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DESCRIPCION
Métodos para genomodificacion de linfocitos T alogénicos y altamente activos para inmunoterapia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para desarrollar linfocitos T no alorreactivos genomodificados para
inmunoterapia y, mas especificamente, a métodos para modificar linfocitos T inactivando tanto los genes que codifican
el receptor de linfocitos T como al menos un gen del punto de control inmunitario para liberar el potencial de respuesta
inmunitaria. Este método implica el uso de endonucleasas de sitio de corte infrecuente especificas, en particular
nucleasas TALE (endonucleasa efectora de TAL) y polinucleotidos que codifican dichos polipéptidos, para abordar de
forma precisa una seleccion de genes clave en linfocitos T, que estan disponibles de donantes o de cultivo de células
primarias. La invencion también se refiere a rasgos adicionales, que pueden conseguirse en dichos linfocitos T
genomodificados, tales como preTCRa ("pTalfa") y derivados funcionales de los mismos, receptor quimérico de
antigenos (CAR), CAR multicatenario y su uso de los mismos para potenciar la eficacia de inmunoterapia. La invencién
abre la posibilidad de estrategias inmunoterapéuticas adoptivas convencionales y asequibles para tratar cancer e
infecciones viricas.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia adoptiva, que implica la transferencia de linfocitos T especificos de antigeno autdlogos generados
ex vivo, es una estrategia prometedora para tratar infecciones viricas y cancer. Los linfocitos T usados para
inmunoterapia adoptiva pueden generarse mediante expansion de linfocitos T especificos de antigeno o redireccion
de linfocitos T mediante genomodificacion (Park, Rosenberg et al. 2011). La transferencia de linfocitos T especificos
de antigeno virico es un procedimiento bien establecido usado para el tratamiento de infecciones viricas asociadas
con trasplante y tumores malignos relacionados con virus poco habituales. De forma similar, se ha mostrado que el
aislamiento y transferencia de linfocitos T especificos de tumor tienen éxito en el tratamiento del melanoma.

Se han generado con éxito especificidades novedosas en linfocitos T mediante la transferencia genética de receptores
de linfocitos T transgénicos o receptores quiméricos de antigenos (CAR) (Jena, Dotti et al. 2010). Los CAR son
receptores sintéticos que consisten en un resto de direccion que estd asociado con uno o mas dominios de
sefializacion en una Unica molécula de fusién. En general, el resto de unién de un CAR consiste en un dominio de
union a antigeno de un anticuerpo monocatenario (scFv), que comprende los fragmentos ligeros y variables de un
anticuerpo monoclonal unidos por un enlazador flexible. También se han usado con éxito restos de unién basados en
dominios de receptores o ligandos. Los dominios de sefializacion para CAR de primera generacion proceden de la
region citoplasmica del CD3zeta o las cadenas gamma de receptores de Fc. Se ha mostrado que los CAR de primera
generacion redirigen con éxito la citotoxicidad de linfocitos T, sin embargo, no lograron proporcionar una expansion
prolongada y actividad antitumoral in vivo. Dominios de sefalizacion de moléculas coestimuladoras que incluyen
CD28, OX-40 (CD134) y 4-1BB (CD137) se han afadido solos (segunda generacién) o en combinacion (tercera
generacién) para mejorar la supervivencia y aumentar la proliferacion de linfocitos T modificados con CAR. Los CAR
han permitido con éxito que los linfocitos T se redirijan hacia antigenos expresados en la superficie de células
tumorales de diversos tumores malignos, incluyendo linfomas y tumores sélidos (Jena, Dotti ef al. 2010).

Las presentes arquitecturas de CAR se basan en un disefio en el que todos los dominios relevantes estan contenidos
en un unico polipéptido. Este disefio necesita la adicion en serie de dominios de sefalizacién, por tanto, es necesario
mover algunos dominios de sus posiciones yuxtamembranarias naturales. Por tanto, las arquitecturas en las que los
ligandos y los dominios de sefalizaciéon estan separados pueden permitir una funcién mejorada de los dominios
coestimuladores colocados en diferentes cadenas en sus posiciones juxtamembranarias normales, en lugar de
afiadidos junto con algunos dominios ubicados distales de la membrana plasmatica. Un receptor natural, el receptor
de alta afinidad por IgE (FceRlI) produciria dicha arquitectura. FceRI presente en mastocitos y basofilos se une a IgE
con alta afinidad. FceRI es un complejo receptor tetramérico que consiste en una subunidad alfa de union a ligando,
una subunidad beta y un homodimero de dos subunidades gamma de transduccion de sefales (Metzger, Alcaraz et
al. 1986). El dominio alfa de FceRI consiste en un dominio extracelular que contiene dos dominios de tipo Ig que se
unen a IgE, un dominio transmembranario y una cola citoplasmica corta. La subunidad beta contiene cuatro segmentos
transmembranarios que separan colas citoplasmicas amino y carboxiterminales. La cadena gamma consiste
esencialmente en una regién transmembranaria y cola citoplasmica que contiene un motivo de activacion basado en
tirosina inmunorreceptor (ITAM) (Cambier 1995). La cadena zeta del complejo TCR estd muy relacionada con la
cadena gamma y puede sustituir la cadena gamma de FceRI (Howard, Rodewald et al. 1990). H. Torikai et al., BLOOD,
2012, 119: 5697-5705, divulgan la eliminacién de TCR endogeno en linfocitos T CAR.

El protocolo actual para tratamiento de pacientes usando inmunoterapia adoptiva se basa en la transferencia de células
autdlogas. En este enfoque, se recuperan linfocitos T de pacientes, se modifican genéticamente o se seleccionan ex
vivo, se cultivan in vitro para amplificar el nimero de células si es necesario y finalmente se infunden en el paciente.
Ademas de la infusién de linfocitos, el hospedador puede manipularse de otras maneras que apoyan el injerto de los
linfocitos T o su participacion en una respuesta inmunitaria, por ejemplo preacondicionamiento (con radiacion o
quimioterapia) y administracién de factores de crecimiento de linfocitos (tales como IL-2). Cada paciente recibe un
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tratamiento fabricado individualmente, usando los propios linfocitos del paciente (es decir una terapia autéloga). Las
terapias autdlogas se enfrentan a obstaculos técnicos y logisticos sustanciales para la aplicacion practica, su
generacion requiere instalaciones dedicaras caras y personal experto, deben generarse en un tiempo corto después
del diagndstico de un paciente y, en muchos casos, el pretratamiento del paciente ha dado como resultado funcion
inmunitaria degradada, de modo que los linfocitos del paciente pueden ser poco funcionales y estar presentes en
nameros muy bajos. Debido a estos obstaculos, la preparacion de células autélogas de cada paciente es en efecto un
producto nuevo, dando como resultado variaciones sustanciales en la eficacia y seguridad. En el mejor de los casos,
se querria usar una terapia normalizada en la que las células terapéuticas alogénicas podrian prefabricarse,
caracterizarse en detalle y estar disponibles para administracion inmediata a pacientes. Por alogénico se entiende que
las células se obtienen de individuos que pertenecen a la misma especie pero son genéticamente diferentes. Sin
embargo, el uso de células alogénicas tiene en la actualidad muchas desventajas. En hospedadores
inmunocompetentes las células alogénicas son rechazadas rapidamente, un proceso denominado rechazo de
hospedador frente a injerto (HvG) y esto limita sustancialmente la eficacia de las células transferidas. En hospedadores
inmunocompetentes, las células alogénicas son capaces de injertarse, pero sus especificidades de TCR endégeno
reconocen el tejido hospedador como exdgeno, lo que da como resultado enfermedad de injerto contra el hospedador
(GvHD), lo que puede conducir a dafo tisular grave y muerte. Para usar eficazmente células alogénicas, deben
superarse estos dos problemas.

En hospedadores inmunocompetentes, las células alogénicas se rechazan rapidamente por el sistema inmunitario
hospedador. Se ha demostrado que, los leucocitos alogénicos presentes en productos sanguineos no irradiados no
persistiran mas de 5 a 6 dias. (Boni, Muranski et al. 2008). Por tanto, para prevenir el rechazo de células alogénicas,
el sistema inmunitario del hospedador debe suprimirse eficazmente. Se usan ampliamente glucocorticoesteroides
terapéuticamente para inmunosupresién (Coutinho y Chapman 2011). Esta clase de hormonas esteroideas se une con
el receptor de glucocorticoesteroides (GR) presente en el citosol de linfocitos T en la translocacién al nucleo y la union
de motivos de ADN especificos que regulan la expresién de varios genes implicados en el proceso inmunolégico. El
tratamiento de linfocitos T con esteroides glucocorticoesteroides da como resultado niveles reducidos de produccion
de citocinas que conducen a anergia de linfocitos T e interferencia en la activacion de linfocitos T. Alemtuzumab,
también conocido como CAMPATH1-H, es un anticuerpo monoclonal humanizado que se dirige a CD52, una
glucoproteina ligada a glucosilfosfatidilinositol (GPI) de 12 aminoacidos (Waldmann y Hale 2005). CD52 se expresa a
altos niveles en linfocitos T y B y menores niveles en monocitos, mientras que esta ausente en granulocitos y
precursores de médula ésea. El tratamiento con Alemtuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra
CD52, ha demostrado inducir una rapida reduccion de los linfocitos y monocitos en circulacion. Se usa frecuentemente
en el tratamiento de linfomas de linfocitos T y en determinados casos como parte de un régimen de acondicionamiento
para trasplante. Sin embargo, en el caso de inmunoterapia adoptiva, el uso de farmacos inmunosupresores tendra
también un efecto perjudicial en los linfocitos T terapéuticos introducidos. Por lo tanto, para usar eficazmente un
enfoque de inmunoterapia adoptiva en estas condiciones, seria necesario que las células introducidas fueran
resistentes al tratamiento inmunosupresor.

Por otro lado, los receptores de linfocitos T (TCR) son receptores de superficie celular que participan en la activacién
de linfocitos T en respuesta a la presentacion de antigeno. El TCR estd compuesto en general por dos cadenas, alfa
y beta, que se ensamblan para formar un heterodimero y se asocia con las subunidades transductoras de CD3 para
formar el complejo de receptores de linfocitos T presente en la superficie celular. Cada cadena alfa y beta del TCR
consiste en una region variable (V) y constante (C) N-terminal de tipo inmunoglobulina, un dominio hidréfobo
transmembrana y una region citoplasmica corta. Con respecto a moléculas de inmunoglobulina, la regién variable de
las cadenas alfa y beta se genera por la recombinacion V(D)J, creando una gran diversidad de especificidades de
antigeno en la poblacién de linfocitos T. Sin embargo, a diferencia de inmunoglobulinas que reconocen antigeno
intacto, los linfocitos T son activados por fragmentos peptidicos procesados en asociaciéon con una molécula de MHC,
introduciendo una dimension extra al reconocimiento de antigenos por linfocitos T, conocido como restriccion de MHC.
El reconocimiento de diferencias de MHC entre el donante y el receptor mediante el receptor de linfocitos T conduce
a proliferacion de linfocitos T y el desarrollo potencial de GVHD. Se ha mostrado que la expresion en superficie normal
del TCR depende de la sintesis y el ensamblaje coordinados de los siete componentes del complejo (Ashwell y Klusner
1990). La inactivacion de TCRalfa o TCRbeta puede dar como resultado la eliminacién del TCR de la superficie de
linfocitos T, lo que evita el reconocimiento de aloantigeno y, por tanto, GVHD. Sin embargo, la alteracién de TCR da
como resultado la eliminacion del componente de sefializacién CD3 y altera el significado de la expansién de linfocitos
T adicional.

La inmunidad mediada por linfocitos T incluye multiples etapas secuenciales reguladas por un equilibrio entre sefiales
coestimulantes e inhibidoras que ajustan la respuesta inmunitaria. Las sefiales inhibidoras denominadas puntos de
control inmunitarios son cruciales para el mantenimiento de autotolerancia y también limitan el dafio al tejido colateral
mediado por inmunidad. La expresion de puntos de control inmunitarios puede desregularse por tumores. La capacidad
de los tumores de incorporar estas rutas inhibidoras representa un mecanismo importante en la resistencia inmunitaria
y limita el éxito de la inmunoterapia. Uno de los enfoques prometedores para activar la respuesta inmunitaria de
linfocitos T terapéuticos es el bloqueo de estos puntos de control inmunitarios (Pardoll 2012). Los puntos de control
inmunitarios representan barreras importantes a la activacion de inmunidad celular funcional en cancer, y anticuerpos
antagonistas especificos para ligandos inhibidores en linfocitos T incluyendo CTLA4 y muerte programada-1 (PD-1)
son ejemplos de agentes dirigidos que se evallan en clinica.
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El antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4; también conocido como CD152), regula por disminucion la
amplitud de activacion de linfocitos T, y el tratamiento con anticuerpos antagonistas de CTLA4 (ipilimumab) ha
mostrado un beneficio de supervivencia en pacientes con melanoma (Robert y Mateus 2011). La proteina de muerte
celular programada 1 (PD1 o PDCD1 también conocida como CD279) representa otra diana muy prometedora para
inmunoterapia (Pardoll y Drake 2012; Pardoll 2012). A diferencia de CTLA-4, PD1 limita funciones efectoras de
linfocitos T en tejido periférico en el momento de una respuesta inflamatoria a la infeccién y para limitar la
autoinmunidad. El primer ensayo clinico con anticuerpo contra PD1 muestra algunos casos de regresion tumoral
(Brahmer, Drake et al. 2010). Multiples proteinas de punto de control inmunitario adicionales representan dianas
prometedoras para bloqueo terapéutico basandose en estudios recientes.

En linfocitos T normales, los receptores de linfocitos T surgen de los receptores de prelinfocitos T (pTCR) que se
expresan por timocitos inmaduros y son cruciales para el desarrollo de linfocitos T de los estadios doble negativos
(CD4- CD8-) a los doble positivos (CD4+ CD8+). Los prelinfocitos T que tienen éxito en reordenaciones productivas
del locus TCRbeta expresan una cadena de TCRbeta funcional que se empareja con una cadena preTalfa invariante
y componentes de sefializacion de CD3 para formar el complejo pre-TCR. La expresién del preTCR en la superficie
celular es necesaria para desencadenar la selecciéon beta, un proceso que induce la expansion de linfocitos T en
desarrollo, aplica la exclusion alélica del locus TCRbeta y da como resultado la induccion de reordenaciones en el
locus TCRalfa (von Boehmer 2005). Después de reordenaciones de TCRalfa productivas y sustitucion de pTalfa por
TCRalfa para formar un TCR maduro, los timocitos experimentan una segunda etapa de seleccion, denominada
seleccién positiva o de TCRalfa/beta tras la union de complejos MHC de péptidos propios expresados en células
epiteliales timicas. Por tanto, los linfocitos T maduros reconocen y responden al complejo de antigeno/MHC mediante
su TCR. La consecuencia mas inmediata de la activacion de TCR es el inicio de rutas de sefalizaciéon mediante las
subunidades de CD3 asociadas, que da como resultado multiples eventos incluyendo la expansion clonal de linfocitos
T, la regulacion por aumento de marcadores de activacion en la superficie celular y la induccion de citotoxicidad o
secrecion de citocinas.

Debido a la naturaleza de la seleccion de cadenas de TCRbeta mediante emparejamiento con preTalfa durante el
desarrollo timico, en linfocitos T en los que se ha inactivado TCRalfa, la introduccién heterologa del transgén de pTalfa
puede dar como resultado la formaciéon de un preTCR. Este pTCR puede actuar como un medio de activacion o
estimulacion de linfocitos T de una manera que no depende de MHC, permitiendo por tanto, por ejemplo, la expansion
continuada de linfocitos T alfa/beta después de inactivacion de TCRalfa. De forma importante, el complejo de pTCR
presenta una composicion bioquimica similar al TCR con respecto a subunidades de CD3 asociadas (Carrasco, Ramiro
et al. 2001). Ademas, a diferencia de los TCR, puede producirse sefalizacién de pre-TCR en parte por un evento
independiente de ligando. La estructura cristalina del dominio extracelular de pTCR ha proporcionado una base
estructural para la independencia de ligando posible de sefializacién de pTCR. Se ha mostrado que el pTCR forma un
dimero de cabeza a cola donde dos heterodimeros de pTalfa-TCRbeta se asocian (Pang, Berry et al. 2010).

En la presente invencion, los inventores han conseguido la produccién de linfocitos T genomodificados, lo que supera
las limitaciones de las presentes estrategias de inmunoterapia, permitiendo que no sean alorreactivos y que sean muy
activos. Aunque, el bloqueo de los puntos de control inmunitario se ha logrado usando anticuerpos, otra manera de
conseguir inhibicion es mediante la inactivacion de la expresion de genes del punto de control inmunitario en linfocitos
T, que permita la produccién de linfocitos T alogénicos genomodificados de manera ideal como un producto "disponible
libremente". Esto se hizo posible mediante inactivacion génica usando nucleasas TALE especificas dirigidas contra
TCRalfa o TCRbeta acoplada con inactivacion de genes que codifican proteina del punto de control inmunitario, tales
como PD1y CTLA-4.

En particular, la inactivacion de TCRalfa o TCRbeta acoplada con inactivacion de genes del punto de control
inmunitario en linfocitos T derivados de un donante alogénico, reduce significativamente el riesgo de GVHD, eliminando
el TCR, responsable del reconocimiento de disparidades del MHC, mientras permite la proliferacion y actividad de los
linfocitos introducidos. Por tanto, se espera que estos linfocitos T alogénicos modificados sean muy activos en la
sangre del paciente, donde pueden dirigirse a las células tumorales o las células infectadas.

Ademas de la concepcion anterior de linfocitos T modificados genéticamente, que pueden no ser alorreactivos y ser
muy activos, los inventores, mediante el uso y disefio de nucleasas TALE especificas, han inactivado simultaneamente
estos diferentes genes en linfocitos T, obteniendo de ese modo mutantes dobles. De hecho, la manipulacion dirigida
de dos genes por DSB no se ha conseguido hasta ahora en linfocitos T debido a la dificultad de producir y mantener
linfocitos T en cultivo a lo largo del tiempo, a sus bajas tasas de transformacién y a la pérdida durante los
procedimientos de seleccion. Estas dificultades dan como resultado una baja probabilidad de éxito para obtener dichas
células.

Por tanto, una parte importante de la divulgacion es haber disefiado nucleasas TALE especificas, que permitan
mayores tasas de eventos de DSB dentro de los linfocitos T, que se toleren bien por las células, (especialmente tras
cotransfeccion), que puedan dirigir la seleccion de genes de acuerdo con la invencion. Usando endonucleasas de sitio
de corte infrecuente, tales como las nucleasas TALE descritas en el presente documento, se aumenté
significativamente la probabilidad de obtener inactivacion doble de los genes en los linfocitos T transfectados, de modo
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que ahora parece posible producir linfocitos T genomodificados disponibles de donantes periédicamente, usando
procedimientos convencionales.

Ademas, la presente divulgacion propone una realizacion donde los linfocitos T se genomodifican para permitir la
proliferacién cuando se inactiva TCRalfa. Un problema importante con los linfocitos T que han experimentado
inactivacion de subunidades de TCR es que las células ya no pueden expandirse a través del complejo CD3. Para
solucionar este problema, en el presente documento se describe un medio para expandir los linfocitos T, en que se ha
inactivado TCRalfa a través del complejo CD3, mediante la expresiéon de preTalfa en las células, restableciendo, por
tanto, un complejo CD3 funcional en ausencia de un TCR alfa/beta funcional.

De acuerdo con la invencion, los linfocitos T se transforman adicionalmente con CAR para redirigir la especificidad de
las células alogénicas hacia antigenos asociados con tumor independientes de MHC. En particular, la invencién se
refiere a un CAR multicatenario, en que se colocan dominios coestimuladoras en sus posiciones juxtamembranarias
normales para mejorar sus funciones y asi potenciar la supervivencia y aumentar la proliferacion de linfocitos T
genomodificados. Como resultado, la invenciéon proporciona métodos, polipéptidos y polinucleétidos que permiten la
transformacion eficaz de linfocitos T alogénicos para inmunoterapia adoptiva, y su expansion simple.

Sumario de la invencion

En un aspecto, la presente invencion divulga métodos para genomaodificar linfocitos T, en particular linfocitos T
alogénicos que se pueden obtener de donantes, para que sean adecuados para fines de inmunoterapia. Los métodos
de la presente invencion mas particularmente permiten la modificacién precisa del genoma de células oportunas para
inmunoterapia inactivando o remplazando genes implicados en el reconocimiento de MHC y/o proteinas del punto de
control inmunitario. Las células modificadas oportunas para inmunoterapia comprenden ademas polinucleétidos
recombinantes exé6genos que codifican CAR para el reconocimiento celular especifico. Los presentes CAR son
moléculas de fusién simples que necesitan la adicién en serie de dominios de sefalizacion. Mover dominios de
sefalizacion desde su posicion yuxtamembranaria natural puede interferir con su funcion. Por tanto, para superar esta
desventaja, los inventores disefian un CAR multicatenario derivado de FceRI para permitir la posicion
yuxtamembranaria normal de todos los dominios de sefializacion pertinentes. El dominio de union a IgE de alta afinidad
de la cadena alfa de FceRI se remplaza por un dominio de unién a ligando extracelular tal como scFv para redirigir la
especificidad de los linfocitos T a células diana y las colas N y/o C terminales de la cadena beta de FceRI se usan para
colocar sefiales coestimuladoras en posiciones juxtamembranarias normales.

En otro aspecto de la divulgacion, para promover la activacion o estimulacién de linfocitos T en que se ha inactivado
TCRalfa, se introduce pTalfa o variante funcional del mismo en los linfocitos T genomodificados. El pTalfa o variante
funcional del mismo usado puede ser pTalfa de longitud completa, una variante de corte y empalme (Saint-Ruf,
Lechner et al. 1998), una versién truncada C terminal que ha demostrado aumentar la expresion en la superficie celular
de preTCR (Carrasco, Ramiro et al. 2001). Podrian usarse otros truncamientos adicionales mas pequefios o mas
grandes que los descritos. Diferentes versiones de preTalfa pueden comprender ademas restos de sefalizacion de
otras moléculas (CD28, CD137, CD8, TCRalfa, etc.) para promover la proliferacion y supervivencia o comprender
mutaciones que afecten a su capacidad de dimerizar, tales como las mutaciones D22A, R24A, R102A o R117A
descritas previamente en ratones (Yamasaki, Ishikawa et al. 2006) o la mutacién W46R descrita en seres humanos
(Pang, Berry et al. 2010) para disminuir el potencial de proliferacion. La parte scFv del CAR también puede fusionarse
al dominio extracelular de un pTalfa o una variante funcional del mismo, acoplando, por tanto, la especificidad hacia
los antigenos diana directamente con la actividad proliferativa del preTCR.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere los polipéptidos y los polinucleétidos, que codifican las
endonucleasas de sitio de corte infrecuente, para abordar de forma precisa genes de interés, en particular TCRalfa,
TCRbeta, genes del punto de control inmunitario, posibilitando de ese modo la modificaciéon genética de los linfocitos
T para inmunoterapia. La presente invencidén proporciona mas particularmente secuencias diana especificas dentro
de estos genes y nucleasas TALE disefiadas para abordar esos genes.

La presente divulgacion también se refiere a las células aisladas o lineas celulares que comprenden alguna de las
proteinas, polipéptidos o vectores descritos en el presente documento. En determinadas realizaciones, los linfocitos T
de la presente divulgacion comprenden TCRalfa inactivado, TCRbeta, genes del punto de control inmunitario para su
uso en inmunoterapia. Las células aisladas de la presente divulgacion o las lineas celulares pueden comprender
ademas polinucledtidos recombinantes exdgenos, en particular polinucleétidos que codifican pTalfa o variante
funcional del mismo, CAR o CAR multicatenarios.

En una realizacion preferida de la divulgacion, los linfocitos T modificados se usan como producto terapéutico,
idealmente como un producto "disponible libremente".

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere al método para tratar o prevenir el cancer o infecciones en el
paciente, administrando un linfocito T genomodificado que puede obtenerse por los métodos anteriores.

Breve descripcion de las figuras y tablas
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Ademas de las caracteristicas precedentes, la divulgacidon comprende ademas otras caracteristicas que surgiran de
la descripcion siguiente, asi como los dibujos adjuntos. Una apreciaciéon mas completa de la divulgacion y muchas de
las ventajas consiguientes de la misma se obtendra mas facilmente ya que esta se entiende mejor por referencia a las
siguientes figuras junto con la descripcion detallada.

Figura 1: Representacion esquematica de la relacion normal entre linfocitos T y células presentadoras de
antigenos.

Figura 2: Representacion esquematica de los linfocitos T terapéuticos modificados genéticamente y las células
tumorales del paciente.

Figura 3: Representacion esquematica de CAR multicatenarios.

Figura 4: Esquema de diferentes versiones de CAR multicatenarios. A. Esquema del receptor FceRI. B-C
Diferentes versiones de CAR multicatenarios (csm1 a csm10) que comprenden un scFv y una regién de tallo de
CD8 fusionada con el dominio transmembranario de la cadena alfa de FceRI. Al menos un dominio zeta de 41BB,
CD28 y/o CD3 puede fusionarse a una cadena alfa, beta y/o gamma de FceRI.

Figura 5: Representacion esquematica de un ejemplo del método de genomodificacion de células alogénicas
humanas para inmunoterapia

Figura 6: Concentracién en células por mililitro de células CD52 positivas o CD52 negativas después de
tratamiento con anticuerpo anti-CD52 (CAMPATH1-H) con complemento o controles.

Figura 7: Comparacion de la distribucion de dispersion frontal lateral (FSC), un indicador del tamario celular, entre
células TCR positivas y TCR negativas o entre células CD52 positivas y CD52 negativas y células no activadas
como control.

Figura 8: Analisis de citometria de flujo de expresion de CD107a (marcador de desgranulacion) en linfocitos T con
CD52 y TCRalfa inactivados diana. La expresion de CD107 se analiza en células CD52+TCRaB+ (primera
columna), células CD52-TCRaB- (segunda columna), células CD52-TCRaf+ (tercera columna) y células
CD52+TCRap- (cuarta columna) antes (A) y después de incubacion con células Daudi (B); C) representa analisis
de citometria de flujo de linfocitos T transfectados adicionalmente con un CAR e incubados con células Daudi; D)
representa analisis de citometria de flujo de linfocitos T transfectados con un CAR, pero no incubados con células
Daudi y E) representa analisis de citometria de flujo de linfocitos T transfectados con un CAR y tratados con
PMA/ionomicina (control positivo).

Figura 9: Anadlisis de secuenciacion profunda de posibles dianas inespecificas de nucleasas TALE de CD52 y
TRAC.

Figura 10: Analisis de locus genémico de PDCD1 y CTLA-4 mediante ensayo de endonucleasa T7. Las flechas
apuntan a productos de PCR digeridos.

Figura 11: Representacion esquematica de algunos ejemplos de construcciones preTalfa.

Figura 12: Andlisis de citometria de flujo de la eficacia de transduccién (% de células BFP+) y la actividad de las
construcciones FL, A18, A48 pTalfa (% de expresion superficial de CD3) en células Jurkat con TCR alfa inactivado.

Figura 13: Representacion esquematica de una construccion lentivirica que codifica proteina pTalfa (preTCRa).

Figura 14: A. Representacion del protocolo experimental. B. Analisis de citometria de flujo de TCR alfa/beta,
expresion de CD3 y expresion de BFP en linfocitos T con TCRalfa inactivado (KO) transducidos con BFP-2A-
pTalfaA48 (KO/A48) o vector lentivirico de BFP de control (KO/BFP) antes y después de la purificacion. C. Analisis
de citometria de flujo de expresion de TCR alfa/beta y CD3 en células con TCR alfa inactivado purificadas
transducidas (BFPpos) o no (BFPneg) con vector lentivirico BFP-2A-pTalfaA48. NEP representa células no
electroporadas con nucleasas TALE de TRAC.

Figura 15: A-B. Analisis de citometria de flujo de la expresién de marcador de activacién temprano CD69 (A),
marcador de activacion tardio CD25 (B) 24 y 48 horas después de reactivacion con microesferas anti-CD3/CD28
respectivamente en células no electroporadas (NEP) y células con TCRalfa inactivado (KO) transducidas con
vector lentivirico BFP-2A-pTa-A48 (pTa-A48), vector lentivirico BFP-2A-pTa-A48.41BB (pTa-A48.BB) o vector de
BFP de control (BFP). Los histogramas de pTa-A48 corresponden a la sefial detectada en células con TCR
inactivado que expresan pTa-A48 (células BFP+) mientras que los histogramas de KO corresponden a células con
TCRalfa inactivado que no expresan pTa-A48 (células BFP-) Los histogramas de pTa-A48.BB corresponden a la
sefial detectada en células con TCR inactivado que expresan pTa-A48.41BB (células BFP+) mientras que los
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histogramas de KO corresponden a células con TCRalfa inactivado que no expresan pTa-A48.41BB (células BFP-
). Los histogramas de NEP (no electroporado) corresponden a la sefial detectada en células no genomodificadas.
C. Analisis de citometria de flujo del tamafio de las células 72 horas después de la reactivacion con microesferas
anti-CD3/CD28 en células no electroporadas (NEP) y células con TCRalfa inactivado (KO) transducidas con vector
lentivirico BFP-2A-pTa-A48 (pTa-A48), vector lentivirico BFP-2A-pTa-A48.41BB (pTa-A48.BB) o vector de BFP de
control (BFP). Los valores indicados en la parte superior de cada grafico corresponden a la media geométrica de
la fluorescencia de cada poblacion.

Figura 16: Analisis de crecimiento celular de células con TCR alfa inactivado (KO) transducidas con vector pTalfa-
A48 (pTaA48) o de BFP de control (BFP) mantenidas en IL2 o en IL2 con microesferas anti-CD3/CD28 en diferentes
puntos temporales (eje de abscisas). El nimero de células BFP+ se estima en diferentes puntos temporales para
cada condicién y el factor de induccion de estas células (eje de ordenadas) se estimo con respecto al valor obtenido
el dia 2 después de la reactivacion. Los resultados se obtienen de dos donantes independientes. Para el segundo
donante, el crecimiento celular también se determiné para células transducidas con pTalfa-A48.41BB (pTa-
A48.BB) y pTalfa de longitud completa (pTa-FL).

