agcceccgggeg
agggagtggc
ttatcagcecta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt
tctecttacg
ctetgatgee
acgggcttgt
catgtgtcag
acgecctattt
ttttecgggga
gtatecegete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtget
cggaggaccyg

tgategttgg
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gagagggecac
tcagactgtt
cctetectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagee
aactcagggt
aaatgctact
ggeccactcecee
tecgggegace
caacggcgeg
gaacggttga
aatctttace
tttatcettg
ttggtacaac
tgecttgect
catctgtgeg
gecatagttaa
ctgctececgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgecgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggeaag
tcaccagtca
gccataacca

aaggagctaa

gaaccggage

gtggececage
tgecececcttac
ttteteectg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtcag
tgagaaaaca
tgaagatacce
tetetgegeg
tttggtegee
cctgcaggte
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagcet
gtatgattta
gtatttcaca
gccagcceeg
catccgetta
cgtcatcace
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt

tgaatgaage

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



10

cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gecgegtaate
ggatcaagag
aaatactgtce
gcctacatac
gtgtecttace
aacggggggt
cctacagegt
teceggtaage
ctggtatett
atgctcgtca
cctggecettt
ggataaccgt
gcgecagcegag
cgegegttgg
<210> 32
<211> 164
<212> ADN

gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggageceggtg
teceegtateg
cagatcgcectg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacceceg
tgectgettge
ctaccaacte
cttctagtgt
ctegetetge
gggttggact
tegtgecacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggegga
tgctggecett
attaccgect
tcagtgageg

ccgattcecatt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 32

ES2925644 T3

acaccacgat
ttactctage
cacttectgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatecctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gecctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage
aggaagcgga

aatg

gectgtagea
tteceeggeaa
ctecggeectt
tecgeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttececcgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttectttect
tgataccgcet

agagecgccca

atggcaacaa
caattaatag
cecggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tettgagate
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgecagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttceccag
cttgagegte
aacgcggcect
gecgttatccece
cgecgeagec

atacgcaaac

cgttgegecaa
actggatgga
ggtttattge
tggggecaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatace
ctgtagcacc
gcgataagte
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattectgt
gaacgaccga

cgecctcetece

gggcggagtt agggcggagce caatcagcgt gecgeccgttce gaaagttgee ttttatgget

gggcggagaa tgggcggtga acgccgatga ttatataagg acgcgccggg tgtggecacag

ctagttcegt cgcagecggg atttgggteg cggttettgt ttgt

<210> 33
<211>122
<212> ADN

71

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464

60

120

164



10

15

20

25
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 33

taagatacat tgatgagttt ggacaaacca caactagaat gcagtgaaaa aaatgcttta
tttgtgaaat ttgtgatgct attgectttat ttgtaaccat tataagetge aataaacaag
tt

<210> 34

<211>135

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 34

gatccagaca tgataagata cattgatgag tttggacaaa ccacaactag aatgcagtga
aaaaaatgcet ttatttgtga aatttgtgat gctattgett tatttgtaac cattataage
tgcaataaac aagtt

<210> 35

<211> 181

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 35

tgagtttgga caaaccacaa ctagaatgca gtgaaaaaaa tgctttattt gtgaaatttg
tgatgctatt gctttatttg taaccattat aagctgcaat aaacaagtta acaacaacaa
ttgcattcat tttatgtttc aggttcaggg ggaggtgtgg gaggtttttt aaagcaagta
a

<210> 36

<211> 7521

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 36

cagcagetgg cgtaatageg aagaggecceg caccgatege ccttceeccaac agttgegeag

cctgaatgge gaatggaatt ccagacgatt gagcgtcaaa atgtaggtat ttccatgage

72

60

120

122

60

120

135

60

120

180

181

60

120



gttttteetg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctececeget
gtacgcgece
cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gccatecgecece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgegece
accaaaggtce
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
geccttatate
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccage
gttggggcaa

teccagaacce

ttgcaatgge
cttctactca
tgcgtgatgg
attectggegt
ctgattctaa
tgtageggeg
gccagecgecce
ggctttecee
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgeecgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggcca
gcccgacgece
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctce
gatgtacagt
tattgetggg
gecctgeatt
atcatggect
gagcagctgg
cccacagage
agagggaaat

tgaccectgee
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tggeggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc
cattaagcge
tagegecege
gtcaagctcet
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggectattg
tattaacget
gattatcaac
ctecectcetet
cgggetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tetttetecag
aaattcctga
tagegetggg
gagcaatcte
ccattetget
ttgetttget
gttttgaaga
tcaggtttece
cttggccaag
tttctaagat
cecegeeccttg
gagatcatgt

gtgtaccage

attgttetgg
gttattacta
ttactecggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggegggtgtg
tecettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegetege
ccgggeggece
gggttcectac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge
ctggtaatgt
aatgecccage
gggecttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctattteccece
teccatcactg
cctaaccctg

tgagagacte

73

atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaategg
tgctcgtcaa
gtggttacge
ttettecett
ctecectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tecggtctatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tecgetecactg
tcagtgagcg
gegtagatcet
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgetgtga
aggtgttetg
gatagattte
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggect
tgtgecetgte
gtataaagca
gecatectggac
atcctettgt

taaatccagt

caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttcegatt
cacgtagtgg
tetttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggcegggeg
agcgagcgeg
catattectgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgectcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccacte
cctttactet
ataagcagta
ggecegtgaac
cctgagtece
tgagaccgtg
tecagectgg
cccacagata

gacaagtctg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



tetgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttge
gacgegecgg
tttgttecgg
ttattgcacg
tetttaggeg
aactggtate
ttacactcag
acaatcagta
ctececegtaca
ggeggeggea
gtegecaccta
tacggggtat
tggggaagtg
gacaacagta
atttactact
cagggcactt
gctccaacga
ggcggcgeeg
ctagececggga
gggagaaaga
caggaggagyg
agagtgaagt
tacaacgagt
agggaccegg
gaactccaga
cgtcgeggaa
tacgacgege
gacatgataa

tgetttattt

caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacat
cggctcgtcece
accgagtaac
agcagaagce
gegttectag
accttgagca
cattcggtgg
gcgggggtgg
gececagagect
catggatacg
aaaccacata
agtcgcaggt
gegcgaagea
ctgtgaccgt
tagcaagtca
ttcacacgeg
cttgeggagt
agctcttgta
acggctgctce
tetetegete
taaacctggg
agatgggagg
aggacaagat
agggacacga
tgcacatgeca
gatacattga

gtgaaatttg
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gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggeggaga
gctagttceeg
ggcgctcecca
tgacatacag
aatatettge
ggacggaaca
ccgatttteg
ggaggacatc
gggaactaag
cggcteggag
ctcagtcacg
acagccgect
ctacaactca
tttcttaaag
ctactactac
atccagcact
gcccttatcet
aggactagac
gttgttgttg
cattttcaag
gtgcecgatte
cgecggacgea
gcgecegggag
caagcctegg
ggctgaggeg
cggcttatac
agccttacca
tgagtttgga

tgatgectatt

caaatgtgte
tgaggtctat
tagggeggag
atgggeggtg
tegecagecgg
gtgacagcct
atgactcaga
cgggecagece
gttaagttge
ggttccggtt
gccacctact
ctggagatta
gtcaagttac
tgcactgtgt
agaaagggct
gctctcaaga
atgaactcte
ggegggagtt
actaccccag
cttegeecectg
ttegectgeg
agcttggtaa
cagecattea
ccggaggagyg
cecgettace
gagtacgacg
agaaagaacc
tactcggaga
caggggcettt
cctegatgag
caaaccacaa

getttatttg

74

acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgeccgatg
gatttgggte
tacttttace
ctacctcttc
aggacatcte
tecatttacca
ccggtacgga
tectgtecagea
ccggaggegg
aggagagcgg
ctggagtcag
tagagtggcet
gccgectcac
tccagactga
acgcaatgga
ccccacgtcee
aggcttgcag
acatctacat
taacgctcta
tgegteccegt
aggagggcgyg
agcagggtca
tgttagacaa
ceceaggaggyg
ttggtatgaa
ccaccgegac
gtaccagecgg
ctagaatgea

taaccattat

gattctgatg
agcaacagtg
tgegeegtte
attatataag
geggttettg
tectggegtta
cctatctgct
aaaatactta
cacgtcgaga
ctacagecctg
gggcaacacg
tggcageggt
accgggettg
teteccagac
gggggttatc
catcattaag
cgacaccget
ctactggggt
ccccacgeca
gcccgcggeg
ctgggcacca
ctgcaagcegt
tecagacgact
ttgcgaactce
gaaccagcta
gcgtagaggt
cctgtacaac
gggcgagaga
caaggacaca
cegegateca
gtgaaaaaaa

aagctgcaat

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



aaacaagtta
gaggtttttt
atgtgcaaac
taagggcage
cccagagcte
ttgeccaccaa
atgacacggg
cagtctctee
ctcttctagg
tgccaaaaaa
aatcactgat
cagatgaggg
gggaaaagtce
caccttcagg
ccctaccaag
cgctegetea
gecctcagtga
aaaatagcta
ggtgatttga
ggcattgecat
gcttcteceeg
tgectectgagg
gatgttggaa
catatggtge
ccecgccaaca
acaagctgtg
acgcgcgaga
aatggtttet
tttattttte
gcttcaataa

teecetttttt

acaacaacaa
aaagcaagta
geccttcaaca
tttggtgecet
tggtcaatga
aaccctettt
aaaaaagcag
aactgagtte
cctcattcta
tettteccag
tgtgceggea
gtgtgeccag
caaataactt
acaaaagtca
ggcagggaga
ctgaggcecge
gecgagegage
cecctcteegg
ctgtecteecgg
ttaaaatata
caaaagtatt
ctttattget
ttectgatge
actctcagta
ccegetgacg
accgteteeg
cgaaagggcce
tagacgtcag
taaatacatt
tattgaaaaa

gecggecatttt
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ttgcattcat
aactggtact
acagcattat
tegecaggetg
tgtctaaaac
ttactaagaa
atgaagagaa
ctgectgect
agccccttet
ctcactaagt
catgaatgca
aggaagcacc
cagattggaa
gggaagggct
ggaccaattg
ccgggcaaag
gcgcagagag
catgaattta
cctttetecac
tgagggttcet
acagggtcat
taattttget
ggtattttet
caatctgete
cgecectgacg
ggagetgeat
tegtgatacg
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat

geccttectgt

tttatgttte
agtacggatc
teccagaagac
tttecttget
tectetgatt
acagtgagcece
ggtggcagga
geetttgete
ccaagttgcc
cagtctcacg
ccaggtgttg
attctagttg
tgtgttttaa
ctctgaagaa
atggagttgg
ccegggegte
ggagtggcca
tcagctagaa
ccgtttgaat
aaaaattttt
aatgtttttg
aattetttge
cecttacgeat
tgatgcegea
ggcttgtetg
gtgtecagagg
cctattttta
tecggggaaat
teegetecatg
gagtattcaa

ttttgetcac
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aggttcaggg
cgcaacaaat
accttcttce
tcaggaatgg
ggtggtcteg
ttgttectgge
gagggcacgt
agactgtttg
tctecttatt
cagtcactca
aagtggagga
ggggagccca
ctcagggttg
atgctacttg
ccactcecte
gggcgacctt
acggcgegece
cggttgaata
ctttacctac
atccttgegt
gtacaaccga
cttgectgta
ctgtgcggta
tagttaagce
ctceceggeat
ttttecacegt
taggttaatg
gtgcgeggaa
agacaataac
catttecegtg

ccagaaacgce

ggaggtgtgg
ctgactttge
ccagcccagg
ccaggttctg
gecttatceca
agtccagaga
ggcccagect
cccecttactg
tectecectgte
ttaacccacce
attaaaaagt
tetgtecaget
agaaaacagc
aagataccag
tetgegeget
tggtcgceceg
tgecaggttca
tcatattgat
acattactca
tgaaataaag
tttagecttta
tgatttattg
tttecacaccg
agccccgaca
ccgettacag
catcaccgaa
tcatgataat
ccectatttg
cctgataaat

tegecettat

tggtgaaagt

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



aaaagatgct
cggtaagatce
agttctgceta
ccgeatacac
tacggatgge
tgeggeccaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggce
ggataaagtt
taaatectgga
taagcectcece
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtccett
tacataccte
tettaceggg
ggggggtteg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctegtecaggg
ggcettttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gcgttggeeg
<210> 37
<211> 7464
<212> ADN

gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattectcaga
atgacagtaa
ttacttectga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
geeggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccecgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctetgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgteg
gggecggagee
tggeettttg
accgectttg
gtgagcgagg

attcattaat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

ES2925644 T3

tgggtgcacg
ttegeeceega
tattatceceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctecgecttga
ccacgatgece
ctctagette
ttetgegete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgcecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttececgaaggt
cgtagttagg
tecectgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacget
caggagageg
ggtttecgeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga

g

agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcece
tgagtactca
cagtgctgee
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcccttecg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttcet
accgctacca
aactggcette
ccaccactte
agtggctget
accggataag
gcgaacgace
tececcgaaggg
cacgagggag
cctetgactt
cgccagcaac
cttteectgeg
tacecgectege

gecgcccaata

76

atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
cecggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcett
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gegecageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttecagggg
gagegtcgat
gecggectttt
ttateccectg
cgcagccgaa

cgcaaaccgce

atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgeca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggagge
ttattgetga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttecea
tttttetgeg
gtttgeegga
agataccaaa
tagcaccgee
ataagtegtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttect
attctgtgga
cgaccgagcg

ctctececge

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7521



<400> 37

cagcagctgg
cctgaatgge
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceceget
gtacgcgece
cgctacactt
cacgttegece
tagtgettta
geccatecgece
tggactcecttg
ataagggatt
taacgecgaat
cctgtttttg
acggecgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gecttatate
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta

ttattaagta

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgecaatgge
cttctactceca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtageggeg
gccagcgecce
ggcttteeccece
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgececgattt
tttaacaaaa
gggecttttet
gggttggcca
gccecgacgcee
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctce
gatgtacagt
tattgetggg

gecectgeatt

ES2925644 T3

aagaggcccg
ccagacgatt
tggecggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc
cattaagecge
tagcgeeccge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegeee
gaacaacact
cggecctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctcectetet
cgggetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tetttetecag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatcte
ccattctget
ttgetttget
gttttgaaga

tcaggtttcece

caccgatecge
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggegggtgtg
tcettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegetege
ccgggceggec
gggttecctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gecttagacge
ctggtaatgt
aatgcccage
gggccttttt
agatcctatt

ttgagtggca

77

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcectcactga
ctttaatecgg
tgetegtcaa
gtggttacge
ttcttecett
ctcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtetatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tegetcactg
tcagtgagecg
gcegtagatcet
cagtttatta
ctaggaaggt
gectgetgtga
aggtgttcetg
gatagattte
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga

ggccaggect

agttgecgcag
tteccatgage
caaggccgat
tattgecgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagegtgac
cctttetege
ggttcecgatt
cacgtagtgg
tectttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgectagtttt
aggeecgggeg
agcgagcgceg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactet
ataagcagta

ggccgtgaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



gttecactgaa
agtccatcac
acttgccage
gttggggcaa
tececagaacce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttge
gacgcgecgg
tttgtteegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctecegtac
tggeggegge
ggtcgecacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggegece
actagceggg
gagccgcaaa
gcaggaagaa
gagagtgaag
atacaacgag

tagggacceg

atcatggect
gagcagctgg
cccacagage
agagggaaat
tgacecetgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
geggetegte
gaccgagtaa
cagcagaage
ggcegttecta
aaccttgagc
acattcggtg
agcegggggtg
agccagagcce
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgegegaage
tctgtgaccg
atagcaagte
gttcacacge
acttgeggag
aaagcggcgg
gatgcgagca
ttcteteget

ttaaacctgg

gagatgggag

ES2925644 T3

cttggccaag
tttctaagat
ccecgeccttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggeggagt
tgggeggaga
gctagtteeg
tggcgcetceccee
ctgacataca
caatatettg
cggacggaac
gcecgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
geggetegga
tctcagtcac
gacagccgece
actacaactc
ttttettaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttate
gaggactaga
tgttgttgtt
cggceggcegaa
gctgeegege
ccegeggacge
ggegeecggga

gcaagecteg

attgatagcet
gctatttcece
tcecatcactg
cctaaccctg
tgagagacte
caaatgtgte
tgaggtctat
tagggcggag
atgggeggtg
tcgecageecgg
agtgacagcce
gatgactcag
cegggecage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
getggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggce
agctctcaag
gatgaactct
cggegggagt
tactacccca
tecttegeect
cttegeetge
gagettggta
aagcccgttt
gccgagcgaa
accecgettac
ggagtacgac

gagaaagaac

78

tgtgecetgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgeecgatg
gatttgggte
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctecatttace
tecggtacgg
ttctgtcage
accggaggeg
caggagagceg
tctggagtca
ttagagtgge
ageccgectceca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgea
gacatctaca
ataacgetet
gcgageccgg
gaagaaggca
cagcagggte
gtgttagaca

ccccaggagyg

cctgagtecece
tgagaccgtg
tcecageetgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgegeecgtte
attatataag
geggttettg
ctctggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggecagegg
gaccgggett
gtctececcaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgce
actactgggg
cccecacgee
ggccecgegge
tectgggeace
actgcaaage
cgagcagcgce
gctgecgaact
agaaccagct
agcgtagagg

gectgtacaa

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



cgaactccag
acgtecgegga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca
tgceccagage
cattgeccace
gaatgacacg
ctcagtctet
tgectetteta
tectgccaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttca
agccctacca
ctecgeteget
cggectecagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttcte
ttatgetetg
ttggatgttg
ccgecatatgg
acacccgecca
cagacaagct

gaaacgcgeg

aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
getttggtge
tctggtcaat
aaaaccctct
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctecatte
aatctttcee
attgtgcegg
gggtgtgece
teccaaataac
ggacaaaagt
agggcaggga
cactgaggce
gagcgagcga
ctaccctete
tgactgtete
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattecctga
tgcactcteca
acaccecgetg
gtgacegtcet

agacgaaagg

ES2925644 T3

tggetgagge
acggcttata
aagccttacce
tgatgagttt
ttgtgatgcet
caattcgaat
caacagcatt
cttegecagge
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
teectgectge
taagcccecett
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gceccgggeaa
gcgegcagag
cggcatgaat
cggeetttet
atatgagggt
attacagggt
gettaatttt
tgeggtattt
gtacaatctg
acgegecectg
cegggagetg

gecctegtgat

gtactcggag
ccaggggctt
acctcgatga
ggacaaacca
attgectttat
ttaaategga
attccagaag
tgtttecttg
actcctctga
aaacagtgag
aaggtggcag
ctgeetttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctctctgaag
tgatggagtt
agcecgggeg
agggagtgge
ttatcagceta
caccegtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattett
tctecttacg
ctetgatgee
acgggcettgt
catgtgtcag

acgcctattt

79

attggtatga
tccacegega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tcegcaacaa
acaccttett
cttcaggaat
ttggtggtcet
cecttgttetg
gagagggcac
tcagactgtt
cctetectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagce
aactcagggt
aaatgctact
ggccactcce
tegggegace
caacggcgeg
gaacggttga
aatctttace
tttatcettg
ttggtacaac
tgecettgeet
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgetecegg
aggttttecac

ttataggtta

agggcgagag
ccaaggacac
gccgettega
gcagtgaaaa
tataagectge
atctgacttt
ccccagecca
ggccaggtte
cggeccttatce
gcagtccaga
gtggcccage
tgecececcettac
ttteteecetg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtecag
tgagaaaaca
tgaagatacce
tetetgegeg
tttggtegee
cctgecaggte
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct
gtatgattta
gtatttcaca
gccagececceg
catcegetta
cgtecatcace

atgtcatgat

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcecettt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcegecegeata
tettacggat
cactgcggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagceg
gcgegtaate
ggatcaagag
aaatactgte
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggggt
cctacagegt
teceggtaage
ctggtatctt
atgctegtea
cetggeettt

ggataaccgt

gcgecagegag
cgegegttgg
<210> 38
<211> 7523
<212> ADN

tettagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
getgaagate
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattete
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgecaggac
ggagceggtg
tcecegtatceg
cagatcgetg
tecatatatac
atcctttttg
tcagacccceg
tgetgettge
ctaccaacte
cttectagtgt
ctecgetcetge
gggttggact
tegtgecacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgetggeett

attacecgecect

tcagtgageg aggaagcgga agagcgcecca atacgcaaac cgectetece

ES2925644 T3

caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecettee
agttgggtge
gttttegeee
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactectage
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agcecgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa

ttgetecacat

ttgagtgage

ccgattcatt aatg

ttttegggga
gtatccgetce
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcet
cggaggaccg
tgatcgttgg
gectgtagea
tteecggeaa
cteggeectt
tecgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gettecegaa
gcgeacgagg
ccacctectga
aaacgccage
gttetttect