Figura 17: Analisis de citometria de flujo de células GFP positivas en PBMC electroporados con los cinco
programas de Cytopulse diferentes. La linea superior corresponde a la transfeccion de 6x10° células por cubeta,
mientras que la linea inferior corresponde a la transfeccion de 3x10° células por cubeta.

Figura 18: Andlisis de citometria de flujo de mortalidad de linfocitos T purificados usando colorante de viabilidad
(eFluor-450) y de células GFP positivas entre la poblacién viable después de electroporacion con ARNm de GFP,
ADN de GFP y ADN de pUC de control. NEP corresponde a células que se mantuvieron en tampoén de
electroporacién, pero no se electroporaron y NT corresponde a células no electroporadas mantenidas en medio de
cultivo.

Figura 19: Analisis de citometria de flujo de TCR alfa/beta y expresion de CD3 en linfocitos T primarios humanos
después de electroporacion de ARNm de nucleasa TALE de TRAC (parte superior). Analisis de secuenciacion
profunda de ADN genomico extraido de linfocitos T primarios humanos después de electroporacion de ARNm de
nucleasa TALE de TRAC (parte inferior).

Figura 20: A. Anadlisis de citometria de flujo de la expresion de CAR (anti F(ab')2) después de electroporacién de
linfocitos T con o sin ARNm que codifica un CAR monocatenario. B. Analisis de citometria de flujo de expresién de
CD107a (marcador de desgranulacion) en linfocitos T electroporados cocultivados con células Daudi.

Figura 21: A. Representacion de ARNm que codifica un CAR multicatenario. B. Analisis de citometria de flujo de
expresion de CAR (anti F(ab")2) en linfocitos T viables electroporados con o sin un ARNm policistrénico que codifica
un CAR multicatenario. C. Andlisis de citometria de flujo de expresién de CD107a (marcador de desgranulacion)
en linfocitos T electroporados cocultivados con células Daudi.

Figura 22: Expresion de CAR multicatenarios en linfocitos T humanos después de electroporacion de ARNm
policistrénicos.

Figura 23: La expresion de los CAR multisubunitarios esta condicionada por la expresion de las tres cadenas: a,
Byy.

Figura 24: Los linfocitos T humanos que expresan transitoriamente los CAR multicatenarios se desgranulan
después del cocultivo con células diana. A: construcciones de CAR csm1 a csm5. B: construcciones de CAR csm6
a csm10.

Figura 25: Los linfocitos T humanos que expresan transitoriamente los CAR multicatenarios secretan citocinas
después del cocultivo con células diana (linfocitos T frente a células Daudi o K562). A: liberacién de IL8. B:
liberacion de IFNy. C: liberacion de IL5.

Figura 26: Los linfocitos T humanos que expresan transitoriamente los CAR multicatenarios (construcciones scm1
a csm10) lisan células diana.

Figura 27: Inactivacion de CTLA4 en linfocitos T primarios, medida por tincion intracelular usando anticuerpo
fluorescente y analisis de citometria de flujo.

Figura 28: Distribucion de linfocitos T fluorescentes que expresan CTLA4 tras la transfeccion con las TALEN T1,
T2 y T3. La proporcion de células que expresan CTLA4 se reduce drasticamente con respecto a las células de
control.

Figura 29: Inactivaciéon de PD1 en linfocitos T primarios, medida por tincién intracelular usando anticuerpo
fluorescente y andlisis de citometria de flujo. La proporcion de células que expresan PD1 se reduce drasticamente
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con respecto a las células de control.

Figura 30: Diagrama que muestra las frecuencias de deleciéon observadas en linfocitos T tras la transfeccion con
las TALEN TO1 y TO3 dirigidas al gen PD1.

Figura 31: Diagrama que muestra que la actividad citotdxica se potencia en linfocitos T con PD1 alterado segun
el experimento descrito en el ejemplo 3.

Tabla 1: Lista de genes del punto de control inmunitario identificados por los inventores como apropiados
para hacer que los linfocitos T alogénicos sean mas activos para inmunoterapia.

Tabla 2: Descripcion de las nucleasas TALE de GR y secuencias de los sitios diana de nucleasas TALE en el gen
de GR humano.

Tabla 3: Actividad de escision de las nucleasas TALE de GR en levadura. Los valores estan comprendidos entre
0y 1. El valor maximo es 1.

Tabla 4: Porcentaje de mutagénesis dirigida en sitios diana de nucleasa TALE endégenos en células 293.
Tabla 5: Porcentaje de mutagénesis dirigida en sitios diana de nucleasa TALE enddgenos en linfocitos T primarios.

Tabla 6: Descripcion de las nucleasas TALE de CD52, TRAC y TRBC y secuencias de los sitios diana de las
nucleasas TALE en los genes correspondientes humanos.

Tabla 7: Secuencias diana adicionales para nucleasas TALE de TRAC y CD52.

Tabla 8: Porcentaje de indeles para la nucleasa TALE dirigida a la diana CD52_T02, TRAC_T01, TRBC_TO01 y
TRBC_TO02.

Tabla 9: Porcentajes de linfocitos T CD52 negativos, TCR negativos y CD52/TCR doble negativos después de
transfeccién de polinucleétidos que expresan nucleasa TALE correspondientes.

Tabla 10: Porcentajes de linfocitos T TCR negativos después de transfeccion de polinucleétidos que expresan
nucleasa TALE de TRBC.

Tabla 11: Descripcion de las nucleasas TALE de CTLA4 y PDCD1 y secuencias de los sitios diana de las nucleasas
TALE en los genes correspondientes humanos.

Tabla 12: Descripcidon de un subconjunto de construcciones pTalfa.

Tabla 13: Actividad de las diferentes construcciones pTalfa en células Jurkat con TCR alfa inactivado. Se midi6 la
actividad por anadlisis de citometria de flujo de expresion de CD3 en células Jurkat con TCR alfa inactivado
transfectadas con las construcciones preTalfa diferentes.

Tabla 14: Programas de Cytopulse diferentes usados para determinar la tensidbn minima necesaria para
electroporacién en linfocitos T procedentes de PBMC.

Tabla 15: Programa de Cytopulse usado para electroporar linfocitos T purificados.
Descripcion detallada de la invencidén

Salvo que se defina especificamente en este documento, todos los términos técnicos y cientificos utilizados tienen el
mismo significado que entiende habitualmente un experto en la materia en los campos de la terapia génica, bioquimica,
genética y biologia molecular.

Todos los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este documento se pueden usar en la
practica o el ensayo de la presente invencion, con métodos y materiales adecuados que se describen en este
documento. En caso de conflicto, la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecera. Ademas,
los materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende que sean limitantes, a menos que se
especifique de otra manera.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e
inmunologia, que estan dentro de la experiencia en la materia. Tales técnicas se explican por completo en la
bibliografia. Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son
Inc, Library of Congress, USA); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera edicion, (Sambrook et al, 2001, Cold
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Spring Harbor, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984);
Mullis et al. patente de Estados Unidos n.° 4.683.195; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Harries y S. J. Higgins eds.
1984); Transcription And Translation (B. D. Hames y S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. |. Freshney,
Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular
Cloning (1984); la serie, Methods In ENZYMOLOGY (J. Abelson y M. Simon, eds.-in-chief, Academic Press, Inc.,
Nueva York), especificamente, los vol.154 y 155 (Wu et al. eds.) y el vol. 185, "Gene Expression Technology" (D.
Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor
Laboratory); Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer y Walker, eds., Academic Press, Londres,
1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumenes I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986); y
Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

En un aspecto general, la presente invencion se refiere a métodos para nuevas estrategias de inmunoterapia adoptiva
en el tratamiento del cancer e infecciones.

Linfocitos T no alorreactivo y altamente activos para inmunoterapia

En un aspecto particular, la presente divulgacion se refiere a un método para genomodificar linfocitos T, especialmente
para inmunoterapia. En una realizacién particular, el método comprende:

(a) proporcionar un linfocito T,

(b) introducir en dicho linfocito T una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que pueda inactivar selectivamente
por escisién de ADN un gen del punto de control inmunitario; y

(c) expandir dichas células.
De acuerdo con la invencién, este método comprende:
(a) modificar linfocitos T inactivando al menos:

- un primer gen que codifica una proteina del punto de control inmunitario, seleccionado entre PD1, CTLA-4,
LAG3, Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10y 2B4, y

- un segundo gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR);
(b) introducir en dicha uno o mas linfocitos T un receptor quimérico de antigenos (CAR); y
(c) expandir dichas células.

La inmunidad mediada por linfocitos T incluye multiples etapas secuenciales que implican la seleccién clonal de células
especificas de antigeno, su activacién y proliferacién en tejido linfoide secundario, su transporte a sitios de antigeno e
inflamacién, la ejecucién de funcion efectora directa y el aporte de ayuda (a través de citocinas y ligandos de
membrana) para una multitud de inmunocitos efectores. Cada una de estas etapas se regula contraequilibrando la
sefal estimulante e inhibidora que ajusta la respuesta. Los expertos en la materia entenderan, que la expresion "puntos
de control inmunitario” significa un grupo de moléculas expresadas por linfocitos T. Estas moléculas pueden actuar
eficazmente como "frenos" para modular por disminucién o inhibir una respuesta inmunitaria. Las moléculas del punto
de control inmunitario incluyen, aunque sin limitacion, muerte programada 1 (PD-1, también conocida como PDCD1 o
CD279, numero de referencia: NM_005018), antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA-4, también conocido como
CD152, niamero de referencia de GenBank AF414120.1), LAG3 (también conocido como CD223, numero de
referencia: NM_002286.5), Tim3 (también conocido como HAVCR2, numero de referencia de GenBank: JX049979.1),
BTLA (también conocido como CD272, numero de referencia: NM_181780.3), BY55 (también conocido como CD160,
numero de referencia de GenBank: CR541888.1), TIGIT (también conocido como VSTM3, nimero de referencia:
NM_173799), B7H5 (también conocido como C100rf54, homologo del gen vista de raton, niumero de referencia:
NM_022153.1), LAIR1 (también conocido como CD305, numero de referencia de GenBank: CR542051.1), SIGLEC10
(numero de referencia de GeneBank: AY358337.1), 2B4 (también conocido como CD244, numero de referencia:
NM_001166664.1), que inhiben directamente los inmunocitos. Por ejemplo, CTLA-4 es una proteina de superficie
celular expresada en determinados linfocitos T CD4 y CD8; cuando se ocupa por sus ligandos (B7-1 y B7-2) en células
presentadoras de antigeno, se inhiben la activacion y funcion efectora de los linfocitos T. Por tanto, la presente
invencion se refiere a un método de genomodificacién de linfocitos T, especialmente para inmunoterapia, que
comprende modificar genéticamente los linfocitos T inactivando al menos una proteina implicada en el punto de control
inmunitario, en particular PD1 y/o CTLA-4.

En una realizacion particular, la etapa de modificacion genética del método se basa en la inactivacion de dos genes
seleccionados del grupo que consiste en PD1, CTLA-4, LAG3, Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10,
2B4, TCR alfay TCR beta. En otra realizacion, la etapa de modificacion genética del método se basa en la inactivacion
de dos genes seleccionados del grupo que consiste en PD1y TCR alfa, PD1y TCR beta, CTLA-4 y TCR alfa, CTLA-
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4y TCR beta, LAG3y TCR alfa, LAG3y TCR beta, Tim3y TCR alfa, Tim3y TCR beta, BTLAy TCR alfa, BTLAy TCR
beta, BY55 y TCR alfa, BY55 y TCR beta, TIGIT y TCR alfa, TIGIT y TCR beta, B7H5 y TCR alfa, B7TH5 y TCR beta,
LAIR1y TCR alfa, LAIR1y TCR beta, SIGLEC10y TCR alfa, SIGLEC10y TCR beta, 2B4y TCR alfa, 2B4 y TCR beta.
En otra realizacion de la divulgacion, la etapa de modificacion genética del método se basa en la inactivacion de mas
de dos genes. La modificacion genética se realiza preferentemente ex vivo.

la tabla 1 posterior, sin ser exhaustivo, muestra genes del punto de control inmunitario que pueden inactivarse de
acuerdo con el contenido del presente texto para mejorar la eficacia e idoneidad de los linfocitos T genomodificados.
El gen del punto de control inmunitario se selecciona preferentemente de los genes que tienen identidad con los
enumerados en esta tabla, implicados en la funcién de receptor coinhibidor, muerte celular, sefalizacion de citocinas,
falta de triptofano y arginina, sefalizacion del TCR, represion inducida de T-reg, factores de transcripcion que controlan
el agotamiento o la anergia y tolerancia mediada por hipoxia.

Tabla 1: Genes del punto de control inmunitario apropiados para hacer que los linfocitos T alogénicos sean mas
activos para inmunoterapia

Ruta ) Gen_es que pueden ID del gen del la base de datos del NCBI
_— inactivarse en la ruta (Homo sapiens) el 13 de mayo, 2014
LAG3 (CD223) 3902
HAVCR2 (TIM3) 84868
BTLA (CD272) 151888
CD160 (NK1) 11126
TIGIT (VSIG9) 201633
Receptores coinhibidores CD96 (TACTILE) 10225
CRTAM (CD355) 56253
LAIR1 (CD305) 3903
SIGLEC7 (CD328) 27036
A2A (IGKV2-29) 28882
SIGLEC9 (CD329) 27180
CD244 (2B4)) 51744
TNFRSF10B (CD262) 8795
TNFRSF10A (CD261) 8797
CASP3 836
CASP6 839
CASP7 840
CASP8 841
Muerte celular CASP10 843
Arhgap5 (GFI12) 394
Akap8i 10270
FADD (GIG3) 8772
FAS(RP11) 355
Stk17b (DRAK2) 9262
TGFBRII (AAT3) 7048
TGFBRI 7046
SMAD2 (JV18) 4087
SMAD3 4088
SMAD4 4089
SMAD10 (SMAD7) 394331
Sefializacion de citocinas SKI (SGS) 6497
SKIL (SNO) 6498
TGIF1 (HPE4) 7050
IL10RA (CD210) 3587
IL10RB 3588
HMOX2 (HO-2) 3163
Jun (AP1) 3725

10
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(continuacion)

Ruta Genes que pueden ID del gen de la base de datos del NCBI
inactivarse en la ruta (Homo sapiens) el 13 de mayo, 2014
Ppp3cc 5533
Ppm1g 5496
Socs1 8651
Soc3 9021
IL6R (CD126) 3570
IL6ST (CD130) 3572
Lck 3932
Fyn 2534
ADAP (FYB) 2533
Carmal (CARD11) 84433
Bcl10 8915
Malt1 (IMD12) 10892
TAK1(NR2C2) 7182
- L EIF2AK4 (GCN2) 440275
Falta de arginina/triptofano NUak2 81788
CSK 1445
PAG1 (CBP) 55824
SIT1 27240
CRTAM (CD355) 56253
Egr2 (AT591) 1959
DGK-a (DAGK) 1606
DGK-z 8525
o s Cblb 868
Senalizacion del TCR Inpp5b 3633
Ptpn2 (PTN2) 5771
Vamp7 6845
Mast2 23139
tnk1 8711
stk17b (DRAK2) 9262
Mdfic (HIC) 29969
F11r (CD321) 50848
. . FOXP3 (JM2) 50943
Treg inducida Entpd1 (CD39) 953
PRDM1 (blimp1) 12142
BATF 10538
Ypel2 388403
Ppp2r2d 55844
Rock1 6093
Factores de transcripcién que controlan Sbf1 6305
el agotamiento/anergia Hipk1 (MYAK) 204851
Map3k3 4215
Grk6 2870
Eif2ak3 (PEK) 9451
Fyn 2534
NFAT1(NFATC2) 4773
GUCY1A2 2977
Tolerancia mediada por hipoxia GUCY1A3 2982
GUCY1B2 2974
GUCY1B3 2983

Al inactivar un se pretende que el gen de interés no se exprese en una forma proteinica funcional. En una realizacion
particular, la modificacién genética del método se basa en la expresion, en células proporcionadas para modificacion

por ingenieria, de una endonucleasa de sitio de corte infrecuente de modo que dicha endonucleasa de sitio de corte
infrecuente catalice especificamente la escision en un gen diana, inactivando de ese modo dicho gen diana. Las roturas
de la hebra de acido nucleico causadas por la endonucleasa de sitio de corte infrecuente se reparan habitualmente a
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través de los distintos mecanismos de recombinacién homologa o union de extremos no homélogos (NHEJ). Sin
embargo, la NHEJ es un proceso de reparacion imperfecto que a menudo da como resultado cambios en la secuencia
de ADN en el sitio de la escision. Los mecanismos implican volver a unir lo que queda de los dos extremos de ADN a
través de religamiento directo (Critchlow y Jackson 1998) o mediante la denominada union de extremos mediada por
microhomologia (Ma, Kim et al., 2003). La reparacion mediante unién de extremos no homdélogos (NHEJ) a menudo
da como resultado pequefias inserciones o deleciones, y se puede usar para la creaciéon de supresiones génicas
especificas. Dicha modificaciéon puede ser una sustitucion, deleciéon o adicién de al menos un nucleétido. Las células
en las que se produce un evento de mutagénesis inducida por escisién, es decir, un evento de mutagénesis
consecutivo a un evento de NHEJ, pueden identificarse y/o seleccionarse mediante un método bien conocido en la
técnica.

En una realizacion particular, dicho método para genomodificar células comprende al menos una de las siguientes
etapas:

(a) proporcionar un linfocito T, preferentemente de un cultivo celular o de una muestra de sangre;

(b) introducir en dicho linfocito T una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que pueda inactivar selectivamente
por escisién de ADN, preferentemente por rotura bicatenaria, respectivamente:

- dicho gen que codifica una proteina del punto de control inmunitario, y
- al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR).

(c) expandir dichas células.
En una realizacién mas preferida, dicho método comprende:
(a) proporcionar un linfocito T, preferentemente de un cultivo celular o de una muestra de sangre;

(b) transformar dicho linfocito T con acido nucleico que codifica una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que
pueda inactivar selectivamente por escisién de ADN, preferentemente por rotura bicatenaria, respectivamente:

- dicho gen que codifica una proteina del punto de control inmunitario y
- al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR)

(c) expresar dichas endonucleasas de sitio de corte infrecuente en dichos linfocitos T;
(d) clasificar los linfocitos T transformados, que no expresan TCR en su superficie celular;
(e) expandir dichas células.

En una realizacion particular, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente aborda especificamente un gen
seleccionado del grupo que consiste: PD1, CTLA-4, LAG3, Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10, 2B4,
TCR alfa'y TCR beta. En otra realizacion, la modificacion genética del método se basa en la expresion, en células
proporcionadas para modificacion por ingenieria, de dos endonucleasas de sitio de corte infrecuente, de modo que
cada una de dichas dos endonucleasas de sitio de corte infrecuente, catalice especifica y selectivamente la escision
en cada uno de los pares de genes seleccionados del grupo que consiste en PD1y TCR alfa, PD1y TCR beta, CTLA-
4y TCR alfa, CTLA-4 y TCR beta, LAG3 y TCR alfa, LAG3 y TCR beta, Tim3 y TCR alfa, Tim3 y TCR beta, BTLAy
TCR alfa, BTLA y TCR beta, BY55 y TCR alfa, BY55 y TCR beta, TIGIT y TCR alfa, TIGIT y TCR beta, B7H5 y TCR
alfa, B7TH5 y TCR beta, LAIR1 y TCR alfa, LAIR1 y TCR beta, SIGLEC10 y TCR alfa, SIGLEC10 y TCR beta, 2B4 y
TCR alfa, 2B4 y TCR beta, inactivando de ese modo dichos genes diana. En otra realizacién de la divulgacién, pueden
expresarse mas de dos endonucleasas de sitio de corte infrecuente en las células de genomodificar para manipular
de forma dirigida y/o inactivar mas de dos genes.

En otra realizacién de la divulgacion, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente puede ser una meganucleasa,
una nucleasa de dedos de cinc o una nucleasa TALE. En una realizacion preferida, dicha endonucleasa de sitio de
corte infrecuente es una nucleasa TALE. Por nucleasa TALE se pretende una proteina de fusiéon que consiste en un
dominio de union a ADN derivado de un efector de tipo activador de la transcripcién (TALE) y un dominio catalitico de
nucleasa para escindir una secuencia diana de acido nucleico. (Boch, Scholze et al. 2009; Moscou y Bogdanove 2009;
Christian, Cermak et al. 2010; Cermak, Doyle et al. 2011; Geissler, Scholze et al. 2011; Huang, Xiao ef al. 2011; Li,
Huang ef al. 2011; Mahfouz, Li et al. 2011; Miller, Tan et al. 2011; Morbitzer, Romer et al. 2011; Mussolino, Morbitzer
et al. 2011; Sander, Cade ef al. 2011; Tesson, Usal et al. 2011; Weber, Gruetzner et al. 2011; Zhang, Cong et al. 2011,
Deng, Yan et al. 2012; Li, Piatek et al. 2012; Mahfouz, Li et al. 2012; Mak, Bradley et al. 2012).

En la presente divulgacion, se han disefiado nuevas nucleasas TALE para manipulacién dirigida precisa de genes

pertinentes para estrategias de inmunoterapia adoptiva. Las nucleasas TALE preferidas de acuerdo con la invencién
son las que reconocen y escinden la secuencia diana seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 77 y SEQ
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ID NO: 78 (PD1), SEQ ID NO: 74 a SEQ ID NO: 76 (CTLA-4), SEQ ID NO: 37, 57 a 60 (TCRalfa), SEQ ID NO: 38 o
39 (TCRbeta). La presente divulgacion también se refiere a polipéptidos de nucleasa TALE que comprenden una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 79 a SEQ ID NO: 88 y SEQ ID NO:
41 a 46.

La presente divulgacion también se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente, al menos un 90 %, un 95 %, 97 % o
99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 79 a SEQ ID NO: 88. También se describen en el presente documento, polinucleétidos, vectores que codifican
las endonucleasas de sitio de corte infrecuente descritas anteriormente. Este método puede asociarse con uno
cualquiera de los diferentes métodos descritos en la presente divulgacion.

En otra realizacion de la divulgacion, puede introducirse ademas un dominio catalitico adicional en la célula con dicha
endonucleasa de sitio de corte infrecuente para aumentar la mutagénesis para potenciar su capacidad de inactivar
genes diana. En particular, dicho dominio catalitico adicional es una enzima que procesa extremos de ADN. Ejemplos
no limitantes de enzimas que procesan extremos de ADN incluyen exonucleasas 5-3', exonucleasas 3-5'
exonucleasas alcalinas 5-3', endonucleasas de solapa 5', helicasas, fosfatasa, hidrolasas y ADN polimerasas
independientes de molde. Ejemplos no limitantes de dicho dominio catalitico comprenden un dominio proteinico o
derivado cataliticamente activo del dominio proteinico seleccionado del grupo que consiste en hExol
(EXO1_HUMANO), Exol de levadura (EXO1_LEVADURA), Exol de E. coli, TREX2 humano, TREX1 de raton, TREX1
humano, TREX1 bovino, TREX1 de rata, TdT (transferasa de desoxinucleotidilo terminal), DNA2 humano, DNA2 de
levadura (DNA2_LEVADURA). En una realizacién preferida de la divulgacion, dicho dominio catalitico adicional tiene
una actividad 3'-5'-exonucleasa, y en una realizacion mas preferida, dicho dominio catalitico adicional es TREX, mas
preferentemente dominio catalitico TREX2 (documento WO02012/058458). En otra realizacién preferida de la
divulgacion, dicho dominio catalitico estd codificado por un polipéptido TREX monocatenario (documento
W02013/009525). Dicho dominio catalitico adicional puede fusionarse a una proteina de fusion de nucleasa o proteina
quimérica opcionalmente mediante un conector peptidico.

Se sabe que las roturas endonucleoliticas estimulan la tasa de recombinacion homoéloga. Por tanto, en otra realizacion
de la divulgacion, la etapa de modificacién genética del método comprende ademas una etapa de introduccion en
células de un acido nucleico exdgeno que comprende al menos una secuencia homoéloga a una parte de la secuencia
de acido nucleico diana, de modo que se produzca recombinacién homéloga entre la secuencia de &cido nucleico
dianay el acido nucleico exégeno. En realizaciones particulares, dicho acido nucleico exégeno comprende una primera
y segunda parte que son homoélogas a la region 5'y 3' de la secuencia de acido nucleico diana, respectivamente. Dicho
acido nucleico exdgeno en estas realizaciones también comprende una tercera parte ubicada entre la primera y la
segunda parte, que no comprende homologia con las regiones 5'y 3' de la secuencia de acido nucleico diana. Después
de la escision de la secuencia de acido nucleico diana, se estimula un evento de recombinacion homologa entre la
secuencia de acido nucleico diana y el acido nucleico exégeno. Preferentemente, secuencias homologas de al menos
50 pb, preferentemente mas de 100 pb y mas preferentemente mas de 200 pb se usan dentro de dicha matriz donante.
Por lo tanto, el acido nucleico exégeno se preferentemente de 200 pb a 6000 pb, mas preferentemente de 1000 pb a
2000 pb. De hecho, las homologias de acido nucleico compartidas ubicadas en regiones flanqueantes en direccién 3'
y en direccion 5' del sitio de la rotura y la secuencia de acido nucleico a introducir deben estar ubicadas entre los dos
brazos.

En particular, dicho acido nucleico exdgeno comprende sucesivamente una primera region de homologia con
secuencias en direccion 5' de dicha escision, una secuencia para inactivar un gen diana seleccionado del grupo que
consiste en genes del punto de control inmunitario, TCR alfa y TCR beta y una segunda regién de homologia con
secuencias en direccion 3' de la escision. Dicha etapa de introduccién de polinucleétido puede ser simultanea, antes
o después de la introduccién o expresiéon de dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente. Dependiendo de la
ubicacion de la secuencia de acido nucleico diana en la que se ha producido el evento de rotura, dicho acido nucleico
exogeno puede usarse para suprimir un gen, por ejemplo, cuando el acido nucleico exdgeno esta ubicado dentro de
la pauta abierta de lectura de dicho gen, o para introducir nuevas secuencias o genes de interés. Pueden usarse
inserciones de secuencia usando dicho acido nucleico exégeno para modificar un gen existente diana, mediante
correccion o remplazo de dicho gen (permutacion de alelos como ejemplo no limitante), o para regular por aumento o
por disminucion la expresiéon del gen diana (permutacién de promotores como ejemplo no limitante), correccion o
remplazo de dicho gen diana. En una realizacion preferida, la inactivacion de genes del grupo que consiste en genes
del punto de control inmunitario, TCR alfa y TCR beta puede hacerse en una ubicacién genémica precisa dirigida por
una nucleasa TALE especifica, en la que dicha nucleasa TALE especifica cataliza una escisién y en la que dicho acido
nucleico exégeno comprende sucesivamente al menos una regién de homologia y una secuencia para inactivar un
gen diana seleccionado del grupo que consiste en genes del punto de control inmunitario, TCR alfa y TCR beta, que
se integra por recombinacién homdloga. En otra realizacion de la divulgacion, varios genes pueden inactivarse,
sucesivamente o al mismo tiempo, usando varias nucleasas TALE respectivamente y que abordan especificamente
un gen definido y varios polinucleétidos especificos para inactivacion génica especifica.

Por etapa de modificacién genémica adicional, puede pretenderse también la inactivacion de otro gen seleccionado
del grupo que consiste en genes del punto de control inmunitario, TCR alfa y TCR beta. Como se menciona
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anteriormente, dicha etapa de modificacion gendmica adicional puede ser una etapa de inactivacion, que comprende:

(a) introducir en dichas células al menos una nucleasa de sitio de corte infrecuente de modo que la endonucleasa
de sitio de corte infrecuente catalice especificamente la escision en una secuencia diana del genoma de dicha
célula.

(b) opcionalmente introducir en dichas células un acido nucleico ex6geno que comprende sucesivamente una
primera regién de homologia con secuencias en direccion 5' de dicha escisiéon, una secuencia a insertar en el
genoma de dicha célula y una segunda region de homologia con secuencias en direcciéon 3' de dicha escision,

en la que dicho acido nucleico exdgeno introducido inactiva un gen e integra a menos una secuencia polinucleotidica
exogena que codifica al menos una proteina recombinante de interés. En otra realizacion de la divulgacion, dicha
secuencia polinucleotidica exdgena se integra dentro de un gen seleccionado del grupo que consiste en genes del
punto de control inmunitario, TCR alfay TCR beta.

En una realizacién particular de la divulgacién, dicho método para genomodificar células comprende ademas una
etapa de modificacién gendémica adicional. Por etapa de modificaciéon gendémica adicional, puede pretenderse la
introduccion en células a genomodificar de una proteina de interés. Dicha proteina de interés puede ser, como
ejemplos no limitantes, pTalfa o variante funcional de la misma, un receptor quimérico de antigenos (CAR), un CAR
multicatenario, un anticuerpo biespecifico como se describe en la presente divulgacion. Dicho método para
genomodificar células también puede comprender ademas la introducciéon de una endonucleasa de sitio de corte
infrecuente que pueda inactivar selectivamente por escisién de ADN un gen que codifica una diana para dicho agente
inmunosupresor como se describe en la presente divulgacion.

La divulgacién también se refiere a nucleasas TALE. En general, la divulgacion se refiere a una nucleasa TALE que
comprende:

(a) un dominio de uniéon a ADN de efector de tipo activador de la transcripcion (TALE) que se ha genomodificado
para que se una a una secuencia diana dentro de genes seleccionados del grupo que consiste en genes del punto
de control inmunitario, TCR alfa y TCR beta;

(b) un dominio de escision o un semidominio de escision.

Las nucleasas TALE preferidas de acuerdo con la divulgacion son las que reconocen y escinden la secuencia diana
seleccionada del grupo que consiste en:

- SEQID NO: 77 y SEQ ID NO: 78 (PD1)
- SEQID NO: 74 a SEQ ID NO: 76 (CTLA-4),
- SEQID NO: 37, 57 a 60 (TCRalfa), y

- SEQ ID NO: 38 0 39 (TCRbeta),

Dichas nucleasas TALE comprenden preferentemente una secuencia polipeptidica seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 79 a SEQ ID NO: 88 para escindir la diana respectiva SEQ ID NO: 74 a 78 y SEQ ID NO: 41
a SEQ ID NO: 46, para escindir las secuencias diana respectivas SEQ ID NO: 37 a 39.

Como puede surgir algo de variabilidad a partir de los datos genémicos de los que derivan estos polipéptidos, y también
para tener en cuenta la posibilidad de sustituir algunos de los aminoacidos presentes en estos polipéptidos sin pérdida
importante de actividad (variantes funcionales), también se describen variantes polipeptidicas de los polipéptidos
anteriores, que comparten al menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un
90 % e incluso mas preferentemente al menos un 95 % de identidad con las secuencias proporcionadas en el presente
documento.

La presente divulgacién, por tanto, se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al
menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente, al menos un 90 %, un 95 %, 97 % 0 99 %
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 79
a SEQ ID NO: 88 y SEQ ID NO: 41 a SEQ ID NO: 46.

También estan comprendidos en el alcance de la presente divulgacion, polinucleétidos, vectores que codifican las
endonucleasas de sitio de corte infrecuente descritas anteriormente.

En el alcance de la presente divulgacion, también se engloban células aisladas o lineas celulares susceptibles de

obtenerse mediante dicho método para genomodificar células, en particular linfocitos T, en que al menos un gen
seleccionado del grupo que consiste en genes del punto de control inmunitario, preferentemente seleccionado del
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grupo de: PD1, CTLA-4, LAG3, Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10, 2B4, TCR alfay TCR beta se ha
inactivado. Preferentemente, dos genes seleccionados del grupo que consiste en: PD1y TCR alfa, PD1 y TCR beta,
CTLA-4 y TCR alfa, CTLA-4 y TCR beta, LAG3 y TCR alfa, LAG3 y TCR beta, Tim3 y TCR alfa, Tim3 y TCR beta,
BTLA y TCR alfa, BTLAy TCR beta, BY55 y TCR alfa, BY55 y TCR beta, TIGIT y TCR alfa, TIGIT y TCR beta, B7H5
y TCR alfa, B7TH5 y TCR beta, LAIR1 y TCR alfa, LAIR1 y TCR beta, SIGLEC10 y TCR alfa, SIGLEC10 y TCR beta,
2B4 y TCR alfa, 2B4 y TCR beta se han inactivado.

De acuerdo con la divulgacion, esos genes se inactivan preferentemente por al menos una endonucleasa de sitio de
corte infrecuente. Los inventores han demostrado que el uso de nucleasas TALE era particularmente ventajoso para
conseguir inactivacion doble en linfocitos T. La divulgacion abarca un linfocito T aislado que comprende al menos dos
polinucleétidos, codificando dichos polinucleétidos al menos una primera y segunda nucleasa TALE, preferentemente
estando la primera nucleasa TALE dirigida contra un gen que codifica TCR y estando la segunda dirigida contra un
gen que codifica una proteina del punto de control inmunitario, tal como PD1, CTLA-4, LAG3, Tim3, BTLA, BY55,
TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10, 2B4. En otra realizacién de la divulgacién, dicha célula aislada comprende ademas
una modificacién genémica adicional. En otra realizacion, de la divulgacion dicha modificacién gendémica adicional es
la integracion de al menos una secuencia polinucleotidica exégena. En otra realizacion, dicha secuencia ex6gena se
integra en un gen seleccionado del grupo que consiste en PD1, CTLA-4, LAG3, Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5,
LAIR1, SIGLEC10, 2B4, TCR alfay TCR beta.

Linfocitos T no alorreactivos y resistentes a inmunosupresion:

En un aspecto particular de la divulgacion, la presente invencion se refiere a un método de genomodificacion de
linfocitos T, especialmente para inmunoterapia. En particular, este método comprende:

(a) modificar linfocitos T inactivando al menos:
- un primer gen que expresa una diana para un agente inmunosupresor, y

- un segundo gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) (b) expandir dichas células,
opcionalmente en presencia de dicho agente inmunosupresor.

Un agente inmunosupresor es un agente que suprime la funcién inmunitaria por uno de varios mecanismos de accion.
En otras palabras, un agente inmunosupresor es una funcién desempefiada por un compuesto, que se muestra por
una capacidad de disminuir el grado y/o voracidad de una respuesta inmunitaria. Como ejemplo no limitante, un agente
inmunosupresor puede ser un inhibidor de calcineurina, una diana de rapamicina, un bloqueante de cadena a de
interleucina-2, un inhibidor de la monofosfato de inosina deshidrogenasa, un inhibidor de la acido dihidrofélico
reductasa, un corticoesteroide o un antimetabolito inmunosupresor. Los inmunosupresores citotoxicos clasicos actian
inhibiendo la sintesis de ADN. Otros pueden actuar a través de la activacién de linfocitos T o inhibiendo la activacion
de células auxiliares. El método de acuerdo con la divulgacion permite conferir resistencia inmunosupresora a los
linfocitos T para inmunoterapia inactivando la diana del agente inmunosupresor en linfocitos T. Como ejemplos no
limitantes, las dianas para un agente inmunosupresor pueden ser un receptor para un agente inmunosupresor tal
como: CD52, receptor de glucocorticoesteroides (GR), un miembro de la familia de FKBP y un miembro génico de la
familia de ciclofilina.

En una realizacion particular de la divulgacion, la etapa de modificacion genética del método se basa en la inactivacion
de un gen seleccionado del grupo que consiste en CD52, GR, TCR alfa y TCR beta. En otra realizacion de la
divulgacion, la etapa de modificacion genética del método se basa en la inactivacién de dos genes seleccionados del
grupo que consiste en CD52 y GR, CD52 y TCR alfa, CDR52 y TCR beta, GRy TCR alfa, GRy TCR beta, TCR alfay
TCR beta. En otra realizacion de la divulgacion, la etapa de modificacién genética del método se basa en la inactivacion
de mas de dos genes. La modificacién genética se realiza preferentemente ex vivo.

Al inactivar un se pretende que el gen de interés no se exprese en una forma proteinica funcional. En una realizacion
particular de la divulgacion, la modificacion genética del método se basa en la expresion, en células proporcionadas
para modificacion por ingenieria, de una endonucleasa de sitio de corte infrecuente de modo que dicha endonucleasa
de sitio de corte infrecuente catalice especificamente la escisiéon en un gen diana, inactivando de ese modo dicho gen
diana. En una realizacién particular de la divulgacion, dicho método para genomodificar células comprende al menos
una de las siguientes etapas:

(a) proporcionar un linfocito T, preferentemente de un cultivo celular o de una muestra de sangre;

(b) seleccionar un gen en dicho linfocito T que expresa una diana para un agente inmunosupresor;

(c) introducir en dicho linfocito T una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que pueda inactivar selectivamente
por escisién de ADN, preferentemente por rotura bicatenaria, respectivamente:

- dicho gen que codifica una diana para dicho agente inmunosupresor, y
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- al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR).
(d) expandir dichas células, opcionalmente en presencia de dicho agente inmunosupresor.
En una realizacién mas preferida de la divulgacion, dicho método comprende:
(a) proporcionar un linfocito T, preferentemente de un cultivo celular o de una muestra de sangre;
(b) seleccionar un gen en dicho linfocito T que expresa una diana para un agente inmunosupresor;

(c) transformar dicho linfocito T con acido nucleico que codifica una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que
pueda inactivar selectivamente por escision de ADN, preferentemente por rotura bicatenaria, respectivamente:

- dicho gen que codifica una diana para dicho agente inmunosupresor, y
- al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR);

(d) expresar dichas endonucleasas de sitio de corte infrecuente en dichos linfocitos T;
(e) clasificar los linfocitos T transformados, que no expresan TCR en su superficie celular;
(f) expandir dichas células, opcionalmente en presencia de dicho agente inmunosupresor.

En una realizacion particular de la divulgacion, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente aborda
especificamente un gen seleccionado del grupo que consiste CD52, GR, TCR alfa y TCR beta. En otra realizacién de
la divulgacién, la modificacién genética del método se basa en la expresion, en células proporcionadas para
modificacién por ingenieria, de dos endonucleasas de sitio de corte infrecuente, de modo que cada una de dichas dos
endonucleasas de sitio de corte infrecuente, catalice especifica y selectivamente la escision en cada uno de los pares
de genes seleccionados del grupo que consiste en CD52 y GR, CD52 y TCR alfa, CDR52 y TCR beta, GRy TCR alfa,
GR y TCR beta, TCR alfa y TCR beta, inactivando de ese modo dichos genes diana. En otra realizacion de la
divulgacion, pueden expresarse mas de dos endonucleasas de sitio de corte infrecuente en las células de
genomodificar para manipular de forma dirigida y/o inactivar mas de dos genes.

En otra realizacion de la divulgacion, dicho gen de la etapa (b), especifico para un tratamiento inmunosupresor, es
CD52 y el tratamiento inmunosupresor de la etapa (d) o (e) comprende un anticuerpo humanizado dirigido al antigeno
CD52.

En otra realizacion de la divulgacion, dicho gen de la etapa (b), especifico para un tratamiento inmunosupresor, es un
receptor de glucocorticoesteroides (GR) y el tratamiento inmunosupresor de la etapa d) o (e) comprende un
corticoesteroide tal como dexametasona.

En otra realizacion de la divulgacion, dicho gen diana de la etapa (b), especifico para un tratamiento inmunosupresor,
es un mimbro génico de la familia de FKBP o una variante del mismo y el tratamiento inmunosupresor de la etapa (d)
o (e) comprende FK506, también conocido como tacrélimus o fujimicina. En otra realizacion de la divulgacion, dicho
miembro génico de la familia de FKBP es FKBP12 o una variante del mismo.

En otra realizacion de la divulgacion, dicho gen de la etapa (b), especifico para un tratamiento inmunosupresor, es un
miembro génico de la familia de ciclofilina o una variante del mismo y el tratamiento inmunosupresor de la etapa (d) o
(e) comprende ciclosporina.

En otra realizacién de la divulgacion, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente puede ser una meganucleasa,
una nucleasa de dedos de cinc o una nucleasa TALE. En una realizacion preferida de la divulgacion, dicha
endonucleasa de sitio de corte infrecuente es una nucleasa TALE. Las nucleasas TALE preferidas son las que
reconocen y escinden la secuencia diana seleccionada del grupo que consiste en:

- SEQIDNO: 1 a6 (GR),

- SEQ ID NO: 37, 57 a 60 (TCRalfa),

- SEQ ID NO: 38 0 39 (TCRbeta), y

- SEQ ID NO: 40, 61 a 65 (CD52)

Dichas nucleasas TALE comprenden preferentemente una secuencia polipeptidica seleccionada de SEQ ID NO: 7 a

SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 41 a SEQ ID NO: 48, para escindir las secuencias diana respectivas SEQ ID NO: 1 a 6
y SEQ ID NO: 37 a 40.
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En otra realizacion de la divulgacion, puede introducirse ademas un dominio catalitico adicional en la célula con dicha
endonucleasa de sitio de corte infrecuente para aumentar la mutagénesis para potenciar su capacidad de inactivar
genes diana. En particular, dicho dominio catalitico adicional es una enzima que procesa extremos de ADN. Ejemplos
no limitantes de enzimas que procesan extremos de ADN incluyen exonucleasas 5-3', exonucleasas 3-5
exonucleasas alcalinas 5-3', endonucleasas de solapa 5', helicasas, fosfatasa, hidrolasas y ADN polimerasas
independientes de molde. Ejemplos no limitantes de dicho dominio catalitico comprenden un dominio proteinico o
derivado cataliticamente activo del dominio proteinico seleccionado del grupo que consiste en hExol
(EXO1_HUMANO), Exol de levadura (EXO1_LEVADURA), Exol de E. coli, TREX2 humano, TREX1 de ratén, TREX1
humano, TREX1 bovino, TREX1 de rata, TdT (transferasa de desoxinucleotidilo terminal), DNA2 humano, DNA2 de
levadura (DNA2_LEVADURA). En una realizacién preferida de la divulgacion, dicho dominio catalitico adicional tiene
una actividad 3'-5'-exonucleasa, y en una realizacion mas preferida de la divulgacion, dicho dominio catalitico adicional
es TREX, mas preferentemente dominio catalitico TREX2 (documento W02012/058458). En otra realizacion preferida
de la divulgacion, dicho dominio catalitico esta codificado por un polipéptido TREX monocatenario. Dicho dominio
catalitico adicional puede fusionarse a una proteina de fusién de nucleasa o proteina quimérica de acuerdo con la
invencion opcionalmente mediante un conector peptidico.

Se sabe que las roturas endonucleoliticas estimulan la tasa de recombinacién homoéloga. Por tanto, en otra realizacion
de la divulgacion, la etapa de modificacion genética del método comprende ademas una etapa de introduccion en
células de un acido nucleico exdégeno que comprende al menos una secuencia homéloga a una parte de la secuencia
de acido nucleico diana, de modo que se produzca recombinacién homéloga entre la secuencia de acido nucleico
dianay el acido nucleico exégeno. En realizaciones particulares, dicho acido nucleico exégeno comprende una primera
y segunda parte que son homélogas a la region 5'y 3' de la secuencia de acido nucleico diana, respectivamente. Dicho
acido nucleico exdgeno en estas realizaciones también comprende una tercera parte ubicada entre la primera y la
segunda parte, que no comprende homologia con las regiones 5'y 3' de la secuencia de acido nucleico diana. Después
de la escisién de la secuencia de acido nucleico diana, se estimula un evento de recombinacion homoéloga entre la
secuencia de acido nucleico diana y el acido nucleico exégeno. Preferentemente, secuencias homologas de al menos
50 pb, preferentemente mas de 100 pb y mas preferentemente mas de 200 pb se usan dentro de dicha matriz donante.
Por lo tanto, el acido nucleico exdgeno se preferentemente de 200 pb a 6000 pb, mas preferentemente de 1000 pb a
2000 pb. De hecho, las homologias de acido nucleico compartidas ubicadas en regiones flanqueantes en direccion 3'
y en direccion 5' del sitio de la rotura y la secuencia de acido nucleico a introducir deben estar ubicadas entre los dos
brazos.

En particular, dicho acido nucleico ex6geno comprende sucesivamente una primera regiéon de homologia con
secuencias en direccion 5' de dicha escisidn, una secuencia para inactivar un gen diana seleccionado del grupo que
consiste en CD52, GR, TCR alfa y TCR beta y una segunda regién de homologia con secuencias en direccion 3' de la
escision. Dicha etapa de introduccion de polinucleétido puede ser simultanea, antes o después de la introduccion o
expresion de dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente. Dependiendo de la ubicacién de la secuencia de acido
nucleico diana en la que se ha producido el evento de rotura, dicho &cido nucleico exégeno puede usarse para suprimir
un gen, por ejemplo, cuando el acido nucleico exégeno esté ubicado dentro de la pauta abierta de lectura de dicho
gen, o para introducir nuevas secuencias o genes de interés. Pueden usarse inserciones de secuencia usando dicho
acido nucleico exégeno para modificar un gen existente diana, mediante correccion o remplazo de dicho gen
(permutacion de alelos como ejemplo no limitante), o para regular por aumento o por disminucion la expresion del gen
diana (permutacion de promotores como ejemplo no limitante), correccion o remplazo de dicho gen diana. En una
realizacion preferida de la divulgacion, la inactivacion de genes del grupo que consiste en CD52, GR, TCR alfay TCR
beta puede hacerse en una ubicacion gendmica precisa dirigida por una nucleasa TALE especifica, en la que dicha
nucleasa TALE especifica cataliza una escision y en la que dicho acido nucleico exégeno comprende sucesivamente
al menos una region de homologia y una secuencia para inactivar un gen diana seleccionado del grupo que consiste
en CD52, GR, TCR alfay TCR beta, que se integra por recombinaciéon homéloga. En otra realizacién de la divulgacion,
varios genes pueden inactivarse, sucesivamente o al mismo tiempo, usando varias nucleasas TALE respectivamente
y que abordan especificamente un gen definido y varios polinuclettidos especificos para inactivacion génica
especifica.

Por etapa de modificacién genémica adicional, puede pretenderse también la inactivacion de otro gen seleccionado
del grupo que consiste en CD52, GR, TCR alfa y TCR beta. Como se menciona anteriormente, dicha etapa de
modificacién genémica adicional puede ser una etapa de inactivaciéon, que comprende:

(a) introducir en dichas células al menos una nucleasa de sitio de corte infrecuente de modo que la endonucleasa
de sitio de corte infrecuente catalice especificamente la escisién en una secuencia diana del genoma de dicha
célula.

(b) opcionalmente introducir en dichas células un acido nucleico exdégeno que comprende sucesivamente una
primera region de homologia con secuencias en direccion 5' de dicha escisiéon, una secuencia a insertar en el
genoma de dicha célula y una segunda region de homologia con secuencias en direccion 3' de dicha escision,
en la que dicho acido nucleico exégeno introducido inactiva un gen e integra a menos una secuencia polinucleotidica
exogena que codifica al menos una proteina recombinante de interés. En oftra realizacion, dicha secuencia
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polinucleotidica exdgena se integra dentro de un gen seleccionado del grupo que consiste en CD52, GR, TCR alfa 'y
TCR beta.

En una realizacion particular de la divulgacién, dicho método para genomodificar células comprende ademas una
etapa de modificacién gendémica adicional. Por etapa de modificacién genémica adicional, puede pretenderse la
introduccion en células a genomodificar de una proteina de interés. Dicha proteina de interés puede ser, como
ejemplos no limitantes, pTalfa o variante funcional de la misma, un receptor quimérico de antigenos (CAR), un CAR
multicatenario, un anticuerpo biespecifico o endonucleasa de sitio de corte infrecuente dirigida a PDCD1 o CTLA-4
como se describe en la presente divulgacion.

La divulgacion también se refiere a nucleasas TALE. En general, la divulgacion se refiere a una nucleasa TALE que
comprende:

(a) un dominio de unién a ADN de efector de tipo activador de la transcripcion (TALE) que se ha genomodificado
para que se una a una secuencia diana dentro de genes seleccionados del grupo que consiste en CD52, GR, TCR
alfay TCR beta;

(b) un dominio de escision o un semidominio de escision.

Las nucleasas TALE preferidas de acuerdo con la divulgacion son las que reconocen y escinden la secuencia diana
seleccionada del grupo que consiste en:

- SEQIDNO: 1a6 (GR),

- SEQID NO: 37, 57 a 60 (TCRalfa),
- SEQID NO: 38 0 39 (TCRbeta), y
- SEQ ID NO: 40, 61 a 65 (CD52)

Dichas nucleasas TALE comprenden preferentemente una secuencia polipeptidica seleccionada de SEQ ID NO: 7 a
SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 41 a SEQ ID NO: 48, para escindir las secuencias diana respectivas SEQ ID NO: 1 a 6
y SEQ ID NO: 37 a 40.

Como puede surgir algo de variabilidad a partir de los datos gendmicos de los que derivan estos polipéptidos, y también
para tener en cuenta la posibilidad de sustituir algunos de los aminoacidos presentes en estos polipéptidos sin pérdida
importante de actividad (variantes funcionales), también se mencionan variantes polipeptidicas de los polipéptidos
anteriores, que comparten al menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un
90 % e incluso mas preferentemente al menos un 95 % de identidad con las secuencias proporcionadas en el presente
documento.

La presente divulgacion, por tanto, se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al
menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente, al menos un 90 %, un 95 %, 97 % 0 99 %
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 a
SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 41 a SEQ ID NO: 48.

También estan comprendidos en el alcance de la presente divulgacion, polinucleétidos, vectores que codifican las
endonucleasas de sitio de corte infrecuente descritas anteriormente.

En el alcance de la presente divulgacion, también se engloban células aisladas o lineas celulares susceptibles de
obtenerse mediante dicho método para genomodificar células, en particular linfocitos T, en que al menos un gen
seleccionado del grupo que consiste en CD52, GR, TCR alfay TCR beta se ha inactivado. Preferentemente, dos genes
seleccionados del grupo que consiste en CD52 y GR, CD52 y TCR alfa, CDR52 y TCR beta, GR y TCR alfa, GR y
TCR beta, TCR alfay TCR beta se han inactivado.

De acuerdo con la divulgacion, esos genes se inactivan preferentemente por al menos una endonucleasa de sitio de
corte infrecuente. Los inventores han demostrado que el uso de nucleasas TALE era particularmente ventajoso para
conseguir inactivacion doble en linfocitos T. La divulgacion abarca un linfocito T aislado que comprende al menos dos
polinucleétidos, codificando dichos polinucleétidos al menos una primera y segunda nucleasa TALE, preferentemente
estando la primera nucleasa TALE dirigida contra un gen que codifica TCR y estando la segunda dirigida contra un
gen que codifica un receptor para un agente inmunosupresor, tal como CD52 o GR.

En otra realizacion de la divulgacion, dicha célula aislada comprende ademas una modificacion gendémica adicional.
En otra realizacion de la divulgacién, dicha modificacion genémica adicional es la integracion de al menos una
secuencia polinucleotidica exdgena. En otra realizacién de la divulgacion, dicha secuencia exégena se integra en un
gen seleccionado del grupo que consiste en CD52, GR, TCR alfay TCR beta.
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PreTalfa

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método de expansion de linfocitos T deficientes de TCR alfa, que
comprende introducir en dicho linfocito T pTalfa (también denominado preTCRa) o una variante funcional del mismo y
expandir dichas células, opcionalmente a través de estimulacién dl complejo CD3. En una realizacion preferida de la
divulgacion, el método comprende:

a) transformar dichas células con acido nucleico que codifica al menos un fragmento de pTalfa para mantener la
expresion en superficie de CD3

b) expresar dicho pTalfa en dichas células
c) expandir dichas células opcionalmente, opcionalmente a través de estimulacién dl complejo CD3.

La divulgacion también se refiere a un método de preparacion de linfocitos T para inmunoterapia, que comprende las
etapas del método para la expansién de linfocitos T.

En una realizacion particular de la divulgacion, la secuencia polinucleotidica de pTalfa puede introducirse
aleatoriamente o también a través de recombinacién homéloga, en particular la insercion podria estar asociada con la
inactivacion de gen TCRalfa.

De acuerdo con la divulgacion, se usan diferentes variantes funcionales de pTalfa. Una "variante funcional" del péptido
se refiere a una molécula sustancialmente similar al péptido completo o un fragmento del mismo. Un "fragmento” del
pTalfa o variante funcional del mismo, se refiere a cualquier subconjunto de la molécula, es decir, un péptido mas
corto. El pTalfa preferido o variantes funcionales pueden ser pTalfa de longitud completa o una version de pTalfa
truncada en el extremo C. El pTalfa truncado en el extremo C carece, en el extremo C terminal, de uno o mas residuos.
Como ejemplos no limitantes, la version de pTalfa truncada en el extremo C carece de 18, 48, 62, 78, 92, 110 0 114
residuos del extremo C de la proteina (SEQ ID NO: 107 a SEQ ID NO: 114). Ademas, pueden prepararse variantes
de secuencia de aminoacidos del péptido mediante mutaciones en el ADN que codifica el péptido. Dichas variantes
funcionales incluyen, por ejemplo, deleciones de, o inserciones o sustituciones de, residuos dentro de la secuencia de
aminoacidos. También puede realizarse cualquier combinacién de delecidn, insercidn y sustitucién para llevar a la
construccion final, siempre que la construccion final posea la actividad deseada, en particular el restablecimiento de
un complejo CD3 funcional. En una realizacion preferida de la divulgacion, se introduce al menos una mutacion en las
diferentes versiones de pTalfa como se describe anteriormente para lograr la dimerizacion. Como ejemplo no limitante,
el residuo mutado puede ser al menos W46R, D22A, K24A, R102A o R117A de la proteina pTalfa humana o posiciones
alineadas usando el método CLUSTALW en la familia de pTalfa o miembro homologo. Preferentemente, pTalfa o
variante del mismo como se describe anteriormente comprende el residuo mutado W46R (SEQ ID NO:123) o los
residuos mutados D22A, K24A, R102A y R117A (SEQ ID NO: 124). En una realizacién particular de la divulgacion,
dicho pTalfa o variantes también se fusionan a un dominio de transduccién de sefiales tal como CD28, OX40, ICOS,
CD27, CD137 (4-1BB) y CD8 como ejemplos no limitantes (SEQ ID NO: 115 a SEQ ID NO: 120). EI dominio
extracelular de pTalfa o variantes como se describen anteriormente se pueden fusionar a un fragmento de la proteina
TCRalfa, particularmente el dominio transmembranario e intracelular de TCRalfa (SEQ ID NO: 122). Las variantes de
pTalfa también se pueden fusionar al dominio intracelular de TCRalfa (SEQ ID NO:121).

En otra realizaciéon de la divulgacién, dichas versiones de pTalfa se fusionan a un dominio extracelular de unién a
ligando y mas preferentemente pTalfa o variante funcional del mismo se fusiona a un fragmento de anticuerpo
monocatenario (scFV) que comprende el fragmento variable de la cadena ligera (V) y la pesada (V) de un anticuerpo
monoclonal especifico de antigeno diana unido mediante un conector flexible. Como ejemplo no limitante, la secuencia
de aminoacidos de pTalfa o variante funcional del mismo se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 107 a
SEQ ID NO: 124.

Como puede surgir algo de variabilidad a partir de los datos gendmicos de los que derivan estos polipéptidos, y también
para tener en cuenta la posibilidad de sustituir algunos de los aminoacidos presentes en estos polipéptidos sin pérdida
importante de actividad (variantes funcionales), la divulgacién abarca polipéptidos variantes de los polipéptidos
anteriores que comparten al menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un
90 % e incluso mas preferentemente al menos un 95 % de identidad con las secuencias proporcionadas en el presente
documento.

La presente divulgacion, por tanto, se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene al
menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente, al menos un 90 %, un 95 %, 97 % 0 99 %
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 107
a SEQ ID NO: 124.

Por linfocito T deficiente de TCR alfa se pretende un linfocito T aislado que carece de la expresiéon de una cadena alfa
de TCR funcional. Esto puede conseguirse por diferentes medios, como ejemplos no limitantes, genomodificando un
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linfocito T de tal manera que no exprese ningun TCR alfa funcional en su superficie celular o genomodificando un
linfocito T de modo que produzca muy poca cadena alfa de TCR funcional en su superficie o genomodificando un
linfocito T para que exprese una forma mutada o truncada de la cadena alfa de TCR.

Las células deficientes de TCR alfa ya no pueden expandirse a través del complejo CD3. Por tanto, para solucionar
este problema y permitir la proliferacion de células deficientes de TCR alfa, se introduce pTalfa o variante funcional
del mismo en dichas células, restableciendo, por tanto, un complejo CD3 funcional. En una realizacion preferida de la
divulgacion, el método comprende ademas introducir en dichos linfocitos T endonucleasas de sitio de corte infrecuente
que pueden inactivar selectivamente por escision de ADN un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos
T (TCR). En una realizacion particular de la divulgacién, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente es una
nucleasa TALE. Como ejemplos no limitantes, la nucleasa TALE se dirige contra una de las secuencias diana génicas
de TCRalfa seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 57 a 60. Preferentemente, las
TALE-nucleasas se seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42.

En una realizacion particular de la divulgacién, dicho método para la expansion de linfocitos T deficientes de TCR alfa
comprende una etapa de modificacion gendmica adicional. Por etapa de modificacion genémica adicional, puede
pretenderse la introduccién en células a genomodificar de una proteina de interés. Dicha proteina de interés puede
ser, como ejemplos no limitantes, un receptor quimérico de antigenos (CAR), particularmente un CAR que comprende
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 73, un CAR multicatenario, particularmente un CAR multicatenario que
comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 125, un anticuerpo biespecifico, endonucleasas de sitio de corte
infrecuente dirigidas a PDCD1 o CTLA-4, particularmente la secuencia de acido nucleico SEQ ID NO: 74 a SEQ ID
NO: 78 o una endonucleasa de sitio de corte infrecuente dirigida a una diana para un agente inmunosupresor como
se describe en la presente divulgacion.

También se describen en el presente documento polipéptidos que codifican pTalfa, particularmente variantes
funcionales descritas anteriormente. En una realizacion preferida, la divulgacion se refiere a un pTalfa o variante
funcional del mismo fusionado a un dominio de transduccion de sefiales tal como CD28, OX40, ICOS, CD137 y CD8.
Mas particularmente, la divulgacién se refiere a una variante funcional de pTalfa que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 107 a SEQ ID NO: 124. También se describen en
el presente documento polinucleétidos, vectores que codifican pTalfa o variantes funcionales del mismo descritos
anteriormente.

Las células aisladas o lineas celulares susceptibles de obtener por dicho método también se describen en el presente
documento. En particular, dichas células aisladas o lineas celulares se obtienen introduciendo en dichas células un
pTalfa o una variante funcional del mismo para mantener la expresion en superficie de CD3. En una realizacién
preferida de la divulgacion, dicha célula aislada o linea celular se modifica genéticamente ademas inactivando el gen
de TCRalfa. Este gen se inactiva preferiblemente por al menos una endonucleasa de sitio de corte infrecuente. En una
realizacion preferida de la divulgacion, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente es una nucleasa TALE.

Receptor quimérico de antigenos (CAR) multicatenario

En otra realizacion, la divulgacion se refiere a un receptor quimérico de antigenos (CAR) multicatenario particularmente
adaptado a la produccién y expansion de linfocitos T genomodificados de la presente divulgacion. EI CAR
multicatenario comprende al menos dos de los siguientes componentes:

a) un polipéptido que comprende el dominio transmembranario de la cadena alfa de FceRI y un dominio extracelular
de unioén a ligando,

b) un polipéptido que comprende una parte de la cola citoplasmica N y C terminal y el dominio transmembranario
de la cadena beta de FceRI y/o

c) dos polipéptidos que comprenden cada uno una parte de la cola intracitoplasmica y el dominio transmembranario
de la cadena gamma de FceRI, por lo que los diferentes polipéptidos multimerizan juntos espontaneamente para
formar CAR dimérico, trimérico o tetramérico.