tgataceget
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aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatecgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtceca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tecttgagatce
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgeage
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagecgtce
aacgcggect
gegttateee

cgecgeagee

gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgeccet
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaage
cgttgecgeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacce
ctgtagecace
gcgataagte
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacge
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattetgt

gaacgaccga

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464



<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 38

cagcagctgg
cctgaatgge
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceceget
gtacgcgece
cgctacactt
cacgttcegec
tagtgecttta
geccategece
tggactcecttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gecettatate

caaaacctct

cgtaatageg
gaatggaatt
ttgcaatgge
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagceggeg
gccagcgece
ggctttecece
cggcacctcecg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgececgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggcca
gcccgacgec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgecaggtg
gagtaaacgg

atcaatgaga
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aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc
cattaagcge
tagecgecceege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggecctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctecectetet
cgggectttge
ccatcactag
aacatttgtt
tetttetecag
aaattcctga
tagcgetggg

gagcaatcte

caccgatecge
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggcgggtgtg
teettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gegegetege
ccgggeggec
gggttecctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge

ctggtaatgt
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cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gecctcactga
ctttaategg
tgectegtcaa
gtggttacge
ttcttecectt
ctecectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtectatt
gagctgattt
atatttgcett
atgattgaca
tegetecactg
tcagtgageg
gcgtagatcet
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgetgtga
aggtgttctg

gatagattte

agttgecgcag
tteccatgage
caaggccegat
tattgecgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagegtgac
cectttetege
ggttcecgatt
cacgtagtgg
tectttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggecgggeg
agcgagcgeg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgectcaag
atttatagtt

ccaacttaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttecactgaa
agtccatcac
acttgccage
gttggggcaa
teccagaaccee
tectgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttge
gacgegeegg
tttgttecgg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gcteceogtac
tggcggegge
ggtecgeaccet
ctacggggta
ctggggaagt

ggacaacagt

tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggeggcgee
actagceggg

gagccgcaaa

cataaaccte
gatgtacagt
tattgectggg
gecectgeatt
atcatggect
gagcagctgg
cccacagagce
agagggaaat
tgaccectgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggecaca
aaagccacca
gcggetegte
gaccgagtaa
cagcagaage
ggcgttecta
aaccttgage
acattecggtg
agcgggggtg
agccagagee
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgeagg
tgegegaage
tetgtgaceg
atagcaagtc
gttcacacge
acttgeggag

aaagcggcgg
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ccattectget
ttgctttget
gttttgaaga
tcaggtttee
cttggeccaag
tttctaagat
ccecgececttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggecggaga
gctagtteeg
tggegeteec
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gcecgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggetegga
tetecagtcac
gacagccgcece
actacaactc
ttttettaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttatce
gaggactaga
tgttgttgtt

cggecggcecgaa

aatgecceage
gggececttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgataget
gctatttece
tccatcactg
cctaaccectg
tgagagactc
caaatgtgte
tgaggtctat
tagggcggag
atgggeggtg
tegecageecgg
agtgacagce
gatgactcag
cegggecage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
gectggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggegggagt
tactacccca
tcttegeect
cttegeectge
gagettggta

aageeccgttt

82

ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggect
tgtgectgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgececgatg
gatttgggte
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttace
tececggtacgg
ttetgtcage
accggaggceg
caggagagcg
tetggagtea
ttagagtgge
ageccgecteca
cteccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgcea
gacatctaca

ataacgcetet

gcegageccegg

gagaccacte
cctttactet
ataagcagta
ggcegtgaac
cctgagtece
tgagaccgtg
tccagcectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgecgeegtte
attatataag
geggttettg
ctctggegtt
ccctatctge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggett
gtetececaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccge
actactgggg
ccceccacgece
ggccecgegge
tctgggeace

actgcaaage

cgagcagege

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



gcaggaagaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtegecgga
atacgacgeg
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
catgtgcaaa
gtaagggcag
gcccagaget
attgccacca
aatgacacgg
tecagtctete
gctcttetag
ctgccaaaaa
caatcactga
tcagatgagg
tgggaaaagt
ccaccttecag
geccctaccaa
tegetegete
ggecctcagtg
caaaaatagce
atggtgattt
caggecattge
aggcttcetcee

tatgctctga

gatgcgagca
ttetcteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
cgecttcaac
ctttggtgee
ctggtcaatg
aaaccctctt
gaaaaaagca
caactgagtt
gcctcattet
atctttecceca
ttgtgecegge
ggtgtgccea
ccaaataact
gacaaaagte
gggcagggag
actgaggececg
agcgagcgag
taccctetee
gactgtctee
atttaaaata
cgcaaaagta

ggctttattg
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gctgeegege
ccgeggacge
ggecgeeggga
gcaagccteg
tggctgagge
acggcttata
aagccttace
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaactggtac
aacagcatta
ttegeagget
atgtctaaaa
tttactaaga
gatgaagaga
cctgeectgee
aagcccctte
gctcactaag
acatgaatge
gaggaagcac
tcagattgga
agggaaggge
aggaccaatt
ccecgggcaaa
cgegecagaga
ggcatgaatt
ggecctttete
tatgagggtt
ttacagggtce

cttaattttg

gccgagcgaa
acccgcettac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggcett
acctecgatga
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
tagtacggat
ttccagaaga
gttteettge
ctecctetgat
aacagtgagc
aggtggcagg
tgeectttget
tccaagttge
tcagtctcac
accaggtgtt
cattctagtt
atgtgtttta
tetetgaaga
gatggagttg
gceegggegt
gggagtggee
tatcagctag
acccgtttga
ctaaaaattt
ataatgtttt

ctaattettt

83

gaagaaggca
cagcagggte
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tececacecgega
ggtaccageg
actagaatge
gtaaccatta
caggttcagg
ccgcaacaaa
caccttette
ttcaggaatg
tggtggtcete
cttgttetgg
agagggcacg
cagactgttt
ctctecttat
gcagtcactce
gaagtggagg
gggggagccec
actcagggtt
aatgctactt
geccactcect
cgggecgacct
aacggecgege
aacggttgaa
atctttacct
ttatecttge
tggtacaacc

geccttgectg

gctgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gecctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gcegegatee
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
tectgactttg
cccagccecag
gccaggttet
ggeccttatee
cagtccagag
tggeccecagee
gcececttact
ttcteectgt
attaacccac
aattaaaaag
atctgtcage
gagaaaacag
gaagatacca
ctectgegege
ttggtecgecece
ctgecaggtet
tatcatattg
acacattact
gttgaaataa
gatttagett

tatgatttat

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



tggatgttgg
cgcatatggt
cacccgecaa
agacaagctg
aaacgcgega
ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attececctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgeecgeatac
cttacggatg
actgecggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgegtaatet
gatcaagage
aatactgtcce
cctacatacc
tgtettaceg
acggggggtt