Un ejemplo de CAR tetramérico se ilustra en la figura 3. Se representan diferentes versiones de CAR multicatenarios
en la figura 4. Un ejemplo de CAR multicatenario comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 125. La
expresion "una parte de" usada en el presente documento se refiere a cualquier subconjunto de la molécula, que es
un péptido mas corto. Como alternativa, pueden prepararse variantes funcionales de secuencia de aminoacidos del
polipéptido mediante mutaciones en el ADN que codifica el polipéptido. Dichas variantes funcionales incluyen, por
ejemplo, deleciones de, o inserciones o sustituciones de, residuos dentro de la secuencia de aminoacidos. También
puede realizarse cualquier combinacién de delecion, insercion y sustitucion para llevar a la construccion final, siempre
que la construccion final posea la actividad deseada, especialmente para que muestra una actividad inmunitaria celular
antidiana especifica.

En una realizacion preferida de la divulgacién, dicho dominio extracelular de unién a ligando es un scFv. Un dominio
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de union distinto de scFv también puede usarse para direccion predefinida de linfocitos, tales como fragmentos de
anticuerpos de un unico dominio de camélidos o ligandos de receptores como un polipéptido de factor de crecimiento
endotelial vascular, un péptido de union aintegrina, heregulina o una muteina de IL-13, dominios de unién a anticuerpo,
bucles hipervariables de anticuerpo o CDR como ejemplos no limitantes.

En una realizacion preferida de la divulgacién, dicho polipéptido de a) comprende ademas una regién de tallo entre
dicho dominio extracelular de unién a ligando y dicho dominio transmembranario. La expresién "region de tallo" usada
en el presente documento significa en general cualquier oligo o polipéptido que actie uniendo el dominio
transmembranario con el dominio extracelular de uniéon a ligando. En particular, la region de tallo se usa para
proporcionar mas flexibilidad y accesibilidad para el dominio extracelular de union a ligando. Una regién de tallo puede
comprender hasta 300 aminoacidos, preferentemente de 10 a 100 aminoacidos y mucho mas preferentemente de 25
a 50 aminoacidos. La region de tallo puede proceder de la totalidad o parte de las moléculas de origen natural, tal
como de la totalidad o parte de la region extracelular de CD8, CD4 o CD28, o de la totalidad o parte de una region
constante de anticuerpo. Como alternativa, la region de tallo puede ser una secuencia sintética que corresponde a una
secuencia de tallo de origen natural o puede ser una secuencia de tallo completamente sintética.

En una realizacion preferida de la divulgacion, dicho polipéptido de a), b) y/o ¢) comprende ademas al menos un
dominio de transduccién de sefiales. En una realizacion mucho mas preferida, dicho dominio de transduccion de
sefales se selecciona del grupo que consiste en CD28, 0X40, ICOS, CD137 y CD8.

En una realizacion preferida de la divulgacion, dicha cola citoplasmatica C terminal del fragmento de la cadena alfa,
beta y/o gamma de FceRIl comprende ademas motivos de unién al factor 2 asociado a TNFR (TRAF2). En una
realizacion mucho mas preferida de la divulgacioén, dicha cola citoplasmatica C terminal de la cadena alfa, beta y/o
gamma de FceRI se remplaza por la cola intracitoplasmica de un miembro de la familia de TNFR coestimulante. La
cola citoplasmica del miembro de la familia de TNFR coestimulante contiene motivos de union a TRAF2 que consisten
en el motivo conservado mayor (P/S/A)X(Q/E)E) o el motivo conservado menor (PXQXXD), en el que X es cualquier
aminoacido. Se reclutan proteinas TRAF a las colas intracelulares de muchos TNFR en respuesta a trimerizacion del
receptor.

En otra realizacién preferida de la divulgacién, dicho dominio intracitoplasmico de la cadena alfa, beta y/o gamma de
FceRI se remplaza por el dominio intracitoplasmico de la cadena zeta de TCR (también llamado CD3 zeta). En otra
realizacion preferida de la divulgacién, dicho dominio intracitoplasmico de la cadena alfa, beta y/o gamma de FceRI
comprende al menos un motivo de activacion basado en tirosina inmunorreceptor (ITAM) adicional. Los ITAM son
motivos de sefializacion bien definidos hallados en la cola intracitoplasmica de diversos receptores que actuan como
sitios de unién para tirosina quinasas de clase syk/zap70. Ejemplos de ITAM usados en la invencion incluyen los
derivados de TCRzeta, FCRgamma, FCRbeta, CD3gamma, CD3delta, CD3epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79 y
CD66d.

Como ejemplo no limitante, se ilustran diferentes versiones de CAR multicatenario en la figura 4.

En una realizacion preferida de la divulgacién, el CAR multicatenario comprende la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 125. La presente divulgacion se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia polipeptidica que tiene
al menos un 70 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente, al menos un 90 %, un 95 %, 97 % o
99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ 1D
NO: 125.

También se describen en el presente documento, polinucleétidos, vectores que codifican el CAR multicatenario
descrito anteriormente.

En una realizacion particular abarcada, la divulgacion se refiere a un método de preparacion de linfocitos T para
inmunoterapia, que comprende introducir en dichos linfocitos T los diferentes polipéptidos que comprenden dicho CAR
multicatenario y expandir dichas células.

En otra realizacion de la divulgacién, dicho método comprende ademas una etapa de modificacion genética de dichas
células inactivando al menos un gen que expresa un componente del TCR y/o una diana para un agente
inmunosupresor. En una realizacién preferida, dicho gen se selecciona del grupo que consiste en TCRalfa, TCRbeta,
CD52 y GR. En una realizacién preferida de la divulgacion, dicho método comprende ademas introducir en dichos
linfocitos T una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que pueda inactivar selectivamente por escision de ADN
dichos genes. En una realizacion mas preferida de la divulgacion, dicha endonucleasa de sitio de corte infrecuente es
una nucleasa TALE. Las nucleasas TALE preferidas son las que reconocen y escinden la secuencia diana
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1 a 6 (GR), SEQ ID NO: 37, 57 a 60 (TCRalfa), SEQ ID NO: 38
0 39 (TCRbeta), y SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 61 a SEQ ID NO: 65 (CD52).

En una realizacién particular de la divulgacion, dicho método comprende ademas una etapa de modificacién genémica

adicional. Por etapa de modificacion genémica adicional, puede pretenderse la introduccién en células a genomodificar
de una proteina de interés. Dicha proteina de interés puede ser, como ejemplos no limitantes, un anticuerpo
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biespecifico, endonucleasa de sitio de corte infrecuente dirigida a PDCD1 o CTLA-4, un pTalfa o una variante funcional
del mismo como se describe en la presente divulgacion.

La presente divulgacion también se refiere a células aisladas o lineas celulares susceptibles de obtenerse mediante
dicho método para genomodificar células. En particular, dicha célula aislada comprende secuencias polinucleotidicas
exogenas que codifican polipéptidos que comprenden dicho CAR multicatenario.

Anticuerpos biespecificos

De acuerdo con una realizacion adicional de la divulgacion, los linfocitos T genomodificados obtenidos mediante los
diferentes métodos que se describen previamente, pueden exponerse ademas a anticuerpos biespecificos. Dichos
linfocitos T podrian exponerse a anticuerpos biespecificos ex vivo antes de la administracién a un paciente o in vivo
después de la administracion a un paciente. Dichos anticuerpos biespecificos comprenden dos regiones variables con
distintas propiedades antigénicas que permiten llevar las células genomodificadas a las proximidades de un antigeno
diana. Como ejemplo no limitante, dicho anticuerpo biespecifico esta dirigido contra un marcador tumoral y antigeno
de linfocitos tal como CD3 y tiene el potencial de redirigir y activar cualquier linfocito T en circulacién contra los tumores.

Métodos de administracién

Los diferentes métodos descritos anteriormente implican introducir pTalfa o variantes funcionales del mismo,
endonucleasa de sitio de corte infrecuente, nucleasa TALE, CAR o CAR multicatenario opcionalmente con enzima que
procesa extremos de ADN o &cido nucleico exégeno en una célula.

Como ejemplo no limitante, dicho pTalfa o variante funcional del mismo, endonucleasas de sitio de corte infrecuente,
nucleasas TALE, CAR o CAR multicatenario opcionalmente con enzima que procesa extremos de ADN o acido
nucleico exégeno pueden introducirse como transgenes codificados por uno o como diferentes vectores plasmidicos.
Pueden incluirse diferentes transgenes en un vector, que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
una secuencia de salto ribosémico tal como una secuencia que codifica un péptido 2A. Los péptidos 2A, que se
identificaron en el grupo Aphthovirus de los picornavirus, provocan un "salto" ribosémico de un codén al siguiente, sin
la formacion de un enlace peptidico entre los dos aminoacidos codificados por los codones (véase Donnelly et al., J.
of General Virology 82: 1013-1025 (2001); Donnelly et al., J. of Gen. Virology 78: 13-21 (1997); Doronina et al., Mol.
And. Cell. Biology 28(13): 4227-4239 (2008); Atkins et al., RNA 13: 803-810 (2007)). Por "cod6n" se entiende tres
nucleétidos en un ARNm (o en la hebra de sentido de una molécula de ADN) que se traducen por un ribosoma en un
residuo aminoacidico. Por tanto, pueden sintetizarse dos polipéptidos a partir de una sola pauta abierta de lectura
contigua dentro de un ARNm cuando los polipéptidos estan separados por una secuencia oligopeptidica 2A que esta
en la misma pauta sin desplazamiento. Dichos mecanismos de salto ribosémico son bien conocidos en la técnica y se
sabe que se usan por varios vectores para la expresion de varias proteinas codificadas por un solo ARN mensajero.
Como ejemplo no limitante, los péptidos 2A se han usado para expresar en la célula la endonucleasa de sitio de corte
infrecuente y una enzima que procesa extremos de ADN o los diferentes polipéptidos del CAR multicatenario.

Dicho vector plasmidico puede contener un marcador de seleccion que proporciona la identificacién y/o seleccion de
células que recibieron dicho vector.

Los polipéptidos pueden sintetizarse in situ en la célula como resultados de la introduccion de polinucleétidos que
codifican dichos polipéptidos en la célula. Como alternativa, dichos polipéptidos podrian producirse fuera de la célula
y después introducirse en la misma. Los métodos para introducir una construccion polinucleotidica en células animales
son conocidos en la técnica e incluyen como ejemplos no limitantes métodos de transformacién estable en los que la
construccion polinucleotidica se integra en el genoma de la célula, métodos de transformacion transitoria en los que
la construccién polinucleotidica no se integra en el genoma de la célula y métodos mediados por virus. Dichos
polinucleétidos pueden introducirse en una célula mediante, por ejemplo, vectores viricos recombinantes (por ejemplo,
retrovirus, adenovirus), liposomas y similares. Por ejemplo, los métodos de transformacion transitoria incluyen, por
ejemplo, microinyeccion, electroporacion o bombardeo de particulas. Dichos polinucleétidos pueden incluirse en
vectores, mas particularmente plasmidos o virus, en vista de que se expresan en células.

- Electroporacion

Una realizacion mas preferida de la divulgacion, los polinucleétidos que codifican polipéptidos como se describen
anteriormente, pueden ser ARNm que se introduce directamente en las células, por ejemplo, mediante electroporacion.
Los inventores determinaron la condicion éptima para la electroporacion de ARNm en linfocitos T.

El inventor utilizo la tecnologia cytoPulse que permite, mediante el uso de campos eléctricos pulsados, permeabilizar
transitoriamente células vivas para la administracion de material a las células. La tecnologia, basada en el uso de
formas de onda de electroporacion PulseAgile (propiedad de Cellectis) permite el control preciso de la duracién de los
pulsos, de la intensidad, asi como del intervalo entre los pulsos (patente de Estados Unidos 6,010,613 y solicitud PCT
internacional W02004083379). Todos estos parametros pueden modificarse para alcanzar las mejores condiciones
para una alta eficiencia de transfeccién con una mortalidad minima. Basicamente, los primeros pulsos de alto campo

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 828 669 T3

eléctrico permiten la formacion de poros, mientras que los pulsos posteriores de campo eléctrico inferior permiten
mover el polinucleétido a la célula. Los inventores describen las etapas que condujeron al logro de una eficiencia de
transfeccion> 95 % del ARNm en los linfocitos T y el uso del protocolo de electroporacién para expresar
transitoriamente diferentes tipos de proteinas en los linfocitos T. En el presente documento se describe un método de
transformacion de linfocitos T, que comprende poner en contacto dichos linfocitos T con ARN y aplicar a los linfocitos
T una secuencia de pulso agil que consiste en:

(a) un impulso eléctrico con un intervalo de voltaje de 2250 a 3000 V por centimetro, un ancho de pulso de 0,1 ms
y un intervalo de pulso de 0,2 a 10 ms entre los pulsos eléctricos de las etapas (a) y (b);

(b) un pulso eléctrico con un intervalo de voltaje de 2250 a 3000 V con un ancho de pulso de 100 ms y un intervalo
de pulso de 100 ms entre el pulso eléctrico de la etapa (b) y el primer pulso eléctrico de la etapa (c); y

(c) 4 pulsos eléctricos con un voltaje de 325 V con un ancho de pulso de 0,2 ms y un intervalo de pulso de 2 ms
entre cada uno de los 4 pulsos eléctricos.

En una realizacion particular de la divulgacion, el método de transformacién de linfocitos T comprende poner en
contacto dichos linfocitos T con ARN y aplicar a los linfocitos T una secuencia de pulso agil que consiste en:

(a) un impulso eléctrico con un voltaje de 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2400, 2450, 2500, 2600,
2700, 2800, 2900 o 3000V por centimetro, un ancho de pulso de 0,1 ms y un intervalo de pulso de 0,2, 0,5, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,90 10 ms entre los pulsos eléctricos de la etapa (a) y (b);

(b) un impulso eléctrico con un intervalo de voltaje de 2250, de 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2400,
2450, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900 o 3000V con un ancho de pulso de 100 ms y un intervalo de pulso de 100 ms
entre el pulso eléctrico de la etapa (b) y el primer impulso eléctrico de la etapa (c); y

(c) 4 pulsos eléctricos con un voltaje de 325 V con un ancho de pulso de 0,2 ms y un intervalo de pulso de 2 ms
entre cada uno de los 4 pulsos eléctricos.

Cualquier valor incluido en el intervalo de valores descrito anteriormente se desvela en la presente solicitud. EI medio
de electroporacién puede ser cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Preferentemente, el medio de
electroporacion tiene una conductividad en un intervalo que abarca de 0,01 a 1,0 miliSiemens.

En realizaciones particulares de la divulgaciéon, como ejemplos no limitantes, dicho ARN codifica una endonucleasa
de sitio de corte infrecuente, un monémero de la endonucleasa de sitio de corte infrecuente tal como seminucleasa
TALE, un receptor quimérico de antigenos, al menos un componente del receptor quimérico de antigenos
multicatenario, un pTalfa o variante funcional del mismo, un acido nucleico exdégeno, un dominio catalitico adicional.

Activacion y expansion de linfocitos T

Ya sea antes o después de la modificacion genética de los linfocitos T, los linfocitos T pueden activarse y expandirse
en general usando métodos como se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos 6,352,694; 6,534,055;
6,905,680; 6,692,964; 5,858,358; 6,887,466; 6,905,681; 7,144,575, 7,067,318; 7,172,869; 7,232,566; 7,175,843;
5,883,223; 6,905,874; 6,797,514; 6,867,041; y la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.°
20060121005. Los linfocitos T pueden expandirse in vitro o in vivo.

En general, los linfocitos T de la divulgaciéon pueden expandirse por contacto con una superficie que se ha unido a un
agente que estimula una sefial asociada al complejo CD3 TCR y un ligando que estimula una molécula coestimuladora
en la superficie de los linfocitos T.

En particular, las poblaciones de linfocitos T pueden estimularse in vitro, tal como mediante contacto con un anticuerpo
anti-CD3, o un fragmento de union a antigeno del mismo, o un anticuerpo anti-CD2 inmovilizado en una superficie, o
por contacto con un activador de proteina quinasa C (por ejemplo, briostatina) junto con un ionéforo de calcio. Para la
coestimulacion de una molécula accesoria en la superficie de los linfocitos T, se utiliza un ligando que une la molécula
accesoria. Por ejemplo, una poblacion de linfocitos T puede ponerse en contacto con un anticuerpo anti-CD3 y un
anticuerpo anti-CD28, en condiciones apropiadas para estimular la proliferacion de los linfocitos T. Para estimular la
proliferacién de linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+, un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. Por ejemplo,
los agentes que proporcionan cada sefial pueden estar en solucion o acoplados a una superficie. Como pueden
apreciar facilmente los expertos en la materia, La relacion entre particulas y células puede depender del tamafio de
particula en relacion con la célula diana. En algunas realizaciones adicionales de la presente invencion, las células,
tales como linfocitos T, se combinan con microesferas recubiertas de agente, las microesferas y las células se separan
posteriormente, y luego las células se cultivan. En una realizacién alternativa, antes del cultivo, las células y las
microesferas recubiertas con agente no se separan sino que se cultivan juntas. Las proteinas de la superficie celular
pueden ligarse permitiendo que las microesferas paramagnéticas a las que se unen anti-CD3 y anti-CD28 (3x28
microesferas) entren en contacto con los linfocitos T. En una realizacion de la divulgacién, las células (por ejemplo, de
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4 a 10 linfocitos T) y las microesferas (por ejemplo, microesferas paramagnéticas T CD3/CD28 M-450 DYNABEADS®
en una proporcion de 1:1) se combinan en un tampon, preferentemente PBS (sin cationes divalentes, tales como calcio
y magnesio). De nuevo, los expertos en la materia pueden apreciar facilmente que se puede usar cualquier
concentracion celular. La mezcla se puede cultivar durante varias horas (aproximadamente 3 horas) a
aproximadamente 14 dias o cualquier valor entero por hora en el medio. En otra realizacion de la divulgacion, la mezcla
se puede cultivar durante 21 dias. Las condiciones apropiadas para el cultivo de linfocitos T incluyen un medio
apropiado (por ejemplo, medio esencial minimo o medio RPMI 1640 o, X-vivo 5, (Lonza)) que pueden contener factores
necesarios para la proliferacion y la viabilidad, incluyendo suero (por ejemplo, suero bovino fetal o humano),
interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-g, 1L-4, 1L-7, GM-CSF, -10, - 2, 1L-15, TGFp y TNF- o cualquier otro aditivo para el
crecimiento de células conocido por el experto en la materia. Otros aditivos para el crecimiento de las células incluyen,
pero sin limitacién, tensioactivo, plasmanato y agentes reductores, tales como N-acetilcisteina y 2-mercaptoetanol.
Los medios pueden incluir RPMI 1640, A1M-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vivo 1 y X-Vivo 20, Optimizer, con
aminoacidos afiadidos, piruvato de sodio y vitaminas, libre de suero o suplementado con una cantidad apropiada de
suero (o plasma) o un conjunto definido de hormonas, y/o una cantidad de citocina(s) suficiente para el crecimiento y
la expansion de los linfocitos T. Los antibiéticos, por ejemplo, penicilina y estreptomicina, se incluyen solo en cultivos
experimentales, no en cultivos de células que se infunden en un sujeto. Las células diana se mantienen en condiciones
necesarias para apoyar el crecimiento, por ejemplo, una temperatura adecuada (por ejemplo, 37 °C) y atmésfera (por
ejemplo, aire mas un 5 % de CO>). Los linfocitos T que han estado expuestos a tiempos de estimulacion variados
pueden presentar caracteristicas diferentes

En otra realizacién particular de la divulgacién, dichas células pueden expandirse cocultivando con tejido o células.
Dichas células también pueden expandirse in vivo, por ejemplo, en la sangre del sujeto después de administrar dicha
célula al sujeto.

Linfocitos T modificados

En el alcance de la presente divulgacion también se abarca un linfocito T aislado obtenido de acuerdo con uno
cualquiera de los métodos descritos previamente. Dicho linfocito T puede derivar de una célula madre. Las células
madre pueden ser células madre adultas, células madre embrionarias, mas particularmente células madre no
humanas, células madre de sangre medular, células progenitoras, células madre de la médula ésea, células madre
pluripotenciales inducidas, células madre totipotenciales no humanas o células madre hematopoyéticas. Las células
humanas representativas son células CD34+. Dicha célula aislada también puede ser una célula dendritica, un linfocito
NK, un linfocito B o un linfocito T seleccionado del grupo que consiste en linfocitos T inflamatorios, linfocitos T
citotoxicos, linfocitos T reguladores o linfocitos T auxiliares. En otro ejemplo, dicha célula puede derivar del grupo que
consiste en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+. Antes de la expansion y modificacion genética de las células, puede
obtenerse una fuente de células de un sujeto a través de diversos métodos no limitantes. Los linfocitos T pueden
obtenerse de varias fuentes no limitantes, incluyendo células mononucleares de sangre periférica, médula 6sea, tejido
de ganglios linfaticos, sangre de cordén umbilical, tejido de timo, tejido de un sitio de infeccion, ascitis, derrame pleural,
tejido del bazo y tumores. En determinadas realizaciones de la presente divulgacion, se pueden usar innumerables
lineas de linfocitos T disponibles y conocidas por los expertos en la materia. En otra realizacién de la divulgacion,
dicha célula puede proceder de un donante sano, de un paciente diagnosticado con cancer o de un paciente
diagnosticado con una infeccion. En otra realizacién de la divulgacion, dicha célula es parte de una poblacion mixta
de células que presentan diferentes caracteristicas fenotipicas. También se describe en el presente documento una
linea celular obtenida de un linfocito T transformado de acuerdo con el método descrito previamente. También se
mencionan en el presente documento células modificadas resistentes a un tratamiento inmunosupresor y susceptible
a obtenerse por el método previo.

En otra realizacion de la divulgacion, Dicha célula aislada comprende un gen inactivado seleccionado del grupo que
consiste en CD52, GR, PD1, CTLA-4, LAG3, Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10, 2B4, TCR alfa 'y
TCR beta y/o expresa un CAR, un CAR multicatenario y/o un transgén pTalfa. En otra realizacion de la divulgacion,
dicha célula aislada de acuerdo con la presente invencion comprende dos genes inactivados seleccionados del grupo
que consiste en CD52 y GR, CD52 y TCR alfa, CDR52 y TCR beta, GRy TCR alfa, GRy TCR beta, TCR alfay TCR
beta, PD1y TCR alfa, PD1y TCR beta, CTLA-4y TCR alfa, CTLA-4y TCR beta, LAG3y TCR alfa, LAG3y TCR beta,
Tim3y TCR alfa, Tim3y TCR beta, BTLAy TCR alfa, BTLAy TCR beta, BY55 y TCR alfa, BY55 y TCR beta, TIGIT y
TCR alfa, TIGIT y TCR beta, B7TH5 y TCR alfa, B7H5 y TCR beta, LAIR1 y TCR alfa, LAIR1 y TCR beta, SIGLEC10y
TCR alfa, SIGLEC10y TCR beta, 2B4 y TCR alfa, 2B4 y TCR beta y/o expresa un CAR, un CAR multicatenario y/o un
transgén pTalfa.

En otra realizacion de la divulgacion, el TCR se vuelve no funcional en las células de acuerdo con la invencién al
inactivar el gen de TCR alfa y/o el o los genes de TCR beta. Las estrategias anteriores se usan mas particularmente
para evitar GvHD. En un aspecto particular de la presente divulgacion, es un método para obtener células modificadas
derivadas de un individuo, en el que dichas células pueden proliferar independientemente de la ruta de sefalizacion
de complejo principal de histocompatibilidad. Dicho método comprende las siguientes etapas:

(a) recuperar células de dicho individuo;

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 828 669 T3

(b) modificar genéticamente dichas células ex vivo inactivando los genes de TCR alfa o TCR beta;

(c) cultivar los linfocitos T modificadas genéticamente in vitro en condiciones apropiadas para amplificar dichas
células.

Las células modificadas, que pueden proliferar independientemente de la ruta de sefalizacién de complejo principal
de histocompatibilidad, son susceptibles a obtenerse por este método. Dichas células modificadas pueden usarse para
tratar a pacientes que lo necesitan contra el rechazo de hospedador contra injerto (HvG) y la enfermedad de injerto
contra hospedador (GvHD); por lo tanto, en el presente documento también se describe un método de tratamiento de
pacientes que lo necesitan contra el rechazo de hospedador contra injerto (HvG) y la enfermedad de injerto contra
hospedador (GvHD), que comprende tratar a dicho pacientes administrando a dicho paciente una cantidad eficaz de
células modificadas que comprenden genes inactivados de TCR alfa y/o TCR beta.

Aplicaciones terapéuticas

En ofra realizacion, la célula aislada obtenida por los diferentes métodos o linea celular derivada de dicha célula aislada
como se describe previamente, puede usarse como medicamento. En otra realizaciéon, dicho medicamento puede
usarse para tratar el cancer o infecciones en un paciente que lo necesita. En otra realizacion, dicha célula aislada de
acuerdo con la invencién o linea celular derivada de dicha célula aislada puede usarse en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un cancer o una infeccion virica en un paciente que lo necesita.

En otro aspecto, la presente divulgacion se basa en métodos para tratar pacientes que lo necesitan, comprendiendo
dicho método al menos una de las siguientes etapas:

(a) proporcionar un linfocito T obtenible mediante uno cualquiera de los métodos descritos previamente;
(b) administrar dichos linfocitos T transformados a dicho paciente,

En una realizacion, dichos linfocitos T puede experimentar una expansion robusta de los linfocitos T in vivo y pueden
persistir durante una cantidad prolongada de tiempo.

Dicho tratamiento puede ser mitigante, curativo o profilactico. Puede ser parte de una inmunoterapia autéloga o parte
de un tratamiento de inmunoterapia alogénica. Por autélogo, se entiende que las células, la linea celular o la poblacion
de células utilizadas para tratar pacientes se originan a partir de dicho paciente o de un donante compatible con el
Antigeno Leucocitario Humano (HLA). Por alogénico se entiende que las células o la poblacién de células utilizadas
para tratar pacientes no son originarias de dicho paciente sino de un donante.

La invencion es particularmente adecuada para inmunoterapia alogénica, en la medida en que permite la
transformacion de linfocitos T, normalmente obtenidas de donantes, en células no alorreactivas. Esto puede hacerse
bajo protocolos estandar y reproducirse tantas veces como sea necesario. Los linfocitos T modificados resultantes
pueden agruparse y administrarse a uno o varios pacientes, disponibles como producto terapéutico "disponible
libremente".

Las células que pueden usarse con los métodos divulgados se describen en la seccion previa. Dicho tratamiento puede
usarse para tratar a pacientes diagnosticados con cancer, infeccion virica, trastornos autoinmunitarios o enfermedad
de injerto contra hospedador (GvHD). Los canceres que pueden tratarse incluyen tumores que no estan
vascularizados, o aun no estan sustancialmente vascularizados, asi como tumores vascularizados. Los canceres
pueden comprender neoplasias hemolinfaticas (tales como tumores hematicos, por ejemplo, leucemias y linfomas) o
pueden comprender tumores soélidos. Los tipos de canceres a tratar con los linfocitos T CAR descritos en el presente
documento, pero sin limitacion, carcinoma, blastoma y sarcoma, y ciertas leucemias o neoplasias linfoides, tumores
benignos y malignos, y tumores malignos, por ejemplo, sarcomas, carcinomas y melanomas. También se incluyen
tumores/canceres de adultos y tumores/canceres pediatricos.

El tratamiento puede ser combinado con una o mas terapias contra el cancer, seleccionada del grupo de terapia con
anticuerpos, quimioterapia, terapia de citocinas, terapia de células dendriticas, terapia génica, terapia hormonal,
terapia con luz laser y radioterapia.

De acuerdo con una realizacién preferida de la divulgacién, dicho tratamiento puede administrarse a pacientes que
experimentan un tratamiento inmunosupresor. De hecho, la presente divulgacion se basa preferentemente en células
o poblacién de células, que se han hecho resistentes a al menos un agente inmunosupresor debido a la inactivacion
de un gen que codifica un receptor para dicho agente inmunosupresor. En este aspecto, el tratamiento inmunosupresor
debe ayudar en la seleccion y expansion de los linfocitos T de acuerdo con la invencion dentro del paciente.

La administracién de las células o poblacion de células de acuerdo con la presente divulgaciéon puede llevarse a cabo

de cualquier manera conveniente, incluso por inhalacion de aerosol, inyeccion, ingestion, transfusion, implante o
trasplante. Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse a un paciente por via
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subcutanea, intradérmica, intratumoral, intraganglionar, intramedular, intramuscular, por inyeccion intravenosa o
intralinfatica, o intraperitonealmente. En una realizacion, las composiciones celulares de la presente invencién se
administran preferentemente mediante inyeccion intravenosa.

La administracion de las células o poblacion de células puede consistir en la administracion de 104-10° células por kg
de peso corporal, preferentemente de 10° a 10° células/kg de peso corporal incluyendo todos los valores enteros de
numeros de células dentro de esos intervalos. Las células o la poblacién de células pueden administrarse en una o
mas dosis. En otra realizacién, dicha cantidad efectiva de células se administran como una dosis Unica. En otra
realizacion de la divulgacion, dicha cantidad efectiva de células se administra como mas de una dosis durante un
periodo de tiempo. EIl momento de la administracion esta a criterio del médico responsable y depende de la condicién
clinica del paciente. Las células o la poblacion de células pueden obtenerse de cualquier fuente, como un banco de
sangre o un donante. Si bien las necesidades individuales varian, la determinacién de intervalos optimos de cantidades
efectivas de un tipo celular dado para una enfermedad o afecciones particulares dentro de la habilidad de la técnica.
Una cantidad efectiva significa una cantidad que proporciona un beneficio terapéutico o profilactico. La dosis
administrada dependera de la edad, la salud y el peso del receptor, el tipo de tratamiento concurrente, si lo hubiera, la
frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado.