ctacagegtg

aattcctgat
gcactctcag
cacccgetga
tgacecgtete
gacgaaaggg
cttagacgte
tctaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tcecttgagag
tatgtggege
actattctceca
gecatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gegaactact
ttgcaggacc
gagcecggtga
ccegtategt
agatcgcetga
catatatact
tecectttttga
cagaccccgt
getgettgea
taccaactcet
ttctagtgta
tegetetget
ggttggacte
cgtgcacaca

agctatgaga
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geggtatttt
tacaatctge
cgegecctga
cgggagetge
cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeectteet
gttgggtgeca
ttttegeccee
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgcctt
caccacgatg
tactctaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gceccagettg

aagegccacg

ctececttacge
tctgatgecg
cgggettgte
atgtgtcaga
cgectatttt
tttecggggaa
tatccgectca
atgagtatte
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgcetg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
teeceggeaac
tecggcecccectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga

ctteeccgaag

84

atctgtgegg
catagttaag
tgctecegge
ggttttcace
tataggttaa
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttececg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagceggtggt
tcagecagage
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcageg
cctacaccga

ggagaaaggce

tatttcacac
ccagccccga
atcegettac
gtecatcaccg
tgtecatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtegeectt
getggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactecggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgcttttttg
gaatgaagcc
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatce
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac

ggacaggtat

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140
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ccggtaageg
tggtatecttt
tgetegteag
ctggecetttt
gataaccgta
cgcagegagt
gegegttgge
<210> 39
<211>172
<212> PRT

gcagggtegg
atagtcctgt

gggggcggag

gctggecttt
ttaccgectt
cagtgagcga

cgattcatta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 39

ES2925644 T3

aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa

atg

Met Ala Ala Gly Gly Pro Gly Ala

1

Thr Ser Ser Leu Pro Leu Ala Ala

20

Leu Ser Leu Phe Leu Asn Val Arg

35

40

Ala Leu Ala Glu Glu Met Asp Phe

50

55

cgcacgaggg
cacctctgac
aacgecagcea
ttetttectg
gataccgcte

gagecgcccaa

Gly Ser Ala

10

Leu Asn Met
25

Thr Gln Val

Glu Tyr Leu

Glu Thr Gln Ala Asp Pro Thr Gly Arg Leu Leu
70

65

Arg Pro Gly Ala Ser Val Gly Arg

85

Gly Arg Asp Asp Val Leu Leu Glu

Cys Gln Lys
115

Leu Gln Val

130

Ala Gly Ile

100

Tyr Ile Leu Lys Gln

120

Ala Ala Val Asp Ser

135

Thr Thr Leu Asp Asp

75

Leu Leu Asp

920

Leu Gly Pro

105

Gln Gln Glu

Ser Val Pro

Pro Leu Gly

85

agctteccagg
ttgagecgteg
acgcggectt
cgttatccecce
gccgcagecg

tacgcaaace

gggaaacgce
atttttgtga
tttacggtte
tgattectgtg
aacgaccgag

gectceteccee

Ala Pro Val Ser Ser

15

Arg Val Arg Arg Arg

30

Ala Ala Asp Trp Thr

45

Glu Ile Arg Gln Leu

60

Asp Ala Trp Gln Gly

80

Leu Leu Thr Lys Leu

95

Ser Ile Glu Glu Asp
110

Glu Ala Glu Lys Pro

125

Arg Thr Ala Glu Leu

140

His Met Pro Glu Arg

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7523
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145
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150

155

Phe Asp Ala Phe Ile Cys Tyr Cys Pro Ser Asp Ile

<210> 40
<211> 8044
<212> ADN

165

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 40

cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceceget
gtacgecgece
cgctacactt
cacgttcegec
tagtgcttta
geccategece
tggactcecttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gececttatate

caaaacctct

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatgge
cttctactca
tgegtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtageggeg
gccagcgece
ggctttecece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgececgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggcca
gcccgacgec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgecaggtg
gagtaaacgg

atcaatgaga

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc
cattaagcge
tagecgecceege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggecctattg
tattaacgtt
gattatcaac
cteectetet
cgggectttge
ccatcactag
aacatttgtt
tetttetecag
aaattcctga
tagcgetggg

gagcaatcte

170

caccgatecge
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactecggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggcgggtgtg
teettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gegegetege
ccgggeggec
gggttecctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge

ctggtaatgt

86

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcectcactga
ctttaatecgg
tgectegtcaa
gtggttacge
ttctteceectt
ctecectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtectatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tecgetecactg
tcagtgageg
gcgtagatcet
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgetgtga
aggtgttctg

gatagattte

160

agttgecgcag
ttcecatgage
caaggccegat
tattgecgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagcegtgac
cectttetege
ggttcecgatt
cacgtagtgg
tectttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggecgggceg
agcgagcgeg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgectcaag
atttatagtt

ccaacttaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccage
gttggggcaa
tccagaacce
tetgectatt
tgtatatcac
ctgtggeetg
cgaaagttge
gacgecgeegg
tttgttcegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gcteccegtac
tggcggegge
ggtegecaccet
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggegece

actagececggg

cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gecctgeatt
atcatggecct
gagcagctgg
cccacagage
agagggaaat
tgaccctgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
geggctegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggegttecta
aaccttgage
acatteggtg
agcgggggtg
ageccagagece
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgegcgaage
tetgtgaceg
atagcaagte
gttcacacge

acttgeggag
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ccattctget
ttgetttget
gttttgaaga
tcaggtttee
cttggeccaag
tttctaagat
ccecgeecttg
gagatcatgt
gtgtaccagc
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagtteceg
tggecgectece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gececgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
geggetcgga
tetecagteac
gacagccgece
actacaactc
ttttecttaaa
actactacta
tatccagcac
agececttate
gaggactaga

tgttgttgtt

aatgcccage
gggecttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttece
tcecatcactg
cctaaccetg
tgagagactc
caaatgtgte
tgaggtctat
tagggcggag
atgggeggtg
tegecagecgg
agtgacagcc
gatgactcag
cecgggecage
agttaagttg
gggtteeggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaaggge
agctctcaag
gatgaactcet
cggcgggagt
tactacccca
tettegeect
cttegectge

gagcttggta

87

ctaagttggg
ccecatgectg
aaataaaaga
ggccaggect
tgtgecetgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgccgatg
gatttgggte
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttace
tecggtacgg
ttetgteage
accggaggcg
caggagagcg
tetggagtea
ttagagtgge
agccgectcea
cteccagactg
tacgcaatgg
gcececacgte
gaggettgea
gacatctaca

ataacgctct

gagaccactce
cctttactet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtece
tgagacegtg
tececagectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgegeegtte
attatataag
geggttettg
ctctggegtt
ccctatectge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggett
gtctececcaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccge
actactgggg
ccecccacgece
ggeecgegge
tectgggcace

actgecatgge

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



tgeaggaggt
ggctgctcte
ggtggcggee
gcaactggag
tggegectet
gctggagetg
ggaggaggct
agagctggeg
tgectteate
ggeggeggceg
cagctgccge
cteecgeggac
ggggcgeegg
aggcaagcct
gatggctgag
cgacggctta
gcaagcctta
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattgcatt
gtaaactggt
acaacagcat
cettegeagg
tgatgtctaa
tttttactaa
cagatgaaga
tteectgectg
ctaagcccct
cagctcacta
gcacatgaat
cagaggaage

cttecagattg

cecggegegyg
aacatgcgag
gactggaccg
acacaagcgg
gtaggecgac
ggacccagca
gagaagcctt
ggecatcacca
tgetattgee
aaaagcccgt
gegcegageg
gcacccgett
gaggagtacg
cggagaaaga
gegtactegg
taccaggggc
ccacctegat
ggacaaacca
attgctttat
cattttatgt
actagtacgg
tattccagaa
ctgttteectt
aactcctctg
gaaacagtga
gaaggtggca
cctgeetttg
tetecaagtt
agtcagtctce
gcaccaggtg

accattctag

gaatgtgttt
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ggtctgegge
tgcggegeceg
cgectggegga
accccactgg
tgectegatet
ttgaggagga
tacaggtgge
cacttgatga
ccagcecgacat
ttgecgageece
aagaagaagg
accagcaggg
acgtgttaga
accecccagga
agattggtat
tttccaccge
gaggtaccag
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttca
atcecgecaaca
gacaccttet
gettcaggaa
attggtggte
gcecttgttet
ggagagggca
ctcagactgt
gcctectectt
acgcagtcac
ttgaagtgga
ttgggggage

taactcaggg

ceceggtetee
cctgtctetg
ggagatggac
caggctgetg
gettaccaag
ttgccaaaag
cgctgtagac
cceccctgggg
cgtcgagaaa
ggcgageage
cagctgcgaa
tcagaaccag
caagcegtaga
gggectgtac
gaagggcgag
gaccaaggac
cggecgegat
gecagtgaaaa
tataagctge
gggggaggtg
aatctgactt
teceecagecee
tggccaggtt
tcggecttat
ggcagtccag
cgtggceccag
ttgececcetta
atttctcect
tcattaaccc
ggaattaaaa
ccatetgtea

ttgagaaaac

88

teccacatecet
ttcttgaacg
tttgagtact
gacgectgge
ctgggecgeg
tatatcttga
agcagtgtcc
catatgecectg
gecgagecgea
gcgcaggaag
ctgagagtga
ctatacaacg
ggtagggace
aacgaactce
agacgtcgeg
acatacgacg
ccagacatga
aaatgecttta
aataaacaag
tgggaggttt
tgcatgtgea
aggtaaggge
ctgeccagag
ccattgccac
agaatgacac
cctcagtete
ctgetettet
gtctgecaaa
accaatcact
agtcagatga
getgggaaaa

agccacctte

cecectteceet
tgecggacaca
tggagatccg
agggacgccce
acgacgtget
agcagcagca
cacggacagc
agcgtttega
aaaaagecggce
aagatgcgag
agttctcteg
agttaaacct
cggagatggg
agaaggacaa
gaaagggaca
cgctgcacat
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagcaa
aacgccttca
agctttggtg
ctetggtcaa
caaaacccte
gggaaaaaag
tccaactgag
aggcctcatt
aaatctttce
gattgtgccg
ggggtgtgee
gtccaaataa

aggacaaaag

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



tcagggaagg
agaggaccaa
cgccecgggcea
agcgcgcaga
cggcatgaat
cggeectttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgcggtattt
gtacaatctg
acgecgeccetg
ccgggagetg
gecctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttee
agttgggtge
gttttegeece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttectgeg
agegtgggte
tagttatcta

agataggtgce

gctectectgaa
ttgatggagt
aagcccgggce
gagggagtgg
ttatcagcta
caccegtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt
tectecttacg
ctctgatgee
acgggecttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttcgggga
gtatcegete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtget
cggaggaceg
tgatcgttgg
gectgtagea
ttececggeaa
cteggeectt
tegeggtate
cacgacgggg

ctcactgatt
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gaaatgctac
tggeccactce
gtcgggcgac
ccaacggege
gaacggttga
aatctttace
tttatcettg
ttggtacaac
tgccttgect
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgeteceecgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttcece
cacccagaaa
tacatcgaac
tttecaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gecataacceca
aaggagctaa
gaaccggage
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa

aagcattggt

ttgaagatac
ctectetgege
ctttggtcge
geectgecaggt
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttaget
gtatgattta
gtatttcaca
gccagcecceg
catcegetta
cgtcatcace
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtecgececct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaage
cgttgegeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga

aactgtcaga

89

cagccctace
gctegetege
ccggectcecag
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttcecte
ttatgetcetg
ttggatgttg
ccgecatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgceg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattceettt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttcetg
tegecgecata
tettacggat
cactgeggee
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaageece
acgaaataga

ccaagtttac

aagggcaggg
tecactgagge
tgagcgagecg
ctaccctcete
tgactgtcte
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcctga
tgcactcteca
acacccgcetg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tettagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
gctgaagate
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattcte
ggcatgacag
aacttactte
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggageeggtyg
tececegtateg
cagatecgectg

tcatatatac

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080
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tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agcecgtagtt
taatcectgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gecctatggaa
ttgectcacat
ttgagtgage
aggaagcgga
aatg
<210> 41
<211> 216
<212> PRT

tttaaaactt
gaccaaaate
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gctteeccgaa
gcgecacgagg
ccacctectga
aaacgccagce
gttetttect
tgataccgcet

agagcgccea

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 41
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catttttaat
ccttaacgtg
tettgagate
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgecagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegte
aacgcggect
gcegttatece
cgecgecagece

atacgcaaac

Gly Val Gln Val Glu Thr Ile Ser

1

Lys Arg Gly Gln Thr Cys Val Val

Gly Lys Lys

35

20

Val Asp Ser Ser Arg

40

Met Leu Gly Lys Gln Glu Val Ile

50

55

Gln Met Ser Val Gly Gln Arg Ala
70

65

ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagte
ggtegggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgce
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattectgt
gaacgaccga

cgectcetecee

Pro Gly Asp
10

His Tyr Thr

25

Asp Arg Asn

Arg Gly Trp

Lys Leu Thr
75

90

ctaggtgaag
ccactgageg
gegegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtecttace
aacggggggt
cctacagegt
teccggtaage
ctggtatcett
atgctegtceca
cctggecettt
ggataacecgt
gcgecagegag

cgcgegttgg

atcetttttg
tcagacececeg
tgctgettge
ctaccaactce
cttectagtgt
ctecgetetge
gggttggact
tegtgecacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtccetg
ggggggegga
tgetggectt
attaccgect
tcagtgageg

ccgattcatt

Gly Arg Thr Phe Pro

15

Gly Met Leu Glu Asp

30

Lys Pro Phe Lys Phe

45

Glu Glu Gly Val Ala

60

Ile Ser Pro Asp Tyr

80

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8044
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Ala Tyr Gly Ala Thr Gly His Pro