En otra realizacion de la divulgacion, dicha cantidad efectiva de células o composicion que comprende esas células
se administra por via parenteral. Dicha administracion puede ser una administracion intravenosa. Dicha administracion
puede realizarse directamente mediante inyeccion dentro de un tumor.

En determinadas realizaciones de la presente divulgacion, las células se administran a un paciente junto con (por
ejemplo, antes, simultaneamente o siguiendo) cualquier numero de modalidades de tratamiento relevantes, incluidos,
aunque sin limitaciones, el tratamiento con agentes como terapia antivirica, cidofovir e interleucina-2, El tratamiento
con citarabina (también conocido como ARA-C) o nataliziimab para pacientes con EM o tratamiento con efaliztimab
para pacientes con psoriasis u otros tratamientos para pacientes con LMP. En realizaciones adicionales, los linfocitos
T de la invencion pueden usarse en combinacion con quimioterapia, radiacion, agentes inmunosupresores, tal como
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos tales como
CAM PATH, anticuerpos anti-CD3 u otras terapias de anticuerpos, citoxina, fludaribina, ciclosporina, FK506,
rapamicina, acido micopliendlico, esteroides, FR901228, citocinas e irradiaciéon. Estos farmacos inhiben la fosfatasa
dependiente de calcio calcineurina (ciclosporina y FK506) o inhiben la cinasa p70S6 que es importante para la
sefalizacion inducida por el factor de crecimiento (rapamicina) (Liu et al., Cell 66:807-815, 1 1; Henderson et al.,
Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al, Citrr. Opin. mm n. 5:763-773, 93). En una realizacion adicional, las
composiciones celulares de la presente divulgacion se administran a un paciente junto con (por ejemplo, antes,
simultaneamente o después) trasplante de médula 6sea, terapia ablativa de linfocitos T que utiliza agentes de
quimioterapia, tales como, fludarabina, radioterapia de haz externo (XRT), ciclofosfamida o anticuerpos, tales como
OKT3 o CAMPATH, En otra realizacién, las composiciones celulares de la presente invencion se administran después
de la terapia ablativa de linfocitos B, tales como agentes que reaccionan con CD20, por ejemplo, Rituxan. Por ejemplo,
los sujetos pueden someterse a un tratamiento estandar con dosis altas de quimioterapia seguida de trasplante de
células madre de sangre periférica. Después del trasplante, los sujetos pueden recibir una infusién de los inmunocitos
expandidos de la presente divulgacion. Las células expandidas también pueden administrarse antes o después de
cirugia. Dichas células modificadas obtenidas mediante uno cualquiera de los métodos descritos en la presente
pueden usarse para tratar a pacientes que lo necesitan contra el rechazo de hospedador contra injerto (HvG) y la
enfermedad de injerto contra hospedador (GvHD); por lo tanto, en el alcance de la presente divulgacion, es un método
de tratamiento de pacientes que lo necesitan contra el rechazo de hospedador contra injerto (HvG) y la enfermedad
de injerto contra hospedador (GvHD), que comprende tratar a dicho paciente administrando a dicho paciente una
cantidad eficaz de células modificadas que comprenden genes inactivados de TCR alfa y/o TCR beta.

Ejemplo de método para genomodificar células alogénicas humanas para inmunoterapia

Para una mejor comprension de la divulgacion, se ilustra un ejemplo de método para genomodificar células alogénicas
humanas para inmunoterapia en la figura 5. El método comprende una combinacién de una o varias de las siguientes
etapas:

1. Proporcionar linfocitos T de un cultivo celular o de una muestra de sangre de un paciente individual o del banco
de sangre y activar dichos linfocitos T usando microesferas activadoras anti-CD3/C28. Las microesferas
proporcionan tanto sefiales principales como coestimulantes que son necesarias para la activacion y expansion de
linfocitos T.

2.

a) Transducir dichas células con transgén pTalfa o variante funcional del mismo para mantener la expresion en
superficie de CD3 y permitir la expansion celular a través de la estimulacion del complejo CD3. Se espera que
la alteracién de TCR elimine el complejo TCR y suprima la alorreactividad (GvHD), pero puede alterar la
expansion de células alogénicas debido a la pérdida del componente de sefializacion CD3. Se espera que las
células transducidas expresen la cadena pTalfa o variante funcional de la misma. Esta cadena pTalfa se
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empareja con la cadena TCRbeta y los componentes de sefializacién CD3 para formar el complejo preTCR y,
por tanto, restablecer un complejo CD3 funcional y mantener la activaciéon o estimulacion de células TCRalfa
inactivadas. La transduccion de linfocitos T con vector lentivirico pTalfa puede llevarse a cabo antes o después
de la inactivacion de TCRalfa.

b) Transducir dichas células con CAR multicatenarios permite redirigir los linfocitos T contra antigenos
expresado en la superficie de células diana de diversas neoplasias malignas incluyendo linfomas y tumores
solidos. Para mejorar la funcion del dominio coestimulante, los inventores han disefiado un CAR multicatenario
derivado de FceRI como se describe previamente. La transduccién puede llevarse a cabo antes o después de
la inactivacion de TCRalfa y los otros genes, tales como genes CD52.

3. Genomaodificacion de linfocitos T no alorreactivos y resistentes a inmunosupresion:

a) Es posible inactivar TCR alfa en dichas células para eliminar el TCR de la superficie de la célula y evitar el
reconocimiento de tejido hospedador como exdgeno por el TCR de las alogénicas y, por tanto, evitar GvHD.

b) Es posible también inactivar un gen que codifica una diana para agente inmunosupresor para hacer que
dichas células sean resistentes al tratamiento inmunosupresor para evitar el rechazo de injertos sin afectar a
los linfocitos T trasplantados. En este ejemplo, la diana de los agentes inmunosupresores es CD52 y el agente
inmunosupresor es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-CD52.

Los inventores han demostrado que el uso de nucleasa TALE, permitiendo tasas mayores de eventos de DSB
dentro de los linfocitos T fue particularmente ventajoso para conseguir la doble inactivacion anterior en linfocitos T.
Preferentemente, se inactivan los genes de TCRalfa y CD52 electroporando linfocitos T con ARNm que codifica
una nucleasa TALE dirigida a dichos genes. Los inventores han descubierto que usar ARNm produjo una alta tasa
de transformacion que fue menos perjudicial para los linfocitos T y, por tanto, fue crucial en el proceso de
genomodificacion de linfocitos T. A continuacion, los linfocitos T se clasifican usando microesferas magnéticas. Por
ejemplo, los linfocitos T que expresan CD52 se retiran por fijacion en una superficie sélida, y las células inactivadas
no se exponen a la agresion de pasarlas a través de una columna. Este método suave aumenta la concentracion
de linfocitos T genomodificados apropiadamente.

4. Expansion in vitro de linfocitos T genomodificados antes de administraciéon a un paciente o in vivo después de
administracion a un paciente a través de estimulacion del complejo CD3. Antes de la etapa de administracion, los
pacientes pueden someterse a un tratamiento inmunosupresor tal como CAMPATH1-H, un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-CD52.

5. Opcionalmente se expusieron dichas células con anticuerpos biespecificos ex vivo antes de la administracién a
un paciente o in vivo después de la administracion a un paciente para llevar las células genomodificadas a las
proximidades de un antigeno diana.

Otras definiciones

- Los restos de aminoacidos en una secuencia de polipéptidos se designan en el presente documento de acuerdo
con el cédigo de una letra, en los que, por ejemplo, Q significa GIn o resto de glutamina, R significa Arg o resto de
arginina y D significa Asp o resto de acido aspartico.

- Sustitucion de aminoacido significa el reemplazo de un resto de aminoacido por otro, por ejemplo, el reemplazo de
un resto de arginina con un resto de glutamina en una secuencia peptidica es una sustitucién de aminoacidos.

- Los nucleodtidos se designan del siguiente modo: se usa un codigo de una letra para designar la base de un
nucledsido: a es adenina, t es timina, ¢ es citosina y g es guanina. Para los nucleétidos degenerados, r representa
g 0 a (nucleodtidos puricos), k representa g o t, s representa g o c, w representa a o t, m representa a o c, y
representa t o ¢ (nucleétidos pirimidinicos), d representa g, a o t, v representa g, a o c, b representa g, to c, h
representaa,toc, y nrepresentag, a,toc.

- "Como se usa en el presente documento, "acido nucleico” o "polinucleétidos" se refiere a nucleétidos y/o
polinucleétidos, tal como acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), oligonucleétidos, fragmentos
generados por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y fragmentos generados por cualquiera de ligadura,
escision, accion de endonucleasa y accion de exonucleasa. Las moléculas de acido nucleico pueden estar
compuestas por mondémeros que son nucleotidos de origen natural (tales como ADN y ARN) o analogos de
nucleétidos de origen natural (por ejemplo, formas enantioméricas de nucleétidos de origen natural) o una
combinacién de ambos. Los nucleétidos modificados pueden tener alteraciones en restos de azucar y/o en restos
de bases pirimidinicas o puricas. Las modificaciones de azucar incluyen, por ejemplo, reemplazo de uno o mas
grupos hidroxilo con halégenos, grupos alquilo, aminas y grupos azido, o los azlcares pueden funcionalizarse
como éteres o ésteres. Ademas, todo el resto de azucar puede ser reemplazado por estructuras similares estérica
y electrénicamente, tales como azlcares aza y analogos de azucar carbociclico. Los ejemplos de modificaciones
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en un resto base incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas o pirimidinas aciladas, u otros sustitutos
heterociclicos bien conocidos. Los monémeros de acido nucleico pueden estar unidos mediante enlaces
fosfodiéster o analogos de dichos enlaces. Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios.

por "polinucleétido que comprende sucesivamente una primera regién de homologia con secuencias en direcciéon
5' de dicha rotura de la doble cadena, una secuencia que se insertara en el genoma de dicha célula y una segunda
region de homologia con secuencias en direccion 3' de dicha rotura bicatenaria" se pretende que signifiqgue una
construccién de ADN o una matriz que comprende una primera y segunda porcién que son homélogas a las
regiones 5' y 3' de una diana de ADN in situ. La construccion de ADN también comprende una tercera porcion
colocada entre la primera y la segunda porcién que comprende alguna homologia con la secuencia de ADN
correspondiente in situ o, como alternativa, no comprende homologia con las regiones 5'y 3' de la diana de ADN
in situ. Tras la escision del ADN diana, se estimula un evento de recombinacion homologa entre el genoma que
contiene el gen diana comprendido en el locus de interés y esta matriz, en el que la secuencia genémica que
contiene la diana de ADN se reemplaza por la tercera porcidén de la matriz y una parte variable de la primera y
segunda porciones de dicha matriz.

por "ADN diana", "secuencia diana de ADN", "secuencia de ADN diana", "secuencia diana de acido nucleico",
"secuencia diana" o "sitio de procesamiento" se pretende una secuencia polinucleotidica a la que una
endonucleasa de sitio de corte infrecuente puede dirigirse y procesar como se describe en el presente documento.
Estos términos se refieren a una localizacion de ADN especifica, preferentemente una localizacion gendmica en
una célula, pero también una porcion de material genético que puede existir independientemente del cuerpo
principal de material genético, tal como plasmidos, episomas, virus, transposones o en organulos tales como las
mitocondrias, como ejemplo no limitante. Como ejemplos no limitantes de dianas de nucleasa TALE, las secuencias
genomicas diana en general consisten en secuencias de 17 pb de longitud (denominadas semidianas) separadas
por un espaciador de 15 pb. Cada semidiana se reconoce por repeticiones de las nucleasas TALE enumeradas en
las tablas 2, 6, 7 y 11 como ejemplos no limitantes, codificadas en plasmidos, bajo el control de promotor EF1-alfa
o el promotor T7. La secuencia diana de acido nucleico esta definida por la secuencia 5' a 3' de una hebra de dicha
diana, como se indica en las tablas 2, 6, 7 y 11.

Por receptor quimérico de antigenos (CAR) se pretende moléculas que combinan un dominio de unién contra un
componente presente en la célula diana, por ejemplo, una especificidad basada en anticuerpo para un antigeno
deseado (por ejemplo, antigeno tumoral) con un dominio intracelular activador del receptor de linfocitos T para
generar una proteina quimérica que muestre una actividad inmunitaria celular antidiana especifica. En general, el
CAR consiste en un anticuerpos monocatenario extracelular (scFvFc) fusionado al dominio de sefializacién
intracelular de la cadena zeta del complejo receptor de antigenos de linfocitos T (scFvFc:Q) y tiene la capacidad,
cuando se expresa en linfocitos T, de redirigir el reconocimiento antigénico basado en la especificidad del
anticuerpo monoclonal. Un ejemplo de CAR usado en la presente invencion es un CAR dirigido contra el antigeno
CD19 y puede comprender como ejemplo no limitante la secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 73

Por "vector de liberacién" o "vectores de liberacion" se entiende cualquier vector de liberaciéon que se pueda usar
para poner en contacto celular (es decir, "contactar") o liberar dentro de células o compartimentos subcelulares (es
decir, "introducir") agentes/sustancias quimicas y moléculas (proteinas o acidos nucleicos) necesarios. Incluye,
pero no se limita a vectores de liberacion liposomales, vectores de liberacidn viricos, vectores de liberaciéon de
farmacos, vehiculos quimicos, vehiculos poliméricos, lipoplexos, poliplexos, dendrimeros, microburbujas (medios
de contraste de ultrasonidos), nanoparticulas, emulsiones u otros vectores de transferencia apropiados. Estos
vectores de liberacion permiten la liberacion de moléculas, sustancias quimicas, macromoléculas (genes,
proteinas) u otros vectores, tales como plasmidos, péptidos desarrollados por Diatos. En estos casos, los vectores
de liberacién son vehiculos de moléculas. Por "vector de liberacion" o "vectores de liberacion" también se pretenden
métodos de administracion para realizar transfeccion.

Los términos "vector" o "vectores" se refieren a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido
nucleico al que se ha unido. Un "vector" en el presente documento incluye, aunque no de forma limitativa, un vector
virico, un plasmido, un vector de ARN o una molécula de ARN o ADN lineal o circular que puede consistir en acidos
nucleicos cromosémicos, no cromosoémicos, semisintéticos o sintéticos. Los vectores preferidos son aquellos
capaces de replicacion autbnoma (vector episomal) y/o expresion de acidos nucleicos a los que estan unidos
(vectores de expresion). Los expertos en la materia conocen un gran numero de vectores adecuados y estéan
disponibles comercialmente.

Los vectores viricos incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (por ejemplo, virus adenoasociados), coronavirus, virus
de ARN de cadena negativa, tal como ortomixovirus (por ejemplo, virus de la gripe), rabdovirus (por ejemplo, virus de
la rabia y virus de la estomatitis vesicular), paramixovirus (por ejemplo, sarampion y Sendai), virus de ARN de cadena
positiva, tales como picornavirus y alfavirus, y virus de ADN de doble cadena, incluyendo adenovirus, virus del herpes
(por ejemplo, virus del herpes simple tipos 1 y 2, virus de Epstein-Barr, citomegalovirus) y poxvirus (por ejemplo,
vaccinia, viruela aviar y viruela del canario). Otros virus incluyen el virus Norwalk, togavirus, flavivirus, reovirus,
papovavirus, hepadnavirus y virus de la hepatitis, por ejemplo. Los ejemplos de retrovirus incluyen: leucosis-sarcoma
aviar, tipo C de mamifero, virus de tipo B, virus de tipo D, grupo HTLV-BLYV, lentivirus, espumavirus (Coffin, J. M.,
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Retroviridae: The viruses and their replication, En Fundamental Virology, Tercera edicion, B. N. Fields, et al., Eds.,
Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia (1996).

- Por "vector lentivirico" se entiende vectores lentiviricos basados en el VIH que son muy prometedores para la
liberacién de genes debido a su capacidad de empaquetamiento relativamente grande, inmunogenicidad reducida
y su capacidad para transducir de manera estable con alta eficiencia una amplia gama de diferentes tipos de
células. Los vectores lentiviricos generalmente se generan después de la transfeccion transitoria de tres
(empaquetamiento, envoltura y transferencia) o mas plasmidos en las células productoras. Como el VIH, los
vectores lentiviricos entran en la célula diana a través de la interaccion de las glucoproteinas de la superficie virica
con los receptores en la superficie celular. Al entrar, el ARN del virus sufre transcripcion inversa, que esta mediada
por el complejo de transcriptasa inversa del virus. El producto de la transcripcién inversa es un ADN virico lineal
bicatenario, que es el sustrato para la integracion virica en el ADN de las células infectadas. Por "vectores
lentiviricos integrativos (o VL)", se entiende vectores tales como ejemplo no limitante, que pueden integrarse en el
genoma de una célula diana. Por el contrario, por "vectores lentiviricos no integrativos (o NILV)" se entiende
vectores de liberacion de genes eficientes que no se integran en el genoma de una célula diana a través de la
accion de la integrasa del virus.

- Los vectores y vectores de liberacion pueden asociarse o combinarse con cualquier técnica de permeabilizacion
celular, tales como sonoporacion o electroporacion o derivados de estas técnicas.

- Por "célula" o "células" se entiende cualquier célula viva eucariota, células primarias y lineas celulares derivadas
de estos organismos para cultivos in vitro.

- Por "célula primaria" o "células primarias" se entiende células tomadas directamente de tejido vivo (es decir,
material de biopsia) y establecidas para el crecimiento in vitro, que han sufrido muy pocas duplicaciones de
poblacién y, por lo tanto, son mas representativos de los principales componentes funcionales y caracteristicas de
los tejidos de los que derivan, en comparacion con lineas celulares tumorigénicas continuas o inmortalizadas
artificialmente.

Como ejemplos no limitantes, las lineas celulares pueden seleccionarse del grupo que consiste en células CHO-K1;
células HEK293; células Caco2; células U2-OS; células NIH 3T3; células NSO; células SP2; células CHO-S; células
DG44; células K-562, células U-937; células MRC5; células IMR90; células Jurkat; células HepG2; células Hela;
células HT-1080; células HCT-116; células Hu-h7; células Huvec; células Molt 4.

Todas estas lineas celulares pueden modificarse mediante el método del presente documento descrito para
proporcionar modelos de lineas celulares para producir, expresar, cuantificar, detectar, estudiar un gen o una proteina
de interés; estos modelos también se pueden utilizar para detectar moléculas biolégicamente activas de interés en
investigacion y produccion, y en varios campos como el quimico, biocombustibles, terapéutica y agronomia como
ejemplos no limitantes.

- por "mutacién" se entiende la sustitucion, delecion, insercién de hasta uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, veinte, veinticinco, treinta, cuarenta, cincuenta o mas
nucleétidos/aminoacidos en un polinuclettido (ADNc, gen) o una secuencia de polipéptidos. La mutaciéon puede
afectar a la secuencia de codificacion de un gen o a su secuencia reguladora. También puede afectar a la estructura
de la secuencia gendmica o a la estructura/estabilidad del ARNm codificado.

- por "variante (s)", se entiende una variante repetida, una variante, una variante de unién al ADN, una variante de
una nucleasa TALE, una variante de polipéptido obtenida por mutaciéon o reemplazo de al menos un resto en la
secuencia de aminoacidos de la molécula original.

- por "variante funcional" se entiende un mutante cataliticamente activo de una proteina o un dominio de proteina;
dicho mutante puede tener la misma actividad en comparacién con su proteina madre o dominio de proteina o
propiedades adicionales, o actividad mas alta o mas baja.

- Por "gen" se entiende la unidad basica de la herencia, que consiste en un segmento de ADN dispuesto de manera
lineal a lo largo de un cromosoma, que codifica una proteina especifica o segmento de proteina. Un gen
normalmente incluye un promotor, una regién no traducida en 5', una o mas secuencias de codificacién (exones),
opcionalmente intrones, una regién no traducida en 3'. El gen puede comprender ademas un terminador,
potenciadores y/o silenciadores.

- Como se usa en este documento, el término "locus" es la ubicacién fisica especifica de una secuencia de ADN
(por ejemplo, de un gen) en un cromosoma. El término "locus" puede referirse a la ubicacion fisica especifica de
una secuencia diana de endonucleasa de sitio de corte poco frecuente en un cromosoma. Dicho locus puede
comprender una secuencia diana que se reconoce y/o escinde por una endonucleasa de sitio de corte infrecuente
como se describe en el presente documento. Se entiende que el locus de interés no solo puede calificar una
secuencia de acido nucleico que existe en el cuerpo principal del material genético (es decir, en un cromosoma)
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de una célula, sino también una porcién de material genético que puede existir independientemente a dicho cuerpo
principal de material genético, tal como los plasmidos, episomas, virus, transposones o en organulos como las
mitocondrias como ejemplos no limitantes.

- La expresion "endonucleasa" se refiere a cualquier enzima de tipo silvestre o variante que pueda catalizar la
hidrolisis (escision) de enlaces entre acidos nucleicos dentro de una molécula de ADN o ARN, preferentemente,
una molécula de ADN. Las endonucleasas no escinden la molécula de ADN o ARN independientemente de su
secuencia, sino que reconocen y escinden la molécula de ADN o ARN en secuencias polinucleotidicas especificas,
denominadas adicionalmente "secuencias diana" o "sitios diana". Las endonucleasas pueden clasificarse como
endonucleasas de sitio de corte infrecuente cuando tienen normalmente un sitio de reconocimiento polinucleotidico
mayor de 12 pares de bases (pb) de longitud, mas preferentemente de 14-55 pb. Las endonucleasas de sitio de
corte infrecuente aumentan significativamente la HR induciendo roturas bicatenarias (DSB) del ADN en un locus
definido (Rouet, Smih et al. 1994; Choulika, Perrin et al. 1995; Pingoud y Silva 2007). Las endonucleasas de sitio
de corte infrecuente pueden ser, por ejemplo, una endonucleasa de asentamiento (Paques y Duchateau 2007),
una nucleasa quimérica de dedos de cinc (ZFN) resultante de la fusion de dominios de dedos de cinc
genomodificados con el dominio catalitico de una enzima de restriccién tal como Fokl (Porteus y Carroll 2005) o
una endonucleasa quimica (Eisenschmidt, Lanio et al. 2005; Arimondo, Thomas et al. 2006). En endonucleasas
quimicas, un escindidor quimico o peptidico se conjuga con un polimero de acidos nucleicos o con otro ADN que
reconozca una secuencia diana especifica, dirigiendo de ese modo la actividad de escision a una secuencia
especifica. Las endonucleasas quimicas también abarcan nucleasas sintéticas como conjugados de
ortofenantrolina, una molécula de escision de ADN y oligonucleétidos que forman estructuras tricatenarias (TFO),
que se sabe que se unen a secuencias de ADN especificas (Kalish y Glazer 2005). Dichas endonucleasas quimicas
estan comprendidas en el término "endonucleasa" usado en el presente documento.

Las endonucleasas de sitio de corte infrecuente también pueden ser, por ejemplo, nucleasas TALE, una nueva clase
de nucleasas quiméricas que usan un dominio catalitico de Fokl y un dominio de uniéon a ADN derivado del efector de
tipo activador de la transcripcion (TALE), una familia de proteinas usadas en el proceso de infeccion por patdgenos
vegetales del género Xanthomonas (Boch, Scholze et al. 2009; Moscou y Bogdanove 2009; Christian, Cermak et al.
2010; Li, Huang et al.). La disposicion funcional de una nucleasa TALE basada en Fokl (nucleasa TALE) es
esencialmente la de una ZFN, estando el dominio de unién a ADN de dedos de cinc remplazado por el dominio TALE.
Como tal, la escision de ADN por una nucleasa TALE requiere dos regiones de reconocimiento de ADN flanqueando
una region centro inespecifica. Las endonucleasas de sitio de corte infrecuente también pueden derivar de nucleasas
TALE.

La endonucleasa de sitio de corte infrecuente puede ser una endonucleasa de asentamiento, también conocida con
el nombre de meganucleasa. Dichas endonucleasas de asentamiento son bien conocidas en la técnica (Stoddard
2005). Las endonucleasas de asentamiento reconocen una secuencia diana de ADN y generan una rotura
monocatenaria o bicatenaria. Las endonucleasas de asentamiento son altamente especificas, reconocen los sitios
diana del ADN que varian de 12 a 45 pares de bases (pb) de longitud, habitualmente varian de 14 a 40 pb de longitud.
La endonucleasa de asentamiento puede corresponder, por ejemplo, a una endonucleasa LAGLIDADG, a una
endonucleasa HNH o a una endonucleasa GIY-YIG. La endonucleasa de asentamiento preferida pude ser una I-Cre/
variante.

- Poruna"nucleasa TALE" (TALEN) se pretende una proteina de fusién que consiste en un dominio de unién a acido
nucleico normalmente derivado de un efector de tipo activador de la transcripcion (TALE) y un dominio catalitico
de nucleasa para escindir una secuencia diana de acido nucleico. El dominio catalitico es preferentemente un
dominio de nucleasa y mas preferentemente un dominio que tiene actividad endonucleasa, como, por ejemplo, I-
Tevl, ColE7, NucA y Fok-Il. En una realizacion particular, el dominio TALE puede fusionarse a una meganucleasa
como, por ejemplo, I-Crel e I-Onul o variante funcional de las mismas. En una realizacién mas preferida, dicha
nucleasa es una nucleasa TALE monomérica. Una nucleasa TALE monomérica es una nucleasa TALE que no
requiere dimerizacién para reconocimiento y escision especificos, tal como las fusiones de repeticiones TAL
genomodificadas con el dominio catalitico de |-Tevl descrito en el documento W02012138927. Los efectores de
tipo activador de la transcripcion (TALE) son proteinas de la especie bacteriana Xanthomonas que comprenden
una pluralidad de secuencias repetidas, comprendiendo cada repeticién dirresiduos en la posicién 12 'y 13 (RVD)
que son especificos para cada base nucleotidica de la secuencia diana de acido nucleico. También pueden
obtenerse dominios de unién con propiedades de unién a acido nucleico modulares base-a-base (MBBBD)
similares de nuevas proteinas modulares descubiertas recientemente por el solicitante en una especie bacteriana
diferente. Las nuevas proteinas modulares tienen la ventaja de presentar mas variabilidad de secuencia que las
repeticiones de TAL. Preferentemente, los RVD asociados con el reconocimiento de los diferentes nucleétidos son
HD para reconocer C, NG para reconocer T, NI para reconocer A, NN para reconocer G o A, NS para reconocer
A, C, G o T, HG para reconocer T, IG para reconocer T, NK para reconocer G, HA para reconocer C, ND para
reconocer C, HI para reconocer C, HN para reconocer G, NA para reconocer G, SN para reconocer Go Ae YG
para reconocer T, TL para reconocer A, VT para reconocer A o G y SW para reconocer A. En otra realizacién, los
aminoacidos criticos 12 y 13 pueden mutar hacia otros restos de aminoacidos para modular su especificidad hacia
los nucleétidos A, T, C y G, y en particular para mejorar esta especificidad. La nucleasa TALE ya se ha descrito y
usado para estimular la seleccion génica dirigida y las modificaciones génicas (Boch, Scholze et al. 2009; Moscou
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y Bogdanove 2009; Christian, Cermak et al. 2010; Li, Huang et al.). Dichas nucleasas TAL genomodificadas estan
disponibles en el mercado con el nombre comercial TALEN™ (Cellectis, 8 rue de la Croix Jarry, 75013 Paris,
Francia).

El término "escision" se refiere a la rotura del esqueleto covalente de un polinucleétido. La escision puede iniciarse
mediante varios métodos que incluyen, aunque no de forma limitativa, hidrolisis enzimatica o quimica de un enlace
fosfodiéster. Es posible la escision de cadena sencilla y la escision de cadena doble y la divisién de cadena doble
puede producirse como resultado de dos eventos de escision de cadena sencilla. La escision de doble cadena de
ADN, ARN o ADN/ARN hibrido puede dar como resultado la produccion de extremos romos o extremos
escalonados.

Por "proteina de fusion" se entiende el resultado de un proceso bien conocido en la técnica que consiste en la
union de dos o mas genes que originalmente codifican proteinas separadas o parte de ellas, la traduccién de dicho
"gen de fusiéon" da como resultado un unico polipéptido con propiedades funcionales derivadas de cada una de las
proteinas originales.

"Identidad", se refiere a la identidad de secuencia entre dos moléculas de acido nucleico o polipéptidos. La
identidad se puede determinar comparando una posicién en cada secuencia que se puede alinear a efectos de
comparacion. Cuando una posicidon en la secuencia comparada esta ocupada por la misma base, entonces las
moléculas son idénticas en esa posicion. Un grado de similitud o identidad entre las secuencias de acido nucleico
o de aminoacidos es una funcion del nimero de nucledétidos idénticos o coincidentes en las posiciones compartidas
por las secuencias de acido nucleico. Se pueden usar varios algoritmos y/o programas de alineacioén para calcular
la identidad entre dos secuencias, incluidos FASTA o BLAST, que estan disponibles como parte del paquete de
analisis de secuencia GCG (Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden usar con, por ejemplo,
configuracion predeterminada. Por ejemplo, polipéptidos que tiene al menos un 70 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o
99 % de identidad con polipéptidos especificos descritos en la presente memoria que muestra sustancialmente las
mismas funciones, asi como polinucleétidos que codifican dichos polipéptidos, se contemplan.

"Similitud" describe la relacion entre las secuencias de aminoacidos de dos 0 mas polipéptidos. También puede
usarse BLASTP para identificar una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
87,5 %, 90 %, 92,5 %, 95 %, 97,5 %, 98 %, 99 % de similitud de secuencia con una secuencia de aminoacidos de
referencia usando una matriz de similitud tal como BLOSUM45, BLOSUM62 o BLOSUMS80. Salvo que se indique
de otro modo, una puntuaciéon de similitud se basara en el uso de BLOSUM62. Cuando se usa BLASTP, el
porcentaje de similitud se basa en la puntuacién de positivos de BLASTP y el porcentaje de identidad de secuencia
se basa en la puntuacion de identidades de BLASTP. Las "identidades" de BLASTP muestran el nimero y fraccion
de residuos totales en los pares de secuencias de alta puntuacién que son idénticos; y los "positivo" de BLASTP
muestran el nimero y fraccion de residuos para los que las puntuaciones de alineacién tienen valores positivos y
que son similares entre si. Se contemplan secuencias de aminoacidos que tienen estos grados de identidad o
similitud o cualquier grado intermedio de identidad o similitud con las secuencias de aminoéacidos divulgados en el
presente documento y estan abarcadas por esta divulgacion. Las secuencias polinucleotidicas de polipéptidos
similares se deducen usando el cédigo genético y pueden obtenerse por medios convencionales. Por ejemplo, una
variante funcional de pTalfa puede tener un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 87,5 %, 90 %, 92,5 %, 95 %, 97,5 %, 98 %,
99 % de similitud de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 107. Un polinucleétido que codifica
dicha variante funcional se produciria por retrotraduccion de su secuencia de aminoacidos usando el codigo
genético.