85

Leu Val Phe Asp Val Glu Leu Leu

100

Val Glu Thr Ile Ser Pro Gly Asp
115

120

Gln Thr Cys Val Val His Tyr Thr

130

135

Val Asp Ser Ser Arg Asp Arg Asn
150

145

Lys Gln Glu Val Ile Arg Gly Trp

165

Val Gly Gln Arg Ala Lys Leu Thr

180

Ala Thr Gly His Pro Gly Ile Ile
195

200

Asp Val Glu Leu Leu Lys Leu Glu

210
<210> 42
<211> 7760
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 42

cagcagctgg
cctgaatgge
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcccget

gtacgegece

cgtaatagecg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attectggegt
ctgattctaa

tgtageggeg

215

aagaggccceg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc

cattaagecge

Gly Ile Ile
20

Lys Leu Glu
105

Gly Arg Thr

Gly Met Leu

Lys Pro Phe
155

Glu Glu Gly
170

Ile Ser Pro
185

Pro Pro His

caccgatcge
gagegtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tectaaaatee
acgttatacg

ggegggtgtg

91

Pro Pro His Ala Thr

95

Val Glu Gly Val Gln
110

Phe Pro Lys Arg Gly

125

Glu Asp Gly Lys Lys

140

Lys Phe Met Leu Gly

160

Val Ala Gln Met Ser

175

Asp Tyr Ala Tyr Gly
190

Ala Thr Leu Val Phe

205

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaategg
tgctegtcaa

gtggttacge

agttgecgecag
tteecatgage
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteectgttt
agcaaccata

gcagegtgac

60

120

180

240

300

360

420

480



cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gcecategecee
tggactcettg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggegegee
accaaaggtc
cagagaggga
agctggttte
cagagccccg
ggaaatgaga
cctgeegtgt
gattttgatt
aaaactgtge
aactagtggg
tatggctggg
ggcacagcta
ccaccatgge
ccectteecet
tgeggacaca
tggagatccg
agggacgcce
acgacgtget
agcagcagca
cacggacagc
agecgtttcga
aaaaagcgge
aagatgegag

gegtecaagt

gcecagegece
ggctttecece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttecaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggceca
gcccgacgece
gtggccaact
taagatgcta
cecttgteca
tecatgtecta
accagctgag
ctcaaacaaa
tagacatgag
cggagttagg
cggagaatgg
gttcegtcege
tgcaggaggt
ggctgectete
ggtggeggee
gcaactggag
tggcgectet
gctggagetg
ggaggagget
agagctggcg
tgectteate
ggcggeggeg
cagctgeege

cgaaaccatt
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tagegeccge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegeee
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgct
gattatcaac
cteecctetet
cgggetttge
ccatcactag
ttteceegtat
tcactggeat
accctgatee
agactctaaa
tgtgtcacaa
gtctatggac
gcggagccaa
gcggtgaacg
agccgggatt
ccecggegegg
aacatgcgag
gactggaceg
acacaagcgg
gtaggeccgac
ggacccagca
gagaagectt
ggcatcacca
tgctattgee
aaaagcccgt
gegecgageg

agtcceggeg

teettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctate
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gegegetege
ccegggeggee
gggttcctac
aaagcatgag
ctggactcca
tettgtecea
tccagtgaca
agtaaggatt
ttcaagagca
tcagegtgeg
ccgatgatta
tgggtcgegg
ggtetgegge
tgeggegeeg
cgctggegga
accccactgg
tgctegatct
ttgaggagga
tacaggtgge
cacttgatga
ccagcgacat
ttgegagece
aagaagaagg

atggcagaac

92

ttettecett
ctccetttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
teggtetatt
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
tegetecactg
tcagtgagceg
gcgtagatct
accgtgactt
gcetgggttg
cagatatcca
agtctgtctg
ctgatgtgta
acagtgetgt
cegttecgaa
tataaggacg
ttettgtttg
cceggtetee
cctgtetetg
ggagatggac
caggctgctg
gcttaccaag
ttgccaaaag
cgetgtagac
ccecectgggg
cgtcgagaaa
ggcgagcage
cagetgegaa

atttectaaa

cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tetttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgetagtttt
aggecgggeg
agcgagcgeg
catcacgagce
gccagcecca
gggcaaagag
gaaccctgac
cctattcace
tatcacagac
ggcctggage
agttgecettt
cgcegggtgt
ttcectegag
tccacatcct
ttettgaacg
tttgagtact
gacgcctgge
ctgggeegeg
tatatcttga
agcagtgtce
catatgcctg
gcgagcecgcea
gcgcaggaag
ctggtegagg

aggggacaaa

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



catgtgtegt
atcgcaataa
agggcgtgge
catacggcecge
tecgaactgtt
ggcgcacctt
atggaaagaa
agcaggaggt
ccaaactgac
caccacatge
gagggagcet
tececcagtgac
tacagatgac
cttgeecggge
gaacagttaa
tttegggtte
acatecgccac
ctaagctgga
cggaggtcaa
tcacgtgecac
cgcctagaaa
actcagctcet
taaagatgaa
actacggcgg
gcactactac
tatctetteg
tagacttcge
tgttgagett
cegettacea
agtacgacgt

gaaagaacce

ccattataca
acctttcaaa
tcaaatgtcce
taccggacat
gaagctcgaa
ccccaagcege
agttgattce
gatccgagge
tatatctcca
cactctegte
gctgacatgt
agccttactt
tcagactacce
cagccaggac
gttgctecatt
cggttceggt
ctacttetgt
gattacecgga
gttacaggag
tgtgtetgga
gggcttagag
caagagccge
ctetetecag
gagttacgca
cccagccceca
cecctgagget
ctgcgacate
ggtaataacg
gcagggtecag
gttagacaag

ccaggagggce
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ggcatgttgg
ttecatgttgg
gtcggccaac
cccggaatta
gtcgagggag
ggccagacct
tececegggaca
tgggaagaag
gattatgcct
ttecgatgtgg
ggecgatgtgg
ttacctetgg
tecttecctat
atctcaaaat
taccacacgt
acggactaca
cagcagggca
ggcggtggea
ageggaccgg
gtcagtctcee

tggetggggg

ctcaccatca
actgacgaca
atggactact
cgtcececccecea
tgcaggceeceg
tacatctggg
ctctactgea
aaccagctat
cgtagaggta

ctgtacaacg

aggacggcaa
gaaaacaaga
gcgctaaget
ttececectceca
tgcaggtgga
gcgtggtgea
gaaacaagcce
gggttgececca
atggtgccac
agcttctaaa
aggaaaaccce
cgttattatt
ctgettettt
acttaaactg
cgagattaca
gcctgacaat
acacgctccece
gcggtggegg
gettggtege
cagactacgg
ttatctgggg
ttaaggacaa
cegetattta
ggggtcaggg
cgeccagcetcee
cggegggegg
caccactagc
gagtgaagtt
acaacgagtt
gggacccgga

aactccagaa
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aaaggtggac
agtcattagg
caccatcage
cgctaccttg
gactatctce
ctacaccggg
ctttaagttt
gatgagtgtg
tgggcaccca
actggaaccg
aggaccacca
gcacgcggcet
aggcgaccga
gtatcagcag
ctcaggegtt
cagtaacctt
gtacacatte
cggcageggg
acctageccag
ggtatcatgg
aagtgaaacc
cagtaagtcg
ctactgegeg
cacttctgtg
aacgatagca
cgeegttcac
cgggacttge
ctectegetee
aaacctgggg
gatgggagge