"dominio de transduccién de sefales" o "ligando coestimulador" se refiere a una molécula en una célula
presentadora de antigeno que se une especificamente a una molécula coestimuladora relacionada en un linfocito
T, proporcionando de este modo una sefial que, ademas de la sefial primaria proporcionada mediante, por ejemplo,
la unién de un complejo de TCR/CD3 con una molécula del MHC cargada con péptido, media en una respuesta de
linfocitos T, incluyendo, aunque no de forma limitativa, activacion de proliferacion, la diferenciacion y similares. Un
ligando coestimulador puede incluir, pero sin limitaciones, CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL,
0OX40L, ligando coestimulante inducible (ICOS-L), molécula de adhesién intercelular ICAM, CD30L, CD40, CD70,
CD83, HLA-G, MICA, M1CB, HVEM, receptor de linfotoxina beta, 3/TR6, ILT3, ILT4, un agonista o anticuerpo que
se une con el receptor de ligando Toll y un ligando que se une especificamente con B7-H3. Un ligando
coestimulante también abarca, entre otras cosas, un anticuerpo que se une especificamente con una molécula
coestimulante presente en un linfocito T, tal como, pero sin limitaciones, CD27, CD28, 4-IBB, OX40, CD30, CDA40,
PD-1, ICOS, antigeno 1 asociado a la funcion de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LTGHT, NKG2C, B7-H3, un ligando
que se une especificamente con CD83.

Una "molécula coestimuladora" se refiere al compariero de unién afin en un linfocito T que se une especificamente
con un ligando coestimulador, mediando de este modo en una respuesta coestimulante por la célula, tal como, pero
sin limitacién, proliferacién. Las moléculas coestimuladoras incluyen, pero sin limitacion, una molécula del MHC de
clase |, BTLA y receptor de ligando Toll.

Una "sefal coestimuladora”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sefial, que, en combinacion con
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la sefial primaria, tal como la ligadura TCR/CD3, conduce a la proliferacion de linfocitos T y/o regulacion por aumento
o disminucién de las moléculas clave.

- "anticuerpo biespecifico" se refiere a un anticuerpo que tiene sitios de union para dos antigenos diferentes dentro
de una sola molécula de anticuerpo. Los expertos en la materia apreciardn que otras moléculas ademas de la
estructura del anticuerpo canénico pueden construirse con dos especificidades de union. Se apreciara ademas que
la unién al antigeno por anticuerpos biespecificos puede ser simultanea o secuencial. Los anticuerpos biespecificos
se pueden producir mediante técnicas quimicas (véase, por ejemplo, Kranz et al. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78, 5807), por técnicas de "polidoma" (véase la patente de Estados Unidos n.° 4,474,893) o mediante técnicas de
ADN recombinante, que todos son conocidos per se. Como ejemplo no limitante, cada dominio de unién comprende
al menos una region variable de una cadena pesada de anticuerpo ("region VH o H"), en el que la region VH del
primer dominio de unién se une especificamente al marcador de linfocitos tal como CD3, y laregién VH del segundo
dominio de unién se une especificamente al antigeno tumoral.

- La expresién "dominio extracelular de unién a ligando", como se usa en el presente documento, se define como
un oligo o polipéptido que puede unirse a un ligando. Preferentemente, el dominio sera capaz de interaccionar con
una molécula de superficie celular. Por ejemplo, el dominio de unién a ligando extracelular puede elegirse para
reconocer un ligando que actia como un marcador de superficie celular en células diana con una patologia
particular. Asi, los ejemplos de marcadores de la superficie celular que pueden actuar como ligandos incluyen
aquellos asociados con infecciones viricas, bacterianas y parasitarias, enfermedad autoinmunitaria y células
cancerosas.

El término "sujeto" o "paciente", como se usa en el presente documento, incluye todos los miembros del reino animal,
incluidos los primates no humanos y los seres humanos.

La descripcion escrita anterior de la divulgacion proporciona una manera y proceso de hacerla y usarla de tal manera
que cualquier persona experta en esta técnica esté habilitada para hacerla y usarla, estando esta habilitacion
proporcionada en particular para el objeto de las reivindicaciones adjuntas, que forman parte de la descripcion original.

Cuando se indique un limite numérico o un intervalo en este documento, los puntos extremos se incluyen. Ademas,
todos los valores y subintervalos dentro de un limite o intervalo numérico se incluyen especificamente como si se
hubieran escrito explicitamente.

La descripcion anterior se presenta para posibilitar que un experto en la materia haga y use la invencion, y se
proporciona en el contexto de una aplicacién particular y sus requisitos. Diversas modificaciones a las realizaciones
preferidas seran muy evidentes para los expertos en la materia, y los principios genéricos definidos en el presente
documento pueden aplicarse a otras realizaciones y aplicaciones. Por tanto, no se pretende que esta invencion esté
limitada a las realizaciones mostradas.

Habiendo descrito generalmente la presente invencién, se puede obtener una mayor comprensién haciendo referencia
a ciertos ejemplos especificos, que se proporcionan en el presente documento solo con fines ilustrativos y no se
pretende que sean limitantes, a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplos

Ejemplo 1: Nucleasas TALE que escinden el gen GR humano

Se disefiaron y produjeron seis nucleasas TALE heterodiméricas dirigidas a exones del gen GR humano. La tabla 2 a
continuacién indica las secuencias diana escindidas por cada nucleasa TALE. La nucleasa TALE de GR estaba
compuesta por dos entidades independientes (llamadas seminucleasas TALE), conteniendo cada una de ellas una
secuencia de repeticion genomodificada para que se una y escinda entre secuencias diana de GR que consisten en
dos secuencias de 17 pb de longitud (llamadas semidianas) separadas por un espaciador de 15 pb.

Tabla 2: Descripcion de las nucleasas TALE de GR y secuencias de los sitios diana de nucleasas TALE en el gen de

GR humano.

Nombre de la Secuencia diana Secuencia de repeticion Secuencia de la
diana seminucleasa TALE
GRex2 TATTCACTGATGGACTC Repeticion GRex2-LPT9-L1 (SEQ | GRex2-LTALEN (SEQ ID

ID NO: 7) NO: 19)
caaagaatcattaac = = v
Repeticion -GRex2-LPT9-R1 Rex2-R TALEN (SEQ ID
TCCTGGTAGAGAAGAAA (SEQ ID NO: 8) NO: 20)
(SEQ ID NO: 1)
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continuacién)

Nombre de la Secuencia diana Secuencia de repeticion Secuencia de la
diana seminucleasa TALE
GRex3T2 TGCCTGGTGTGCTCTGA Repeticion -GRex3T2-L1 (SEQ ID | GRex3T2-L TALEN (SEQ

NO: 9 ID NO: 21
'gaagcticaggaty Repeticion-GR 3T)2 R1 (SEQ ID | GRex3T2-R TALE)N (SEQ
epeticion-GRex3T2- ex3T2-
TCA}_ST:‘;?S?‘%T(;;TAA NO: 10) ID NO: 22)
GRex3T4 TGCTCTGATGAAGCTTC Repeticion -GRex3T4-L1 (SEQ ID | GRex3T4-L TALEN (SEQ
NO: 11 ID NO: 23
aggatplcattatgg Repeticion -GR 3T)4 R1 (SEQ ID | GRex3T4-R TALE)N (SEQ
epeticion -GRex3T4- ex3T4-
AGT?;Q?SHSTSGAA NO: 12) ID NO: 24)
GRex5T1 Repeticion -GRex5T1-LPT8-L1 GRex5T1-L TALEN (SEQ
TGGTGTCACTGTTGGAG (SEQ ID NO: 13) ID NO: 25)
gttattgaaccigaa Repeticion -GRex5T1-LPT8-R1 | GRex5T1-R TALEN (SEQ
epeticion -GRex5T1- - ex5T1-
GTGE:‘;’?;GN%CZ?ATA (SEQ ID NO: 14) ID NO: 26)
GRex5T2 TATGATAGCTCTGTTCC Repeticion -GRex5T2-L1 (SEQ ID | GRex5T2-L TALEN (SEQ
agactcaacttggag NO: 15) ID NO: 27)
GATCATGACTACGCTCA Repeticion GRex5T2-R1 (SEQ ID | GRex5T2-R TALEN (SEQ
(SEQID NO: 5) NO: 16) ID NO: 28)
GRex5T3 Repeticion -GRex5T3-L1 (SEQ ID | GRex5T3-L TALEN (SEQ
TTATATGCAGGATATGA NO: 17) ID NO: 29)
lagcicigticcaga R GRex5T3-R1 (SEQ ID | GRex5T3-R TALEN (SEQ
epeticion -GRex5T3- ex5T3-
CTCAACTTGGAGGATCA NO: 18) ID NO: 30)
(SEQ ID NO: 6)

Las secuencias de aminoacidos de los dominios N terminal, C terminal y la repeticion se basan en la AvrBs3 TALE
(ref: GenBank: X16130.1). Los dominios C terminal y N terminal estan separados por dos sitios de restriccion BsmBl.
Las matrices de repeticiones (SEQ ID NO: 7 a 18), dirigidas a las secuencias deseadas (SEQ ID NO: 1 a 6) se
sintetizaron usando un método en soporte sé6lido compuesto de etapas consecutivas de restriccién/ligamiento/lavado
(solicitud PCT internacional W02013/017950). En resumen, el primer bloque (que codifica una dirrepeticién) se
inmovilizé en un soporte sélido a través de interaccion de biotina/estreptavidina, el segundo bloque (trirrepeticion) se
ligd entonces al primero y después de digestion con SfaNI| se acopld un tercer bloque (trirrepeticion). El proceso se
repitio usando bloque de tri- o dirrepeticion tras obtener la matriz de repeticiones deseada. Entonces se clon6 el
producto en un plasmido de clonacion pAPG10 clasico para amplificaciéon en E. coli y se secuencio. Las secuencias
de la matriz de repeticiones obtenidas de este modo se subclonaron en un vector de TALE de expresién en levaduras
usando las enzimas de restriccién de tipo IIS BsmBI para el plasmido que recibe y Bbvl y SfaNI para la secuencia de
repeticion insertada. El ADN codificante de la seminucleasa TALE, que contiene un dominio de unién a ADN derivado
de TALE fusionado al dominio catalitico de la enzima de restriccion Fokl, se amplifico en E. coli, se recuperé por
técnicas miniprep convencionales y se secuenci6 para evaluar la integridad de la insercion.

Actividad de nucleasas TALE de GR en levadura:

La actividad nucleasa de las seis nucleasas GR-TALE se ensay6 a 37 °C y 30 °C en nuestro ensayo de SSA de
levadura descrito previamente (solicitudes PCT internacionales WO 2004/067736) y en (Epinat, Arnould et al. 2003;
Chames, Epinat et al. 2005; Arnould, Chames et al. 2006; Smith, Grizot et al. 2006) en dianas que contenian las dos
secuencias diana de TALE encaradas entre si en la hebra de ADN separadas por un espaciador de 15 pb que dan
como resultado las SEQ ID NO: 1 a 6. Todos los plasmidos indicadores de diana de levadura que contenian las
secuencias diana de ADN de nucleasa TALE se construyeron como se describe previamente (solicitudes
internacionales PCT WO 2004/067736) y en (Epinat, Arnould et al. 2003; Chames, Epinat ef al. 2005; Arnould, Chames
et al. 2006; Smith, Grizot et al. 2006). Los niveles de actividad de escision de nucleasa TALE, en levaduras, de clones
individuales en las dianas se presentan en la tabla 3.
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Tabla 3: Actividad de escisién de las nucleasas TALE de GR en levadura.

Diana Seminucleasa TALE transfectada |levadura gal37 °C |levadura gal30 °C
GRex2 Grex2-L TALEN 1 1
Grex2-R TALEN
GRex3T2 GRex3T2-L TALEN 0,92 0,87
GRex3T2-R TALEN
GRex3T4 GRex3T4-L TALEN 0,94 0,87
GRex3T4-R TALEN
GRex5T1 GRex5T1-L TALEN 0,48 0,36
GRex5T1-R TALEN
GRex5T2 GRex5T2-L TALEN 0,97 0,91
GRex5T2-R TALEN
GRex5T3 GRex5T3-L TALEN 1 0,98
GRex5T3-R TALEN
Los valores estan comprendidos entre 0 y 1. El valor maximo es 1.

Actividad de nucleasas TALE de GR en células HEK293:

Cada construccion de nucleasa TALE se subcloné usando digestién con enzimas de restriccion en un vector de
expresion de mamifero bajo el control de un promotor largo de pEF 1alfa.

Un dia antes de la transfeccion se sembraron un milléon de células HEK293. Las células se cotransfectaron con 2,5 ug
de cada uno de dos plasmidos que codifican la mitad izquierda y derecha de la nucleasa TALE GRex2, GRex3T2,
GRex3T4, GRex5T1, GRex5T2 o GRex5T3 que reconocen las dos semidianas de las secuencias genémicas de interés
en el gen GR bajo el control del promotor EF1alfa usando 25 ul de Lipofectamine (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Como control, las células se cotransfectaron con 2,5 ug de cada uno de los dos plasmidos
que codifican la mitad izquierda y la derecha de nucleasas TALE dirigidas al sitio diana de la regién de la cadena
constante alfa del receptor de linfocitos T (TRAC_TO01) ((nucleasa TALE TRAC_TO01-Ly -R (SEQ ID NO: 41y SEQ ID
NO: 42, sitio diana TRAC_TO01 (SEQ ID NO: 37)) bajo el control del promotor EF1alfa. La rotura bicatenaria generada
por las nucleasas TALE en la secuencia codificante de GR induce unién de extremos no homoélogos (NHEJ), que es
un mecanismo propenso a errores. La actividad de las nucleasas TALE se mide por la frecuencia de inserciones o
deleciones en el locus genémico diana.

Unos 2 o 7 dias después de la transfeccion las células se recogieron y se realizaron PCR especificas de locus en el
ADN gendémico extraido usando los siguientes cebadores: 5-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3'
(secuencia adaptadora directa)- 10N (TAG)- secuencia directa especifica de locus para el exén 2 de GR: 5'-
GGTTCATTTAACAAGCTGCC-3' (SEQ ID NO: 31), para el exén 3 de GR: 5-GCATTCTGACTATGAAGTGA-3' (SEQ
ID NO: 32) y para el exén 5 de GR: 5-TCAGCAGGCCACTACAGGAGTCTCACAAG-3' (SEQ ID NO: 33) y el cebador
inverso 5-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3' (secuencia adaptadora inversa)- secuencia inversa
especifica de locus para el exén 2 de GR: 5-~AGCCAGTGAGGGTGAAGACG-3' (SEQ ID NO: 34), para el exo6n 3 de
GR: 5-GGGCTTTGCATATAATGGAA-3' (SEQ ID NO: 35 y para el exon 5 de GR: 5-
CTGACTCTCCCCTTCATAGTCCCCAGAAC-3' (SEQ ID NO: 36).

Los productos de PCR se secuenciaron mediante un sistema de secuenciacion 454 (454 Life Sciences). Se obtuvieron
aproximadamente 10.000 secuencias por producto de PCR y luego se analizaron para detectar la presencia de eventos
de inserciéon o delecidon especificos del sitio. La tabla 4 indica el porcentaje de las secuencias que mostraban
inserciones o deleciones en el sitio diana de nucleasa TALE entre el nimero total de secuencias en la muestra. En la
tabla 4 se enumeran para GRex2, GRex3T2 y GRex3T4 los resultados de un experimento representativo.

En todos los casos ensayados, el % de mutagénesis fue similar en el dia 7 en comparacioén con el de la muestra en el
dia 2 después de la transfeccion. También se analiz6 la naturaleza de los eventos mutagénicos, poniendo de
manifiesto una mayoria de deleciones en todos los casos en comparacién con las inserciones.

Tabla 4: Porcentaje de mutagénesis dirigida en sitios diana de nucleasa TALE endégenos en células HEK293.

Diana % de indeles a los 2 dias con % de indeles a los 7 dias con % de indeles a los 2 dias con
transfeccion de nucleasa TALE | transfeccion de nucleasa TALE transfeccion de control con
de GR de GR nucleasa TALE TRAC_TO01
GRex2 20,3 249 0,5
GRex3T2 9,3 9,8 0
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(continuacion)

Diana % de indeles a los 2 dias con % de indeles a los 7 dias con % de indeles a los 2 dias con
transfeccion de nucleasa TALE | transfeccion de nucleasa TALE transfeccion de control con
de GR de GR nucleasa TALE TRAC_TO01
GRex3T4 19 18,3 0,0
GRex5T1 11,2 NA 0,7
GRex5T2 3,4 NA 0
GRex5T3 8,3 NA 0

Actividad de nucleasas TALE de GR en linfocitos T primarios:

Cada construccion de nucleasa TALE se subclon6 usando digestién con enzimas de restriccion en un vector de
expresion bajo el control de un promotor T7.

El ARNm que codifica nucleasas TALE que escinden secuencias genémicas de GR se sintetizé a partir de cada
plasmido que portaba las secuencias codificantes en direccion 3' del promotor T7. Los linfocitos T aislados de la sangre
periférica se activaron durante 5 dias usando microesferas activadoras anti-CD3/CD28 (Life Technologies) y luego se
transfectaron 5 millones de células mediante electroporaciéon con 10 pug de cada uno de los 2 ARNm que codifican las
seminucleasas TALE usando un instrumento CytoLVT-P (aparato BTX-Harvard). Los linfocitos T transfectados con
10 yg de cada uno de los 2 ARNm que codifican las dos seminucleasas TALE dirigidas al gen CD52 (TALEN
CD52_T02-L y -R (SEQ ID NO: 55 y 56), secuencia diana CD52_T02 SEQ ID NO: 40) se usan como control.

Alos 3y 7 dias después de la transfeccion, se aislé el ADN genémico de las células transfectadas y se realizaron PCR
especificas de locus usando los cebadores descritos previamente. Los productos de PCR se secuenciaron mediante
un sistema de secuenciacion 454 (454 Life Sciences). Se obtuvieron aproximadamente 10.000 secuencias por
producto de PCR y luego se analizaron para detectar la presencia de eventos de insercion o delecion especificos del
sitio; los resultados se encuentran en la tabla 5.

Tabla 5: Porcentaje de mutagénesis dirigida en sitios diana de nucleasa TALE endégenos en linfocitos T primarios.

Diana % de indeles en el dia 3 con % de indeles en el dia 7 con % de indeles en el dia 3 con
transfeccion de nucleasa TALE | transfeccion de nucleasa TALE transfeccién de control con
de GR de GR nucleasa TALE de CD52
GRex2 26,2 30,7 0,7
GRex3T2 1,09 0,86 0,02
GRex3T4 6,3 6,93 0
GRex5T1 0,04 0,035 0,05
GRex5T2 1,3 1,0 0,22
GRex5T3 17,4 NA 0,41

Ejemplo 2: Nucleasas TALE que escinden el gen CD52 humano, la cadena constante alfa del receptor de
linfocitos T humano (TRAC) y las cadenas 1y 2 constantes beta del receptor de linfocitos T humano (TRBC)

Como se describi6 en el ejemplo 1, se disefiaron y produjeron nucleasas TALE heterodiméricas dirigidas
respectivamente a los genes CD52, TRAC y TRBC. Las secuencias genémicas diana consisten en dos secuencias de
17 pb de longitud (denominadas semidianas) separadas por un espaciador de 11 0 15 pb. Cada semidiana se reconoce
por repeticiones de las seminucleasas TALE enumeradas en la 6. El genoma humano contiene dos cadenas beta de
receptor de linfocitos T funcionales (TRBC1 y TRBC2). Durante el desarrollo de linfocitos T alfa/beta, se selecciona
una de estas dos cadenas constantes en cada célula para unirla a la regién variable de TCR-beta y formar una cadena
beta funcional de longitud completa. Las 2 dianas de TRBC se eligieron en secuencias conservadas entre TRBC1 y
TRBC2 de modo que la nucleasa TALE correspondiente escindiria tanto TRBC1 como TRBC2 al mismo tiempo.

Tabla 6: Descripcion de las nucleasas TALE de CD52, TRAC y TRBC y secuencias de los sitios diana de las
nucleasas TALE en los genes correspondientes humanos.

Diana Secuencia diana Secuencia de repeticion Seminucleasa TALE
TRAC_TO1| TGTCCCACAGATATCC Repeticion TRAC_TO1-L TRAC_TO1-L TALEN
(SEQ ID NO: 41) (SEQ ID NO: 49)
Agaaccctgaccelg Repeticion TRAC_T01-R TRAC_TO01-R TALEN
CCGTGTACCAGCTGAGA (SEQ ID NO: 42) (SEQ ID NO: 50)
(SEQID NO: 37)
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(continuacion)

Diana Secuencia diana Secuencia de repeticion Seminucleasa TALE
TRBC_TO1 Repeticion TRBC_TO01-L TRBC_TO1-L TALEN
TGEEZ::;&%ICCAG (SEQ ID NO: 43) (SEQ ID NO: 51)
Repeticion TRBC_TO01-R TRBC_TO1-R TALEN
ACACCCAAAAGGCCACA (SEQ ID NO: 44) (SEQ ID NO: 52)
(SEQ ID NO: 38)
TRBC_T02 Repeticion TRBC_T02-L TRBC_T02-L TALEN
ﬁctcgfgtctf;c;’c\gfg:“ (SEQ ID NO: 45) (SEQ ID NO: 53)
Repeticion TRBC_T02-R TRBC_TO02-R TALEN
GAAGCAGAGATCTCCCA (SEQ ID NO: 46) (SEQ ID NO: 54)
(SEQ ID NO: 39)
CD52_T02 Repeticion CD52_T02-L CD52_T02-L TALEN
Wcézccgzéf;gcgffm (SEQ ID NO: 47) (SEQ ID NO: 55)
Repeticion CD52_T02-R CD52_T02-R TALEN
GGTACAGGTAAGAGCAA (SEQ ID NO: 48) (SEQ ID NO: 56)
(SEQ ID NO: 40)

Se han disefiado otras secuencias diana en los genes TRAC y CD52, que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Secuencias diana adicionales para nucleasas TALE de TRAC y CD52.

Diana

Secuencia diana

TRAC_T02

TTTAGAAAGTTCCTGTG
atgtcaagctggtcg
AGAAAAGCTTTGAAACA
(SEQ ID NO: 57)

TRAC_T03

TCCAGTGACAAGTCTGT
ctgectattcaccga
TTTTGATTCTCAAACAA
(SEQ ID NO: 58)

TRAC_TO04

TATATCACAGACAAAAC
tgtgctagacatgag
GTCTATGGACTTCAAGA
(SEQ ID NO: 59)

TRAC_T05

TGAGGTCTATGGACTTC
aagagcaacagtgct
GTGGCCTGGAGCAACAA
(SEQ ID NO: 60)

CD52_T01

TTCCTCTTCCTCCTAC
caccatcagcctcct
TTACCTGTACCATAAC
(SEQ ID NO: 61)

CD52_T04

TTCCTCCTACTCACCA
cagcctectgg
TCTTACCTGTACCATA
(SEQ ID NO: 62)
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(continuacién)
Diana Secuencia diana

CD52_T05 TCCTACTCACCATCAG
ctcctggttat
TTGCTCTTACCTGTAC
(SEQ ID NO: 63)

CD52_T06 TTATCCCACTTCTCCT

ctacagatacaaact
TTTTGTCCTGAGAGTC
(SEQ ID NO: 64)

CD52_T07 TGGACTCTCAGGACAA

daCgacaccagccaaa
TGCTGAGGGGCTGCTG
(SEQ ID NO: 65)

Actividad de la nucleasa CD52-TALE, nucleasa TALE-TRAC y nucleasa TRBC-TALE en células HEK293

Cada construccion de nucleasa TALE se subcloné usando digestién con enzimas de restriccion en un vector de
expresién de mamifero bajo el control del promotor largo de pEF1alfa. Un dia antes de la transfecciéon se sembraron
un millén de células HEK293. Las células se cotransfectaron con 2,5 ug de cada uno de los dos plasmidos que
codifican las nucleasas TALE que reconocen las dos semidianas en la secuencia genémica de interés en el gen CD52,
la region de cadena constante alfa del receptor de linfocitos T (TRAC) o la region de cadena constante beta del receptor
de linfocitos T (TRBC) bajo el control del promotor EF1-alfa o 5 yg de un vector pUC de control (pCLS0003) usando
25 pl de Llipofectamine (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La escision bicatenaria generada
por las nucleasas TALE en las secuencias codificantes de CD52 o TRAC se repara en células vivas mediante union
de extremos no homélogos (NHEJ), que es un mecanismo propenso a errores. La actividad de las nucleasas TALE
en células vivas se mide por la frecuencia de inserciones o deleciones en el locus genémico diana. 48 horas después
de la transfeccion, Se aisl6 el ADN genémico de las células transfectadas y se realizaron PCR especificas de locus
utilizando los siguientes cebadores: 5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG (secuencia adaptadora directa)-
10N (TAG)- secuencia directa especifica de locus para CD52: 5'-CAGATCTGCAGAAAGGAAGC-3' (SEQ ID NO: 66),
para  TRAC: 5-ATCACTGGCATCTGGACTCCA-3' (SEQ ID NO:  67), para  TRBC1: 5"
AGAGCCCCTACCAGAACCAGAC-3' (SEQ ID NO: 68), o para TRBC2: 5-GGACCTAGTAACATAATTGTGC-3' (SEQ
ID NO: 69), y el cebador inverso 5-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG (secuencia adaptadora inversa)-
secuencia inversa especifica de locus enddgena para CD52: 5'-CCTGTTGGAGTCCATCTGCTG-3' (SEQ ID NO: 70),
para TRAC: 5-CCTCATGTCTAGCACAGTTT-3' (SEQ ID NO: 71), para TRBC1 y TRBC2: 5'-
ACCAGCTCAGCTCCACGTGGT-3' (SEQ ID NO: 72). Los productos de PCR se secuenciaron mediante un sistema
de secuenciacion 454 (454 Life Sciences). Se obtuvieron aproximadamente 10.000 secuencias por producto de PCR
y luego se analizaron para detectar la presencia de eventos de insercion o delecion especificos del sitio; Los resultados
se encuentran en la Tabla 8.

Tabla 8: Porcentajes de indeles para la nucleasa TALE dirigida a las dianas CD52_T02, TRAC_TO01, TRBC_T01y

TRBC TO02.
Diana % Indeles con transfeccion de nucleasa % Indeles con transfeccion de
TALE control de pUC

CD52_T02 28,0 0,9
TRAC_TO1 41,9 0,3

TRBC_TO01 en la cadena 3,81 0
constante 1

TRBC_TO01 en la cadena 2,59 0
constante 2

TRBC_TO02 en la cadena 14,7 0
constante 1

TRBC_TO02 en la cadena 5,99 0
constante 1

Actividad de la nucleasa CD52-TALE, Nucleasa TRBC-TALE y nucleasa TRAC-TALE en linfocitos T primarios

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 828 669 T3

Cada construccion de nucleasa TALE se subclon6 usando digestién con enzimas de restriccion en un vector de
expresion de mamifero bajo el control del promotor T7.

El ARNm que codifica la nucleasa TALE que escinde secuencias genomicas de CD52 TRAC y TRBC se sintetizo a
partir de plasmido que portaba las secuencias codificantes en direccion 3' del promotor T7. Los linfocitos T aislados
de la sangre periférica se activaron durante 5 dias usando microesferas activadoras anti-CD3/CD28 (Life
Technologies) y luego se transfectaron 5 millones de células mediante electroporacién con 10 ug de cada uno de los
2 ARNm que codifican la seminucleasa TALE (o sin codificacion) ARN como controles) utilizando un instrumento
CytoLVT-P. Como consecuencia de las inserciones y deleciones inducidas por NHEJ, la secuencia codificante de
CD52 y/o TRAC estara fuera de la pauta de lectura en una fraccion de las células dando como resultado genes no
funcionales. 5 dias después de la electroporacioén, las células se marcaron con anticuerpo anti-CD52 o anti-TCR
conjugado con fluorocromo mediante citometria de flujo para detectar la presencia de CD52 o TCR en su superficie
celular. Como todos los linfocitos T expandidos de la sangre periférica normalmente expresan CD52 y TCR, la
proporcion de células CD52 negativas o TCR negativas es una medida directa de la actividad nucleasa de TALE. En
la tabla 9 se enumeran los resultados de un experimento representativo. La tabla 10 muestra los resultados de un
experimento representativo que ensaya la eficacia de las nucleasas TALE de TRBC.

Tabla 9: Porcentajes de linfocitos T CD52 negativos, TCR negativos y CD52/TCR doble negativos después de
transfeccién de polinucleétidos que expresan nucleasa TALE correspondientes.

ARN transfectado % de céIuI_as CD52 % de célu!as TCR % de células CD§2/TCR
negativas negativas doble negativas
ARN no codificante 1,21 1.531 0.111
TALEN CD52_T02 49,2 1,6 0,78
TALEN TRAC_TO01 2,16 448 0,97
+
TALEN C_:I_III)?’:'KC_:'_I'_(I?S1 TALEN 29.3 39.6 15,5

Tabla 10: Porcentajes de linfocitos T TCR negativos después de transfeccion de polinucleétidos que expresan
nucleasa TALE de TRBC.