ggacaagatg

agtagtagag
ggatgggagg
cccgactacg
gtgtttgacg
ccaggagacg
atgcttgaag
atgctaggcea
ggtcagagag
ggcatcatcc
cgggaaggec
tggatggege
cgteectgaca
gtaacaatat
aagccggacg
cctagecgat
gagcaggagg
ggtgggggaa
ggtggcgget
agecctcetecag
atacgacage
acatactaca
caggttttet
aagcactact
accgtatcca
agtcagccect
acgcgaggac
ggagtgttgt
gcggacgeac
cgeegggagyg
aagcctecgga

gctgaggegt

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



actcggagat
aggggcttte
ctecgatgagg
acaaaccaca
tgetttattt
ttttatgttt
tagtacggat
tteccagaaga
gtttecttge
ctcctcectgat
aacagtgagce
aggtggcagg
tgectttget
gctegetceac
cctcagtgag
aaatagctac
gtgatttgac
gecattgecatt
cttectececge
gctctgagge
atgttggaat
atatggtgeca
ccegecaacac
caagctgtga
cgegegagac
atggtttett
ttatttttet
cttcaataat
ccettttttg
aaagatgctg
ggtaagatce

gttetgetat

tggtatgaag
caccgcgace
taccagecgeg
actagaatge
gtaaccatta
caggttcagg
ccgcaacaaa
caccttette
ttecaggaatg
tggtggtcte
cttgttectgg
agagggcacg
cagactgttt
tgaggecegee
cgagcgagcg
cctcteccgge
tgtcteegge
taaaatatat
aaaagtatta
tttattgcett
tectgatgeg
ctctcagtac
ccgetgacge
ccgtectecgg
gaaagggcct
agacgtcagg
aaatacattce
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt

gtggegeggt
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ggcgagagac
aaggacacat
gcegegatee
agtgaaaaaa
taagetgcaa
gggaggtgtg
tctgactttg
cccagceccag
gccaggttet
ggccttatee
cagtccagag
tggecccagee
gcccaattga
cgggcaaage
cgcagagagg
atgaatttat
ctttectecace
gagggttcta
cagggtcata
aattttgcta
gtattttecte
aatctgctcet
gecectgacgg
gagctgcatg
cgtgatacge
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cctteectgtt
gggtgcacga
tegececgaa

attatcececgt

gtegeggaaa
acgacgcgcet
agacatgata
atgetttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
catgtgcaaa
gtaagggcag
geccagaget
attgccacca
aatgacacgg
tcagtctecte
tggagttgge
ccgggegteg
gagtggccaa
cagctagaac
cgtttgaate
aaaattttta
atgtttttgg
attectttgee
cttacgecatce
gatgeccgeat
gettgtetge
tgtcagaggt
ctatttttat
cggggaaatg
cegetecatga
agtattcaac
tttgctecacce
gtgggttaca
gaacgtttte

attgacgeceg

94

gggacacgac
gcacatgcaa
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
cgeccttcaac
ctttggtgee
ctggtcaatg
aaaccctctt
gaaaaaagca
caactgagtt
cactccctet
ggecgaccttt
cggecgegect
ggttgaatat
tttacctaca
teettgegtt
tacaaccgat
ttgecctgtat
tgtgceggtat
agttaagcca
teecggeate
tttcaccgte
aggttaatgt
tgegeggaac
gacaataacc
atttcegtgt
cagaaacgct
tegaactgga
caatgatgag

ggcaagagca

ggecttatace
gecttaccac
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaactggtac
aacagcatta
ttegeagget
atgtctaaaa
tttactaaga
gatgaagaga
cctgectgee
ctgegegete
ggtecgeeegg
gcaggttcaa
catattgatg
cattactcag
gaaataaagg
ttagctttat
gatttattgg
ttcacaccge
gceccegacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgcecttatt
ggtgaaagta
tctecaacage

cacttttaaa

acteggtege

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180



cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggeg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctecece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatce
tgagegtcag
gtaatctgcet
caagagctac
actgteccette
acatacctceg
cttacegggt
gggggttegt
cagecgtgage
gtaagcggca
tatctttata
tecgtcagggg
geecttttget
aaccgtatta
agcgagtcag

cgttggeega

attctcagaa
tgacagtaag
tacttectgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatecgtagt
tecgetgagat
atatacttta
tttttgataa
acccecgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcee
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggcggagcct
ggececttttge
ccgectttga
tgagecgagga

ttcattaatg

ES2925644 T3

tgacttggtt
agaattatgce
aacgatcgga
tegecttgat
cacgatgect
tctagettee
tetgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctecatgace
aaagatcaaa
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tccgaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgeccacgett
aggagagcgc
gtttegeccac
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tcacatgtte
gtgagctgat

agcggaagag

gagtactcac
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gtagcaatgg
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ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaage
aaacttcatt
aaaatccctt
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actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctectgacttg
gccagcaacg
ttteectgegt
accgctegece

cgceccaatac
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cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccge
cggagctgaa
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tttgtgatge
acggttectg
ttetgtggat
gaccgagcge
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REIVINDICACIONES
1. Un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

2. Un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende un dominio de unién a ligando extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular, en el que dicho dominio intracelular comprende dicho dominio coestimulador
de la reivindicacion 1 y un dominio de sefializacion intracelular.

3. El CAR de la reivindicacion 2, en el que dicho dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de
sefializacion intracelular CD3 C.

4. ElI CAR de la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, en el que dicho dominio transmembrana comprende un dominio
transmembrana CD8 alfa.

5. El CAR de una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que dicho dominio de unién al ligando extracelular
comprende un fragmento variable de cadena unica (scFv).

6. El CAR de una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que dicho dominio de unién al ligando extracelular tiene
especificidad para un antigeno tumoral.

7. Una célula eucariota modificada genéticamente que comprende dicho dominio coestimulador de la reivindicacion 1.

8. Una célula eucariota modificada genéticamente que comprende dicho CAR de una cualquiera de las
reivindicaciones 2-6.

9. La célula eucariota modificada genéticamente de la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8, en la que dicha célula
eucariota modificada genéticamente es una célula T humana modificada genéticamente.

10. La célula eucariota modificada genéticamente de la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8, en la que dicha célula
eucariota modificada genéticamente es una célula asesina natural (NK) humana modificada genéticamente.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y dicha célula T humana
genéticamente modificada de la reivindicacion 9 o dicha célula NK humana genéticamente modificada de la
reivindicacion 10.

12. Una composicion farmacéutica de la reivindicacion 11 para su uso en un procedimiento de inmunoterapia para
tratar el cancer en un sujeto que lo necesita, en el que dicho dominio extracelular de unién a antigeno tiene
especificidad para un antigeno tumoral.
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Dominio SEQ ID NO:
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Expansion de CAR T en cultivo de Raiji
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Expansion de CAR-T en cultivo de Raiji
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Expansion de CAR T CD4
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Muerte de K19 de K799
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7240 MyD88/N6 CD19 CAR

FIGURA 15
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