ARN transfectado % de células TCR negativas
sin ARN 1,22

TALEN TRBC_TO1 6,52

TALEN TRBC_T02 23,5

Anadlisis funcional de linfocitos T con gen CD52 dirigido

El objetivo de la inactivacion del gen CD52 es hacer que los linfocitos T sean resistentes a inmunosupresion mediada
por anticuerpo anti-CD52. Como se describe en el parrafo anterior, los linfocitos T se transfectaron con ARNm que
codifica nucleasa TALE que escinde CD52. A los 7 dias después de la transfeccion, las células se trataron con 50 pg/ml
de anticuerpo monoclonal anti-CD52 (o IgG de rata como control) con o sin complemento de conejo al 30 %
(Cedarlane). Después de 2 horas de incubacion a 37 °C, las células se marcaron con un anticuerpo anti-CD52
conjugado con fluorocromo junto con un colorante de viabilidad fluorescente (eBioscience) y se analizaron por
citometria de flujo para medir la frecuencia de células CD52 positivas y CD52 negativas entre las células vivas. La
figura 6 muestra el resultado de un experimento representativo, que demuestra que las células CD52 negativas son
completamente resistentes a la toxicidad por anticuerpos anti-CD52 mediada por el complemento.

Analisis funcional de linfocitos T con gen TRAC dirigido

El objetivo de la inactivacion del gen TRAC es hacer que los linfocitos T no respondan a la estimulacién del receptor
de células T. Como se describe en el parrafo anterior, los linfocitos T se transfectaron con ARNm que codifica nucleasa
TALE que escinde TRAC o CD52. 16 dias después de la transfeccion, las células fueron tratadas con hasta 5 pyg/ml
de fitohemaglutinina (PHA, Sigma-Aldrich), un mitdgeno de linfocitos T que actua a través del receptor de células T.
Las células con un receptor funcional de linfocitos T deben aumentar de tamario después del tratamiento con PHA.
Después de tres dias de incubacién, las células se marcaron con un anticuerpo anti-CD52 o anti-TCR conjugado con
fluorocromo y se analizaron por citometria de flujo para comparar la distribucién del tamafio celular entre las células
TCR positivas y TCR negativas, o entre las células CD52 positivas y CD52 negativas. La figura 7 muestra que las
células TCR positivas aumentan significativamente de tamafio después del tratamiento con PHA, mientras que las
células TCR negativas tienen el mismo tamario que las células no tratadas, lo que indica que la inactivacion de TRAC
las hizo insensibles a la sefializacion de TCR. Por el contrario, las CD52 positivas y CD52 negativas aumentaron de
tamario en la misma medida.

Anadlisis funcional de linfocitos T con genes CD52 y TRAC dirigidos
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Para verificar que la manipulacién genomica no afectaba a la capacidad de los linfocitos T de presentar actividad
antitumoral cuando estaban provistos de un receptor quimérico de antigenos (CAR), se transfectaron linfocitos T que
se habian dirigido con nucleasa CD52-TALE y nucleasa TRAC-TALE con 10 ug de ARN que codifica un CAR anti-
CD19 (SEQ ID NO: 73). Después de 24 horas, Los linfocitos T se incubaron durante 4 horas con células Daudi que
expresan CD19. La regulaciéon por aumento en superficie celular de CD107a, un marcador de liberacion de granulos
citotoxicos por los linfocitos T (denominado desgranulacion) se midié por analisis de citometria de flujo (Betts,
Brenchley et al. 2003). Los resultados se incluyen en la figura 8 y muestran que las células CD52 negativas/TCRaf3
negativas y las CD52 positivas/TCRaf positivas tienen la misma capacidad de desgranular en respuesta a
PMA/ionomicina (control positivo) o células Daudi CD19+. La regulacion por aumento de CD107 es dependiente de la
presencia de CD19+. Estos datos sugieren que la manipulacion gendmica no tiene impacto negativo en la capacidad
de los linfocitos T de montar una respuesta antitumoral controlada.

Seguridad gendémica de la nucleasa CD52-TALE vy la nucleasa TRAC-TALE en linfocitos T primarios

Como nuestras construcciones incluyen subunidades de nucleasa, Una pregunta importante es si la transfeccion
multiple de nucleasa de TALE puede conducir a la genotoxicidad y a la escisién inespecifica en secuencias diana de
"coincidencia estrecha" o al emparejar mal las seminucleasas TALE. Para estimar el impacto de la nucleasa TRAC-
TALE y la nucleasa CD52-TALE en la integridad de los genomas celulares, enumeramos secuencias en el genoma
humano que presentaban potencial de escision inespecifica. Para generar esta lista, identificamos todas las
secuencias en el genoma con hasta 4 sustituciones en comparacion con las semidianas originales y luego
identificamos los pares de semidianas potenciales en una orientacién cabeza a cabeza con un espaciador de 9 a 30
pb entre si. Este andlisis incluy6 sitios potencialmente dirigidos por homodimeros de una molécula de seminucleasa
TALE o heterodimeros formados por una seminucleasa TALE de CD52 y una seminucleasa TALE de TRAC. Los
inventores puntuaron las posibles dianas inespecificas en funcién de los datos de especificidad teniendo en cuenta el
costo de las sustituciones individuales y la posicién de las sustituciones (donde los apareamientos erroneos se toleran
mejor para las bases en el extremo 3' de la semidiana). Se obtuvieron 173 secuencias Unicas con una puntuacion que
refleja una estimacion de la probabilidad de escision. Se seleccionaron las 15 puntuaciones mas altas y se analiz6 por
secuenciacion profunda la frecuencia de mutaciones encontradas en estos locus en linfocitos T transfectados
simultaneamente con nucleasa TALE de CD52 y TRAC y se purificaron mediante separacion magnética como
negativos para CD52, negativos para TCRaf. Los resultados se encuentran en la figura 9. La frecuencia mas alta de
insercion/delecion es 7x10*. Estos resultados hacen que la supuesta diana inespecifica sea al menos 600 veces
menos propensa a sufrir mutacion que las dianas previstas. Los reactivos de nucleasa TALE utilizados en este estudio,
por lo tanto, parecen extremadamente especificos.

Ejemplo 3: Nucleasas TALE que escinden el gen CTLA4 humano y el gen PDCD1 humano.

Como se describi6 en el ejemplo 1, se disefiaron y produjeron nucleasas TALE heterodiméricas dirigidas
respectivamente a los genes PDCD1 y CTLA4. Las secuencias gendmicas diana consisten en dos secuencias de
17 pb de longitud (denominadas semidianas) separadas por un espaciador de 11 0 15 pb. Cada semidiana se reconoce
por repeticiones de las seminucleasas TALE enumeradas en la 11.

Tabla 11: Descripcion de las nucleasas TALE de CTLA4 y PDCD1 y secuencias de los sitios diana de las nucleasas
TALE en los genes correspondientes humanos.

Diana Secuencia diana Secuencia de repeticion Seminucleasa TALE
CTLA4_TO1 | TGGCCCTGCACTCTCCT Repeticion CTLA4_TO1-L (SEQ ID | CTLA4_TO01-L TALEN (SEQ
NO: 79) ID NO: 89)
rtttttctictett R CTLA4_TO1-R (SEQ ID | CTLA4_TO1-R TALEN (SEQ
epeticion 4 TO1- 4 TO1-
CATCCCTGTCTTCTGCA NO: 80) ID NO: 90)

(SEQ ID NO: 74)
CTLA4_TO3 | TTTTCCATGCTAGCAAT | Repeticion CTLA4_TO3-L (SEQID | CTLA4_T03-L TALEN (SEQ

Bcacglggcccagee R C'I[\ILOA:48TI')03 R (SEQID | CTLA4 'II'I(:))SNsil'gA:_)EN (SEQ
epeticion _T03- _105-
TGCTGTGGTACTGGCCA NO: 82) ID NO: 92)

(SEQID NO : 75)
CTLA4_TO04 TCCATGCTAGCAATGCA Repeticion CTLA4_TO04-L (SEQ ID | CTLA4_TO04-L TALEN (SEQ

NO: 84) ID NO: 93)
cBlggeocagectee Repeticion CTLA4_T04-R (SEQ ID | CTLA4_T04-R TALEN (SEQ
epeticion _T04- _T04-
TGTGGTACTGGCCAGCA NO: 85) ID NO: 04)

(SEQ ID NO: 76)
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(continuacion)

Diana Secuencia diana Secuencia de repeticion Seminucleasa TALE
PDCD1_TO1| TTCTCCCCAGCCCTGCT | Repeticion PDCD1_T01-L (SEQ ID | PDCD1_T01-L TALEN (SEQ
NO: 86) ID NO: 95)
cBlegtgacceaigy CD1_TO1-R (SEQ ID | PDCD1_TO01-R TALEN (SEQ
Repeticion PD _TO1- _TO01-
GGACAACGCCACCTTCA NO: 87) ID NO: 96)

(SEQID NO : 77)
PDCD1_T03| TACCTCTGTGGGGCCAT | Repeticion PDCD1_T03-L (SEQ ID | PDCD1_TO3-L TALEN (SEQ

NO: 88 ID NO: 97
clccctggeeaccaa Repeticion PDCD1 'I?OS R (SEQID | PDCD1_TO03-R TAZEN (SEQ
epeticion _TO03- _TO03-
GGCGCAGATCAAAGAGA NO: 86) ID NO: 68)

(SEQID NO : 78)

Actividad de la nucleasa CTLA4-TALE vy la nucleasa PDCD1-TALE en células HEK293

Cada construccion de nucleasa TALE se subclon6 usando digestién con enzimas de restriccion en un vector de
expresion de mamifero bajo el control de un promotor largo de pEF1alfa. Un dia antes de la transfeccién se sembraron
un millén de células HEK293. Las células se cotransfectaron con 2,5 uyg de cada uno de los dos plasmidos que
codifican las nucleasas TALE que reconocen las dos semidianas en la secuencia genémica de interés en el gen
PDCD1 y CTLA-4 bajo el control del promotor EF1-alfa o 5 pug de un vector pUC de control (pCLS0003) usando 25 pl
de Lipofectamine (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La escision bicatenaria generada por las nucleasas TALE en las secuencias codificantes de PDCD1 o CTLA-4 se
repara en células vivas mediante unién de extremos no homélogos (NHEJ), que es un mecanismo propenso a errores.
La actividad de las nucleasas TALE en células vivas se mide por la frecuencia de inserciones o deleciones en el locus
gendmico diana. 48 horas después de la transfeccion, Se aisl6 el ADN genémico de las células transfectadas y se
realizaron PCR especificas de locus utilizando los siguientes cebadores: 5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG (secuencia adaptadora directa)- 10N (TAG)- secuencia directa
especifica de locus para CTLA4_T01: 5-CTCTACTTCCTGAAGACCTG-3' (SEQ ID NO: 99), para CTLA4_T03/T04:
5-ACAGTTGAGAGATGGAGGGG-3' (SEQ ID NO: 100), para PDCD1_T01: 5-CCACAGAGGTAGGTGCCGC-3' (SEQ
ID NO: 101) o para PDCD1_T03: 5-GACAGAGATGCCGGTCACCA-3' (SEQ ID NO: 102) y el cebador inverso 5'-
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG (secuencia adaptadora inversa)- secuencia inversa especifica de
locus endégena para CTLA4_T01: 5'-TGGAATACAGAGCCAGCCAA-3' (SEQ ID NO: 103), para CTLA4_T03/T04: 5'-
GGTGCCCGTGCAGATGGAAT-3' (SEQ ID NO: 104), para PDCD1_T01: 5'-GGCTCTGCAGTGGAGGCCAG-3' (SEQ
ID NO: 105) o para PDCD1_T03: 5'-GGACAACGCCACCTTCACCT-3' (SEQ ID NO: 106).

Los productos de PCR se analizaron por ensayo no endonucleasa T7: en resumen, después de la desnaturalizacion
y rehibridacion del producto de PCR, la endonucleasa T7 digerird especificamente el ADN emparejado
incorrectamente compuesto de hebras de tipo silvestre y mutadas. El producto de digestion entonces se resuelve por
electroforesis en gel de poliacrilamida. La presencia de un producto digerido es indicativa de secuencias mutadas
inducidas por la actividad de nucleasa TALE. Los resultados se presentan en la figura 10, donde las flechas apuntan
a los productos de PCR digeridos. Demuestran que las nucleasas TALE PDCD1_T1, PDCD1_T3, CTLA4_T1,
CTLA4_T3y CTLA4_T4 muestran todas actividad nucleasa mutagénica en sus sitios diana.

Inactivacién de CTLA4 en linfocitos T primarios:

Se activaron linfocitos T primarios humanos con microesferas CD3/28. Cinco dias después, se electroporaron 5x10°
células con 20 ug de ARN codificante de una de tres TALEN™ (T1, T2 y T3) disefiadas con respecto al gen CTLA4 o
sin ARN como control. Tres dias después de la electroporacion, se midio la expresion de CTLA4 por tincién intracelular
usando anticuerpo fluorescente y analisis de citometria de flujo (figuras 27 y 28).

Las tres TALEN™ indujeron regulacién por disminucién de la expresion de CTLA4 de una manera correlacionada con
su eficacia en lineas celulares HEK293 (T1 fue mas eficaz que T3 y T4).

El analisis por secuenciacién profunda de ADN genomico aislado de células transfectadas usando tecnologia 454
(Roche) puso de manifiesto que un 96 % de los alelos de CTLA4 estaban mutados en células tratadas con TALEN T1
en comparacion con un 0,1 % en la muestra de control sin TALEN.

Inactivacién de PD1 en linfocitos T primarios:

Se activaron linfocitos T primarios humanos con microesferas CD3/28. Cinco dias después, se electroporaron 5x10°8
células con 20 pg de ARN codificante de una de dos TALEN especificas del gen PD1 humano o sin ARN como control.
Diez dias después, las células se reactivaron y 3 dias después de la reactivacion, se midi6 la expresién de PD1 por
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tincion superficial usando anticuerpo fluorescente y analisis por citometria de flujo (véase la figura 29).

Ambas TALEN indujeron regulacién por disminucion significativa de la expresion de PD1. El analisis por secuenciacion
profunda de ADN genomico aislado de células transfectadas con TALEN T1 y TALEN TO03 respectivamente usando
tecnologia 454 (Roche) revelé que un 34 % y un 39 % de alelos PD1 se mutaron respectivamente (resultados
mostrados en la figura 30).

Actividad antitumoral potenciada de células tratadas con PD1-TALEN:

Se activaron linfocitos T primarios humanos con microesferas CD3/28. Cinco dias después, se electroporaron 5x10°8
células con 20 ug de ARN codificante de una TALEN especificas del gen PD1 humano o sin ARN como control. Una
semana después, las células se electroporaron con ARNm que codifica un receptor quimérico de antigenos especifico
para CD19 o sin ARN como control negativo. Al dia siguiente, su actividad antitumoral se midi6 en ensayo de
citotoxicidad celular usando células Daudi CD19+ (frente a K562 como control) o células HCT116, que expresan
PD1ligando 1 (PDL1) transducido con vector de expresion de CD19 (frente a células HCT 116 originales como control).
La actividad citotoxica se determin6 comparando la viabilidad de células diana y células de control. Los resultados se
muestran en los diagramas de la figura 31. La transfeccion de TALEN de PD1 restablecié la actividad citotoxica contra
células HCT116 que expresan PDL1 y mejoro la actividad citotoxica contra células Daudi.

Ejemplo 4: pTalfa permite la expresion en superficie de CD3 en linfocitos T con TCR alfa inactivado:

Descripcion de las diferentes versiones de preTalfa:

El gen pTalfa humano codifica una glucoproteina transmembranaria que comprende un dominio extracelular de tipo
Ig, un dominio transmembranario hidréfobo y una cola intracitoplasmica C terminal grande. Se han disefiado diferentes
versiones derivadas de la glucoproteina pTalfa humana y se describen en la tabla 12 y se representan en la figura 11.

Tabla 12: Descripcion de un subconjunto de construcciones de pTalfa

Versiones de pTalfa Descripcion SEQ
ID
pTalfa-FL Longitud completa de glucoproteina pTalfa humana 107
pTalfa-A 18 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 18 residuo del extremo C. 108
pTalfa-A 48 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 48 residuo del extremo C. 109
pTalfa-A 62 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 62 residuo del extremo C. 110
pTalfa-A 78 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 78 residuo del extremo C. 111
pTalfa-A92 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 92 residuo del extremo C. 112
pTalfa-A110 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 110 residuo del extremo C.| 113
pTalfa-A 114 Glucoproteina pTalfa humana truncada que carece de 114 residuo del extremo C.| 114
pTalfa-FL-CD28 Longitud completa de glucoproteina pTalfa humana fusionada en el extremo C con| 115
dominio de activacion de CD28.
pTalfa-FL-CD8 Longitud completa de glucoproteina pTalfa humana fusionada en el extremo C con| 116

dominio de activacion de CD8.

pTalfa-FL-4-1BB Longitud completa de glucoproteina pTalfa humana fusionada en el extremo C con| 117
dominio de activacién de 4-1BB.

pTalfa-A48-CD28 Glucoproteina pTalfa-A 48 fusionada en el extremo C con dominio de activacion| 118

de CD28.
pTalfa-A48-CD8 Glucoproteina pTalfa-A 48 fusionada en el extremo C con dominio de activacion| 119
de CDS8.
pTalfa-A48-41BB Glucoproteina pTalfa-A 48 fusionada en el extremo C con dominio de activacion| 120
de 4-1BB.
pTalfa-A114/TCRa.IC | Glucoproteina pTalfa-A 114 fusionado en el extremo C con el dominio intracelular| 121
de TCRalfa
pTalfa-EC/ Dominio extracelular pTalfa fusionado en el extremo C con el dominio| 122
TCRa.TM.IC transmembranario e intracelular de TCRalfa.
pTalfa-A 48-1xMUT | Glucoproteina pTalfa-A 48 con residuo mutado WA46R. 123

preTalfa-A48-4xMUT | Glucoproteina pTalfa-A 48 con residuos mutados D22A, K24A, R102A, R117A 124

Las diferentes construcciones de preTalfa ensayadas incluyen:
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1) Mutantes de deleciéon de pTalfa: Se generaron diferentes deleciones en la cola citoplasmatica intracelular de
la proteina pTalfa humana (que comprende 114 aminoacidos) (SEQ ID NO: 107). Las construcciones ensayadas
incluyen la version de longitud completa de la proteina (FL) y mutantes en que se delecionaron 18, 48, 62, 78, 92,
110 y 114 aminoacidos del extremo C de la proteina (SEQ ID NO: 108 a SEQ ID NO: 114).

2) Mutantes de pTalfa que contienen dominios de activacion intracelulares: Las variantes FL y A48 se
fusionaron a los dominios de activacion intracelulares CD8, CD28 o 41BB en su extremo C (SEQ ID NO: 115 a
SEQ ID NO: 120).

3) Mutantes quiméricos de pTalfa/TCRa: En una de las construcciones, el dominio intracelular TCRa (IC) se
fusiono a una version sin cola (A114) de pTalfa (SEQ ID NO: 121). También se gener6 una segunda construccion
en que el dominio extracelular pTalfa se fusion6 a los dominios transmembranario (TM) e IC de TCRa (SEQ ID
NO: 122).

4) Mutantes de dimerizacidn de pTalfa: En la bibliografia se han descrito algunas mutaciones que pueden alterar
la capacidad de oligomerizacion/dimerizacién del complejo preTCR. Estos mutantes se proponen para permitir la
expresion de preTCR en la superficie celular, sin inducir la sefializacion constitutiva (supuestamente inducida tras
la oligomerizacion de preTCR). Las mutaciones se han introducido en la variante pTalfaA48 y son:

- IxMUT: W46R (SEQ ID NO: 123)
- 4x MUT: D22A, K24A, R102A, R117A (SEQ ID NO: 124)

Actividad de diferentes construcciones preTalfa en células Jurkat con TRAC inactivado:

Para cribar diferentes variantes de pTalfa por su capacidad de restablecer la expresion en superficie de CD3 en células
con TCRalfa inactivado, se gener6 una linea celular en que se alteré el gen de TCRalfa usando TALEN dirigida a
TRAC. Se transfectaron células Jurkat (una linea celular de leucemia de linfocitos T) con plasmidos que codifican la
TALEN que escinde TRAC usando electroporacién CytoPulse, y las células KO (TCR«BNEG; CD3NEC) entonces se
purificaron por seleccion negativa usando microesferas magnéticas CD3. La poblacion KO (células JKT_KOx3) se
amplifico y usé para cribar las diferentes variantes de pTalfa. Se realizé cribado por transfeccion de un millén de células
JKT_KOXx3 con 15 g de plasmido codificante de las diferentes variantes de pTalfa bajo el control del promotor EF1a,
seguido de analisis por citometria de flujo de la expresion en superficie celular de CD3 48 h después de la transfeccion.
La figura 12 es un ejemplo representativo de las eficacias de transfeccion (% de células BFP+) y la actividad de las
construcciones de pTalfa FL, A18 and A48 en células JKT_KOx3, basadas en el % de células CD3+, determinadas
por citometria de flujo. Los resultados de las diferentes construcciones se agrupan en la tabla 13.

Mutante ID % CD3gasa| DT
0 NEG 4,69 1,53
1 preTCRa-FL 31,18 |4,15
2 preTCRa-A18 20,13 |4,56
3 preTCRa-A48 44,86 3,90
4 preTCRa-A62 32,42 |2,95
5 preTCRa-A78 24,75 |3,87
6 preTCRa-A92 20,63 3,70
7 preTCRa-A110 18,18 |3,49
8 preTCRa-A114 4,29 2,74
9 preTCRa-FL-CD8 18,16 |5,30

10 preTCRa-FL-CD28 5,67 2,77
11 preTCRo-FL-41BB 27,27 |3,66
12 preTCRa-A48-CD8 11,56 6,01
13 preTCRa-A48-CD28 12,22 |4,72
14 preTCRa-A48-41BB 35,93 |4,55
15 preTCRa-A114/TCRa.IC 3,94 1,95
16 preTCRa-EC/TCRa.TM.IC 17,80 |4,47
17 preTCRa-A48-1xMUT 26,88 4,37
18 preTCRa-A48-4xMUT 7,59 1,06

Tabla 13: Actividad de las diferentes construcciones pTalfa en células Jurkat con TCR alfa inactivado. Se midi6 la
actividad por andlisis de citometria de flujo de expresiéon de CD3 en células Jurkat con TCR alfa inactivado
transfectadas con las construcciones preTalfa diferentes.

Actividad de pTalfa-FL y pTalfa-A48 en linfocitos T primarios con TCR alfa inactivado:
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Para ensayar la capacidad de las versiones pTalfa-FL y pTalfa-A48 de inducir la expresién en superficie de CD3 en
linfocitos T con TCR alfa inactivado, se clonaron las secuencias codificantes de pTalfa-FL y pTalfa-A48 en un vector
lentivirico pLV-SFFV-BFP-2A-PCTRA de autoinactivacion que codifica la proteina azul fluorescente (BFP) bajo el
promotor SFFV seguido del péptido T2A de autoescision (figura 13).

Los linfocitos T aislados de la sangre periférica se activaron durante 72 horas usando microesferas activadoras anti-
CD3/CD28 (Life Technologies) y se transfectaron 4,5 millones de células mediante electroporacién con 10 ug de
ARNm que codifica las nucleasas TALE dirigida a la region de cadena constante de TCR alfa (TRAC) usando un
instrumento CytoLVT-S (BTX-Harvard Harbour). Dos dias después de la electroporacion, se transdujeron los linfocitos
T con los vectores lentiviricos LV-SFFV-BFP-2A-pTalfa-A48 o LV-SFFV-BFP-2A-control. Entonces se purificaron los
linfocitos T CD3 negativos y CD3bajo usando microesferas magnéticas anti-CD3 (Miltenyi Biotech). Este protocolo
experimental se representa en la figura 14A.

La figura 14B representa el analisis por citometria de flujo de la expresion en superficie celular de TCRalfa/beta, CD3,
y la expresion de BFP en linfocitos T con TCRalfa inactivado (KO) transducidos con vector lentivirico BFP-2A-
pTalfaA48 (KO/A48) o de BFP de control (KO/BFP) antes y después de la purificacidon con microesferas de CD3. Las
células con TCRalfa inactivado transducidas con el vector BFP-T2A-pTalfa-A48 (células BFP+) mostraron mayores
niveles de CD3 en comparacién con células no transducidas (células BFP-). No se observan diferencias entre las
células transducidas con el vector de BFP de control. Estos resultados indican que pTalfa media el restablecimiento
de la expresion de CD3 en la superficie celular de células con TCRalfa inactivado. Por el contrario, permanece la
tincion de TCRalfa/beta, como se esperaba, inalterada en células transducidas o no con el vector que expresa pTalfa-
A48.

La expresién de CD3 mediada por pTalfa mantiene la activacion de linfocitos T deficientes de TCR:

Para determinar la capacidad de pTalfa de transducir las sefiales de activacion celular, se analiz6 la expresién de los
marcadores de activacion temprana y tardia en linfocitos T con TCR alfa inactivado transducidos con pTalfa-A48 y
pTalfa-A48.41BB. Los linfocitos T con TCR alfa inactivado transducidos con pTalfa-A48 y pTalfa-A48.41BB se
generaron a partir de linfocitos T humanos primarios como se describe en la seccién previa y en la figura 14A.

Para detectar la sefalizacién mediante CD3, las células se reactivaron usando microesferas recubiertas anti-
CD3/CD28 3 dias antes de la purificacién de los linfocitos T con TCR alfa inactivado con microesferas CD3 (figura
14A). Las células se tifieron con anticuerpos anti-CD69 conjugado con fluorocromo (marcador de activacion temprana)
y anti-CD25 (marcador de activacion tardia), 24 y 48 horas después de la reactivacion, respectivamente, y se
analizaron por citometria de flujo (figura 15A-B). Como se representa en la figura 15A-B, las células con TCR alfa
inactivado que expresan pTalfa-A48 (KO/pTa-A48) o pTalfa-A48.41BB (KO/pTa-A48.BB) muestran regulacion por
aumento de los marcadores de activacion, hasta niveles similares a los observados en células que expresan
TCRalfa/beta (NEP: células no electroporadas).

Otro indicador de activacion de linfocitos T es un aumento en el tamafio celular que a veces se denomina "explosion".
La capacidad de los complejos preTCR de inducir "explosién" se midié por andlisis de citometria de flujo del tamario
celular 72 horas después de la reactivacion usando microesferas anti-CD3/CD28 (figura 15C). La estimulacion con
microesferas anti-CD3/CD28 indujo aumentos comparables en el tamafio celular en células que expresaban complejos
TCRalfa/beta frente a células que expresaban pTalfa-A48 o pTalfa-A48.41BB. Tomados conjuntamente, estos
resultados sugieren que los complejos preTCR son competentes para transducir sefiales que se acoplan de forma
eficaz a los mecanismos que median la regulacién por aumento del marcador de activacion.

La expresiéon de CD3 mediada por pTalfa mantiene la expansién de linfocitos T primarios deficientes de TCR usando
anticuerpos anti-CD3/CD28 estimuladores

Para evaluar la capacidad de los complejos preTCR de mantener la proliferacion celular a largo plazo, se midié la
proliferacién de células como se describe previamente. Diez dias después de la activacién inicial, las células se
mantuvieron en IL2 (sin react.) o en IL2 con microesferas anti-CD3/CD28 (react.). Para cada condicion, las células se
contaron y analizaron por citometria de flujo en los diferentes puntos temporales para estimar el niumero de células
BFP+. El crecimiento de células con TCRalfa inactivado (KO) transducidas con vectores de BFP o BFP-T2A-preTCRa-
A48 se comparo, y se estimado la induccion factorial de estas células con respecto al valor obtenido en el dia 2
después de la reactivacion. La figura 16 muestra los resultados obtenidos con dos donantes independientes. En ambos
casos, las células con TCRalfa inactivado que expresaban pTalfa-A48 presentaban mayor expansién que las células
con TCR alfa inactivado que expresan unicamente el vector de control de BFP. Para el segundo donante, también se
incluyeron células con TCRalfa inactivado que expresaban pTalfa-A48.41BB o pTalfa de longitud completa, que
presentaban también mayor expansion que las células con TCRalfa inactivado que expresaban solamente el vector
de control de BFP.

Ejemplo 5: optimizacién de la transfeccién de ARNm en linfocitos T usando tecnologia Cytopulse.

Determinacion del programa de Cytopulse optimizado

43



ES 2 828 669 T3

Se realiz6 un primer conjunto de experimentos en PBMC no activados para determinar un intervalo de tensién en que
las células pudieran transfectarse. Se ensayaron cinco programas diferentes como se describe en la tabla 14.

44



ES 2 828 669 T3

14 zo o€l 14 ool L'o 009 I )4 Lo 006 I S
14 20 ocl 14 ool 10 006 I ol 10 0ocl I 14
4 Al o€l 1% ool L0 0ocl I Al 10 0ocl I €
4 Al o€l 14 [0 L0 006 l 2o 10 006 l 4
14 z'o o€l 14 ool L'o 009 I zo Lo 009 I b
(sw) ojeasayu] | (sw) uopeinp | A |sosind | (sw) ojeAassiu] | (sw) uoeinp| A |sos|ind | (sw) ojeAassiu] | (sw) uopelnp| A |sos|nd | 8sjnd-0jAo ap eweiboid
¢ odnio Z odnio } odnio

"DINGd ep sejuspadoid | soyoojull us ugoeliodonosle eled ellEsadaU EBWIU)W UQISUS) B[ Jeuiwia)ep eled sopesn sajuaiajip es|ndoji) ap sewelbold {7} ejqel

45



10

15

ES 2 828 669 T3

Se electroporaron 3 o 6 millones de células en cubeta de 0,4 cm de hueco (30 o 15x10° células/ml) con 20 ug de
plasmidos que codifican GFP y plasmidos pUC de control usando los diferentes programas de Cytopulse. 24 horas
después de la electroporacion, se analizo la expresion de GFP en células electroporadas por citometria de flujo para
determinar la eficacia de transfeccion. Los datos mostrados en la figura 17 indica la tension minima requerida para la
electroporacién de plasmidos en los linfocitos T derivados de PBMC. Estos resultados demuestran que el programa
de Cytopulse 3 y 4 permiten una transformacion eficaz de linfocitos T (EP n.° 3u n.° 4).

Electroporacién de ARNm de linfocitos T purificados activados

Después de determinar el mejor programa de cytopulse que permita una electroporacion de ADN eficiente de los
linfocitos T, los inventores probaron si este método era aplicable a la electroporacién de ARNm.

Se resuspendieron 5x10° linfocitos T purificados preactivados durante 6 dias con PHA/IL2 en tampdn de citoporacion
T (aparato BTX-Harvard) y se electroporaron en cubetas de 0,4 cm con 10 ug de ARNm que codifica GFP o 20 ug de
plasmidos que codifican GFP o pUC usando el programa de Cytopulse preferido como se determina en la seccién
previa (tabla 15).
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48 horas después de la transfeccion, las células se tifieron con colorante de viabilidad (eFluor-450) y se determiné la
viabilidad celular y el % de células GFP+ viables mediante analisis de citometria de flujo (figura 18).

Los datos mostrados en la figura 18 indican que la electroporacion de ARN con la condicién éptima determinada en la
presente es atoxica y permite la transfeccion de mas de un 95 % de las células viables.

En sintesis, todo el conjunto de datos muestra que los linfocitos T pueden transfectarse eficientemente con ADN o
ARN. En particular, la transfeccion de ARN no tiene impacto en la viabilidad celular y permite niveles de expresion
uniformes del gen transfectado de interés en la poblacién celular.

La transfeccion eficiente se puede lograr temprano después de la activacion celular, independientemente del método
de activacion utilizado (cuentas recubiertas con PHA/IL-2 0 CD3/CD28). Los inventores han logrado transfectar células
desde 72 horas después de la activacion con eficiencias de> 95 %. Ademas, la transfeccién eficiente de los linfocitos
T después de la descongelacién y activaciébn también se puede obtener utilizando el mismo protocolo de
electroporacion.

Electroporacién de ARNm en linfocitos T humanos primarios para la expresion funcional de la nucleasa TALE

Después de demostrar que la electroporacion de ARNm permite la expresion eficiente de GFP en linfocitos T humanos
primarios, los inventores probaron si este método era aplicable a la expresion de otras proteinas de interés. Las
nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcién (nucleasa TALE) son nucleasas especificas del sitio
generadas por la fusion de un dominio de unién de ADN TAL a un dominio de escision de ADN. Son poderosas
herramientas de edicion del genoma, ya que inducen roturas de doble cadena en practicamente cualquier secuencia
de ADN deseada. Estas roturas de doble cadena activan la unién de extremos no homélogos(NHEJ), un mecanismo
de reparacién de ADN propenso a errores, potencialmente llevando a la inactivacién de cualquier gen de interés
deseado. Como alternativa, si se introduce un molde de reparacién adecuado en las células al mismo tiempo, las
roturas de ADN inducidas por nucleasa TALE pueden repararse mediante recombinacién homéloga, ofreciendo asi la
posibilidad de modificar a voluntad la secuencia del gen.

Se ha utilizado la electroporacién de ARNm para expresar una nucleasa TALE modificada por ingenieria para escindir
especificamente una secuencia en el gen humano que codifica la cadena alfa del receptor de antigeno de linfocitos T
(TRAC). Se espera que las mutaciones inducidas en esta secuencia den como resultado la inactivaciéon génica y la
pérdida del complejo TCRap de la superficie celular. EI ARN de nucleasa TALE de TRAC o ARN no codificante como
control se transfectan en linfocitos T humanos primarios activados usando la tecnologia Cytopulse. La secuencia de
electroporacion consistié en 2 pulsos de 1200 V seguidos de cuatro pulsos de 130 V como se describe en la tabla 15.

Por analisis de citometria de flujo de la expresion de superficie de TCR 7 dias después de la electroporacion (figura
19, panel superior), se observé que el 44 % de los linfocitos T perdieron la expresién de TCRap. Se analizé el ADN
gendmico de las células transfectadas mediante amplificacién por PCR del locus TRAC seguido de 454 secuenciacion
de alto rendimiento. El 33 % de los alelos secuenciados (727 de 2153) contenian insercién o delecion en el sitio de
escision de la nucleasa TALE. La figura 19 (panel inferior) muestra ejemplos de los alelos mutados.

Estos datos indican que la electroporacion de ARNm usando tecnologia de cytopulse da como resultado la expresion
funcional de la nucleasa TALE TRAC.

Electroporacién de linfocitos T con un ARNm monocistronico gue codifica un receptor de antigeno quimérico de cadena
sencilla (CAR) anti-CD19:

Se resuspendieron 5X10° linfocitos T preactivados varios dias (3-5) con microesferas recubiertas anti-CD3/CD28 e L2
en tampon T para citoporacion y se realizé electroporacion en cubetas de 0,4 cm sin ARNm o con 10 uyg de ARNm
que codifica un CAR monocatenario (SEQ ID NO: 73) usando el programa descrito en la tabla 15.

24 horas después de la electroporacion, las células se tifieron con un colorante de viabilidad reparable eFluor-780 y
un fragmento de IgG F (ab')2 de cabra anti-ratdn conjugado con PE especifico para evaluar la expresion en la superficie
celular del CAR en las células vivas. Los datos se muestran en la figura 20. A indica que la gran mayoria de los
linfocitos T vivos electroporados con el ARNm monocistrénico descrito anteriormente expresan el CAR en su superficie.
24 horas después de la electroporacion, los linfocitos T se cultivaron conjuntamente con células Daudi (CD19+) durante
6 horas y se analizaron por citometria de flujo para detectar la expresiéon del marcador de desgranulacion CD107a en
su superficie (Betts, Brenchley ef al., 2003).

Los datos mostrados en la figura 20 indican que la mayoria de las células electroporadas con el ARNm monocistrénico
descrito anteriormente se desgranulan en presencia de células diana que expresan CD19. Estos resultados
demuestran claramente que el CAR expresado en la superficie de los linfocitos T electroporados esta activo.

Electroporacién de linfocitos T con un ARNm policistréonico que codifica un receptor guimérico de antigenos (CAR)
monocatenario anti-CD19:
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Se electroporaron 5X108 linfocitos T preactivados varios dias (3-5) con microesferas recubiertas anti-CD3/CD28 e IL.2
en tampon T para citoporacion y se realizé electroporacion en cubetas de 0,4 cm sin ARNm o con 45 ug de ARNm
que codifica un CAR multicatenario (SEQ ID NO: 125, codificado por SEQ ID NO: 126, figura 21A y figura 4B (csm4))
usando el programa que se describe en la tabla 15.

24 horas después de la electroporacion, las células se tifieron con un colorante de viabilidad reparable eFluor-780 y
un fragmento de IgG F (ab')2 de cabra anti-ratdn conjugado con PE especifico para evaluar la expresion en la superficie
celular del CAR en las células vivas. Los datos mostrados en la figura 21 indican que la gran mayoria de los linfocitos
T electroporados con el ARNm policistronico descrito previamente expresan el CAR en su superficie.

24 horas después de la electroporacion, los linfocitos T se cultivaron conjuntamente con Daudi (CD19+) durante 6
horas y se analizaron por citometria de flujo para detectar la expresion del marcador de desgranulacion CD107a en
su superficie. Los datos mostrados en la figura 21 indican que la mayoria de las células electroporadas con el ARNm
policistronico descrito anteriormente se desgranulan en presencia de células diana que expresan CD19. Estos
resultados demuestran claramente que el CAR expresado en la superficie de los linfocitos T electroporados esta activo.
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Gly

Cys

Asn

Val

Ala
520

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Gly

Leu

505

Ser

54

Arg

330

Val

Val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

490

Cys

Asn

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Len

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Leu

Ala

Arg

val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Len

Gln

His

Gly
525

val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

vVal

430

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

Cys

Asn

val

Ala

Leu

400

Ala

Ala

val

val

Gln

480

Glu

Thr

Ala



<223> Repeticion-GRex2-LPT9-R1

<400> 8

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln

65

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr
225

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

val

210

Val

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Gly

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

B5

His

Gly

Gln

Gly

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

ES 2 828 669 T3

vVal

val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

His

val

Ala

Leu
230

vVal

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

215

Pro

Ala

Arg

Val

40

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

Val

Ile

Leu

25

val

Gln

Gln

Thr

Fro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Gly

Leu

55

Ala
10

Leu

Ala

val

Val

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Ser

Pro

Ile

Leu

val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln
235

Asn

val

Ala

Leu

Ala

Arg

val

val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Cys

30

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Val

Val

Glu

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Gly

15

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Lys

Ala

Gly

Cys

His

80

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

Val

Gln

Glu

Thr
240



Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

AsSp

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

val

Gln

465

Gln

Glu

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

His

vVal

Ala

Leu

Ala

450

Arg

Vval

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Leu

Val

Val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Val

Ala

Leu

Ala

Val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

ES 2 828 669 T3

Ala

Arg

Val

Val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Agn

Val

470

Ala

Ile

Leu

vVal

Gln

2595

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asn

455

Leu

Ser

Ala

Leu

Ala

280

Arg

val

val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

44Q

Gly

Cys

Asn

Ser

Pro

265

Ile

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Asn

56

His
250

Val

Ala

Ala

Ala

330

Val

val

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gly

Cys

Asn

Val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

vVal

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

Val

430

Gln

Glu

Thr

Ala

Gln

255

His

Gly

Gln

Ile

Leu

335

Ser

Pro

Ile

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

His

val

Ala

Leu

400

Ala

Ala

Val

Val

Gln

480

Glu



ES 2 828 669 T3

485 430 495

Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr
500 505 510

Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala
515 520 525

Leu Glu
530

<210>9

<211> 530

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticidon-GRex3T2-L1

<400> 9
Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys

1 5 10 15

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
20 25 30

His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly
35 40 45

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
50 55 60

Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His
65 70 75 80O

Asp Gly Gly 1Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val
85 90 95

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala
100 105 110

Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu
115 120 125

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala
130 135 140

Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
1458 150 155 160

57



Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Asp

Len

Ser

385

Pro

Len

Ala

Arg

Val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Gly

Leu

Vval

Ala

180

Leu

Ala

Arg

Val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Leu

153

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Bro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

ES 2 828 669 T3

Cys

Asn

val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

Val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gln

Asn

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Ala

Gly

Cys

200

Asn

Val

ala

Leu

aAla

280

Arg

Val

val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

His

Gly

185

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

58

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

Val

Gln

Glu

Thr

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asn

Len

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Thr

Ala

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

300

Ala

Leu

Ala

val
380

val

Glu

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Len

365

val

Gln

Gln

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Lys

Ala

270

Cys

Asn

val

Ala

350

Len

Ala

Arg

Val

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asn

Leu

335

Ser

Fro

Ile

Leu

Val

Val

Val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

His

Val

Ala

Leu

400

Ala



10

Ile Ala

Leu Leu

val Ala

450

Gln Arg
465

Gln Val

Thr Val

Proc Gln

Leu Glu

<210> 10
<211> 530
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Repeticidon-GRex3T2-R1

<400> 10

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln
65

530

Thr Pro

Ala Leu

Gly Leu

35

Lys Gln

50

Ala His

Ser

Pro

435

Ile

Leu

val

Gln

Gln
515

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

His

420

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

500

val

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

405

Asp

Ser

Pro

Ile

485

Leu

val

70

ES 2 828 669 T3

Gly

Cys

Aszn

val

470

Ala

Leu

Ala

val va

val G1

Glu G1

Glu Th

55

Thr Pr

Gly

Gln

Gly

455

Leu

Ser

Pro

Ile

1l ala

n Arg

n val

40

r Val

o Glu

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Azn

Val

Ala
520

Ile

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Azn

Leu

505

Ser

10

25

Val

Gln

Gln

59

Ala

Leu

Ala

Ala

val

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

490

Cys

Asn

Ser

Pro

Ile

Leu

val

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Glu Thr

Thr Pro

val

415

430

445

Ala Leu

460

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

Gly Gly

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

Gln Arg

Gln Vval

Thr Val

Pro Gln

480

Leu Glu

495

510

525

Asn Gly

Val Leu

Ala Ser

45

Leu Pro

60

75

Ala Ile

Gly

Cys

30

Asn

val

Ala

Arg

Gly

15

Gln

Ile

Leu

Ser

Leu Thr

Pro Ala

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn
80



Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

val

210

val

Glu

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Gly

Gln

Asn

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

val

Val

260

Glu

Glu

Thr

Ala

Gln

85

His

Gly

Gln

Ile

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

ES 2 828 669 T3

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

His

vVal

Ala

Leu

230

Ala

Arg

vVal

val

Glu

310

Glu

Leau

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

295

Gln

Thr

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

230

Arg

val

Val

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

val

Gln

60

Val

20

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

His

250

Val

Ala

Leu

Ala

Ala

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Ala

val

val

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

His

val

300

Ala

Leu

Leu

vVal

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Asp

285

Leu

Ser

Pro

Leau

Ala

110

Arg

Val

val

Glu

Glu

190

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

Val

Pro

95

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Ile

Leu

Val

Ala

Leu

Ala

Ala

160

val

Val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys



10

Gln

Gly

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

Len

<210> 11
<211> 530
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

Val

Val

Gln

Glu
530

His

Gly

355

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Leu

Vval

Gln

Gln
515

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

val

Ala

Leu

Ala

Arg

500

vVal

<223> Repeticion-GRex3T4-L1

<400> 11

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

485

Leu

Val

ES 2 828 669 T3

Thr

Ala

Gly

Lys

380

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

470

Ala

Leu

Ala

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Gly

455

Leu

Ser

Pro

Ile

Gln

Glu

360

Thr

aAla

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Agn

vVal

Ala
520

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Agn

Leu

505

Ser

61

330

val

val

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

490

Cys

Asn

val

Gln

Gln

Thr

385

Pro

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Ala

Arg

val

380

val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Ala

350

Leu

Ala

Ala

val

val

430

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Fro

Asgn

Val

Ala

Leu

400

Ala

Ala

val

val

Gln

480

Glu

Thr

Ala



Leu

Gln

His

Gly

Gln

65

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

His

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Val

Gln

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Asp

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Len

185

val

Gln

Gln

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

180

Len

Ala

Ala

Val

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

ES 2 828 669 T3

val

Val

Glu

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Ala

Arg

Val

40

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

Val

Ala

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Len

Gln

His

Gly

185

Gln

Ile

Leu

Ser

62

Ala

10

Leu

Ala

Arg

Val

Val

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Gly

Asn

Val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Asn

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Len

Leu

205

Gln

His

Gly

Gly

Cys

30

His

val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Val

val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Gly

15

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Len

Len

Gln

Lys

Ala

Gly

Cys

aAsn

80

val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

Val

val

Glu

Glu

Thr

240

Ala
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245 250 255

Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly
260 265 270

Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys
275 280 285

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
290 295 300

His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Ile Gly
305 310 315 320

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys
325 330 335

Gln Ala His Gly Leu Thr Prc Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn
340 345 350

Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu Pro Val
355 360 365

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala
370 375 380

Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu
385 390 395 400

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala
405 410 415

Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
420 425 430

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val
435 440 445

Val Ala Tle Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val
450 455 460

Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln
465 470 475 480

Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu
485 490 495
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Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr
500 505 510

Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala
515 520 525

Leu Glu
530

<210> 12

<211> 530

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticidon-GRex3T4-R1

<400> 12

Leu Thr Preo Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys
1 5 10 15

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
20 25 30

His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly
35 40 45

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Vval Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
50 55 60

Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile ala Ser His
65 70 75 80

Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Vval Gln Arg Leu Leu Pro Val
85 90 95

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val val Ala Ile Ala
100 105 110

Ser Asn Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu
115 120 125

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val val Ala
130 135 140

Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
145 150 155 160

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val
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val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Ile

Leu

Ber

385

Pro

Ala

Ala

Val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

280

Gly

Lys

2la

Gly

Cys

370

Asn

val

Ile

Leu

185

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Ile

Leu

Ala

180

Leu

Ala

Ala

Val

val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Len

Gln

His

Gly

Gln
408

ES 2 828 669 T3

Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Ile

Leu

Ser

215

Pro

Tla

Leu

vVal

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Cys

200

Asn

Val

2la

Leu

Ala

280

Arg

val

Val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Gly

185

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

65

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

val

val

Glu

Glu

Thr
410

Gln

His

Gly

Gln

235

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Thr

385

Pro

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Ala

Vval

380

val

Gln

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

Vval

Gln

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

val

Ala

350

Leu

Ala

Ala

val

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Gly

Leu

338

Ser

Pro

Ile

Leu

val
415

Val

Glu

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

400

Ala
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Ile

Leu

Val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

Leu

<210> 13

<211> 530
<212> PRT

Ala

Leu

Ala

450

Ala

vVal

Val

Gln

Glu
530

Ser

Pro

435

Ile

Leu

Val

Gln

Gln
515

Asn

420

vVal

Ala

Leu

Ala

Arg

500

vVal

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

485

Leu

vVal

Gly

Cys

Asn

vVal

470

Ala

Leu

Ala

<223> Repeticion-GRex5T1-LPT8-L1

<400> 13

Leu
1

Gln

His

Gly

Gln
65

Gly

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

val

val

Gln

Glu

Thr

70

Ala
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Gly

Gln

Ile
455

Leu

Ser

Pro

Ile

val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Lys

Ala
440

Gly

Cys

His

Val

Ala
520

Ala

Arg

Val

40

Val

Gln

Glu

Gln
425

His

Gly

Gln

Asp

Leu

505

Ser

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

66

Ala Leu

Gly Leu

Lyg Gln

Ala His

Glu Thr

Thr Pro

445

Ala Leu

460

475

Gly Gly

490

Cys Gln

Asn Gly

Ala Ser
10

Leu Pro

Ala Ile

Arg Leu

Val val

75

Val Gln

AsSn

Val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Gly Leun

Lys Gln

Ala Hisg

Gly Gly

525

vVal

430

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Asn Gly Gl

15

Leu Cys Gl
30

Ser Asn As

45

Pro vVal

Ile Ala

Gln Arg

Gln Vval

Thr Val

Pro Glu

480

Leu Glu
495

Leu Thr

Pro Ala

y Lys

n Ala

n Gly

Leu Cys

Ser Asn

80

Pro Val



Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

val

210

val

Glu

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Gln

AsSn

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Gln

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Ala

Val

val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

85

His

Gly

Gln

Gly

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu
325
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Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

His

Val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

Vval

Gln

310

Glu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

295

Gln

Thr

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

val

Val

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

vVal

Gln

67

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

His

250

Val

Ala

Ala

Arg
330

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

Hisg

Gly

Gln

235

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

300

Ala

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

203

Gln

His

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ala

110

Arg

Val

Val

Glu

Glu

190

Thr

Ala

Gly

Lys=s

Ala

270

Gly

Cys

Agn

Val

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Agn

Leu
335

Ala

Leu

Ala

Arg

160

Val

Val

Glu

Glu

Thr

2490

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys
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Gln

Gly

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

Leu

<210> 14
<211> 530
<212> PRT

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Len

Ala

450

Arg

Val

Val

Gln

Glu
530

His

Gly

355

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Leu

Val

Gln

Gln
515

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

val

Ala

Leu

Ala

Ala

500

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

485

Leu

Val

ES 2 828 669 T3

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

470

Ala

Leu

Ala

<223> Repeticion-GRex5T1-LPT8-R1

<400> 14

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asn

455

Leu

Ser

Pro

Ile

Gln

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Asn

Val

Ala
520

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Ile

Leu

505

Ser

val

val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

430

Cys

Asn

val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Ala

Arg

Vval

380

val

Gln

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

Leu

365

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Ala

350

Leu

Ala

Arg

val

Val

430

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

Asn

val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

val

val

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Ile Gly Gly Lys
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Gln

His

Gly

Gln

€5

Asp

Len

Ser

Pro

Ile

145

Lenu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

His

Val

130

Ala

Lenu

Ala

Arg

Val

210

Val

Glu

Leu

Len

35

Gln

His

Gly

Gln

Asp

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

1585

Val

Gln

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

Val

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

Hig

Gly

Gln

Gly

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

Val
245
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val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Len

Len

Gln

His

135

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Ala

Val

40

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

His

Val

Ala

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Len

Gln

His

Gly

185

Gln

Asp

Leu

Ser

69

10

Leu

Ala

Arg

val

Val

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn
250

Pro

Ile

Leu

val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Len

155

Leu

Gln

Hisg

Gly

Gln

235

Ile

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Len

Len

205

Gln

His

Gly

Cys

30

Asn

val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Val

Val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

15

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Bro

Leu

Leu

Gln
255

Ala

Gly

Cys

His

80

Val

Ala

Leu

Ala

Arqg

160

val

val

Glu

Glu

Thr

240

Ala



Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Gly

Ser

385

Pro

Ile

Leu

val

Gln

465

Gln

Thr

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

VvVal

Vval

Thr

Pro
275

Gln

His

Gly

385

Gln

Ile

Ser

Pro

435

Ile

Leu

val

Gln

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

val

Ala

Leu

Ala

Ala
500

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Gln

His

Gly

Gln

405

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile
485

Ala

Val

Val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

His

val

470

Ala

Leu
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Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asp

455

Leu

Ser

Pro

Leu

Ala

280

Arg

Val

Val

Gln

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Azn

Val

Pro
265

Ile

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Gln

425

His

Gly

Gln

Ile

Leu
505

70

Val

Ala

Leu

Ala

Ala

330

Val

Val

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

490

Cys

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Cys

Asn

Val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Ala

270

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

350

Leu

Ala

Ala

val

Vval

430

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly
510

His

Gly

Gln

Ile

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

val

Ala

Leu

400

Ala

Ala

val

Val

Glu

480

Glu

Thr
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Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala
515 520 525

Leu Glu
530

<210> 15

<211> 530

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticiéon-GRex5T2-L1

<400> 15

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

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
20 25 30

His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly
35 40 45

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
50 55 60

Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn
65 70 75 B8O

Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val
85 90 95

Len Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala TIle Ala
100 105 110

Ser Asn Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu
115 120 125

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala
130 135 140

Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
145 150 155 160

Len Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val
165 170 175

71



Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Ala

Ala

val

210

val

Glu

Glu

Thr

Ala

230

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

val

Ala

Ile

Leu

135

val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Asn

Leu

Ser

Ala
180

Leu

Ala

val

val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn
420

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Gly
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Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

Val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

350

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

235

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gly

Cys

200

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

val

Val

Gln

Glu

3860

Thr

Ala

Gly

Lys

Gly

185

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln
425

72

Lys

Ala

Gly

Cys

His

250

val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gln

His

Gly

Gln

235

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Thr

385

Pro

Leu

ala

Gly

Lys

220

ala

Gly

Cys

Asn

Val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

380

Val

Gln

Glu

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Fro

Ile

Leu

365

Val

Gln

Gln

Thr

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

His

Val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

val

Val
430

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asp

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

val

Ala

Leu

400

Ala
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Leu

Val

Gln

450

465

Gln

Thr

Pro

Len

<210> 16
<211> 530

530

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ala

Arg

Val

Val

Gln

Pro

435

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

ES 2 828 669 T3

Leu Cys Gln

Ser Asn Gly

Ala

440

455

Pro Val Leu

470

Ile Ala Ser

485

500

515

Glu

Val

<223> Repeticidon-GRex5T2-R1

<400> 16

Leu
1

Gln

His

Gly

Gln

65

Asn

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln
85

Leu Leu Pro

Val Ala Ile

Val Vval

val Gln

Glu Gln

Glu Thr
5%

Thr Pro
70

Ala Leu

Gly

Cys

His

Val

Ala

His Gly

Gly Lys

Gln Ala

Asp Gly

490

Leu Cys

505

520

Ala

Arg

Val

40

Vval

Gln

Glu

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

73

Ser Asn

Ala Ser

10

Leu Pro

Ala Ile

Ala Leu

Val val

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Asn

val

Ala

Leu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

Asn

Leu

Ser

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Gly Gl

15

Cys Gl

30

415

60

75

Val Gln

20

Ala

Arg

Pro

Ile

Leun

Vval

Ala

Leu

Asn Il

95

Leu

Ser

Pro

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

Val

val

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Yy Lys

n aAla

e Gly

Cys

Asn

80

val



Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Cys

His

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gln

Asp

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Ala

val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly
340

His

Gly

Gln

Asn

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

vVal

val

Glu

310

Glu

Thr

ES 2 828 669 T3

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

2380

Arg

vVal

Val

Glu

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

vVal

Gln

Gln
345

74

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly

2835

Leu

Ser

Fro

Ile

Ala

110

Arg

val

val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Hisz

Val

Ala
350

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asp

Leu

335

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

val

Glu

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn



ES 2 828 669 T3

Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu Pro Val
355 360 365

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Preo Gln Gln Val Val Ala Ile Ala
370 375 380

Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu
385 390 395 400

Prc Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala
405 410 415

Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
420 425 430

Leu Leu Prg Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val
435 440 445

Val Ala Ile Ala Ser Asn Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Vval
450 455 460

Gln Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln
465 470 475 480

Gln Val Val Ala Tle Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu
485 450 495

Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr
500 505 510

Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala
515 520 525

Leu Glu
530

<210> 17

<211> 530

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticion-GRex5T3-L1

<400> 17

Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys
1 5 10 15

75



Gln

His

Gly

Gln

65

Gly

Leun

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leun

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

val

210

Val

Glu

Glu

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Ile

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

185

Val

Gln

Gln

Thr

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

Val

Vval
260

Thr

Pro

Leu

Len

Gln

85

His

Gly

Gln

Gly

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

ES 2 828 669 T3

Val

Glu

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Vval

Ala

Leu

230

Ala

Ala

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leun

Gln

His

135

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leun

Arg

Val

40

val

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

His

Val

Ala

Leu

Leu

25

Vval

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro
265

76

Leu

Ala

Ala

Val

val

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

Vval

Pro

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Ile

Leu

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

val

Gln

125

Gln

Thr

Fro

Len

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Cys

30

Asn

val

Ala

Leu

Ala

110

Ala

val

val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala
270

Gln

Ile

Leu

Ser

Fro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Ala

Gly

Cys

Asn

80

val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

Val

Glu

Glu

Thr

240

Ala

Gly



Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Tle

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

Thr

Ala

290

Gly

lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

Val

Val

Gln

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Gly

Leau

Ser

Pro

435

Ile

Leu

Val

Gln

Gln
515

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

500

Val

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Ile

Leu

Sear

Pro

Ile

485

Leu

Val

ES 2 828 669 T3

Val

Val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Asn

vVal

470

Ala

Leu

Ala

Val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Gly

455

Leu

Ser

Pro

Ile

Ala

280

Arg

Val

val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Asnh

vVal

Ala
520

Ile

Leu

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Asnh

Leu

505

Ser

77

Ala

Leu

Ala

Arg

330

val

val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

490

Cys

Asn

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

His

473

Gly

Gln

Gly

Asn

Val

300

Ala

Leu

Ala

Ala

Val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

Asn

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
3525

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

Val

430

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Gly

Gln

Asn

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

400

Ala

Ala

val

Val

Gln

480

Glu

Thr

Ala
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<210> 18
<211> 530
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Repeticion-GRex5T3-R1

<400> 18

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln

€5

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Len

Val

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

His

Val

130

Ala

Len

Ala

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Asp

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

His

Val

Ala
180

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asp

Len

165

Ser

ES 2 828 669 T3

Val

Val

Glu

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Leu Glu
530

Val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Gly

Ala

Arg

Val

40

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly
185

78

Ala

10

Leu

Ala

Ala

Val

Val

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

Asn

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Val

Val

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Asn

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Gly

Cys

30

Asn

val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Val

Val

Gln

Glu
130

Gly

15

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

80

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

1460

val

Val



ES 2 828 669 T3

Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu
135 200 205

Gln vVal Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu
210 215 220

Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr
225 230 235 240

Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala
245 250 255

Leu Glu Thr val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly
260 265 270

Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Ile Gly Gly Lys
275 280 285

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
290 295 300

His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val val Ala Ile Ala Ser Asn Ile Gly
305 310 315 320

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala Leu Leu Pro Val Leu Cys
325 330 335

Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn
340 345 350

Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr vVal Gln Arg Leu Leu Pro val
355 360 365

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala
370 375 380

Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu
3BE 390 395 400

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln val val Ala
405 410 415

Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
420 425 430

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val
435 440 445

79
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val

Gln

465

Gln

Thr

Ala

450

Arg

Val

val

Ile

Leu

Val

Gln

Ala

Leu

Ala

Ala

Ser

Pro

Ile

485

Leu

ES 2 828 669 T3

Asn

Val

470

Ala

Leu

Asn

455

Leu

Ser

Pro

Pro

Leu

Gln

500

Gln
515

val

Glu

530

<210>19
<211> 2814
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex2-L

<400> 19

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgaccecgg
acggtgecagg
gtggecateg
ccggtgctgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgy
ctgttgccgg
agecacgatg
caggeccacy
caggegetgyg
ccoccageagy
cageggetgt
ategecagea
ctgtgccagqg
ggcaagcagyg
ttgaccccce

ctaaaaagaa
tcgecgatcet
ttegttegac
acatcgttge
acatgatcgc
ggteeggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
cgetgttgee
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggcgct
ccccggagea
tccagcggct
ccatcgocag
tgctgtgcca
geggcaagea
gettgacece
agacggteca
tggtggceat
tgeeggtget
atattggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt

Val

Ala Tle

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgceag
gttaagccaa
agcgttgcca
acgecgctcetg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccategec
ggtgcetgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtyg
caatattggt
ggcccacggc
ggcgetggag
ccageaggtyg
geggetgttyg
cgecageaat
gtgececaggec
caagcaggeqg
gaccccccag
ggtccagegy
ggccatcgcc

Gly Gly Lys

Cys Gln Ala

Asn Ile Gly

430

val Leu

505

Cys

Ala
520

Ser Asn

atcgattacc
ggctacagec
caccacgagg
cacccggeag
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgceac
agcaatattg
caggcecacy
caggegetygy
ccccagcagyg
cagcggctgt
atcgccagece
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgaccccgyg
acggtccage
gtggocateg
ceggtgetgt
aatggtggca
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgy
ctgttgccgg
agcaataatg

80

Gln Ala

460

His
475

Gly

Gly Lys

Gln Ala His

Gly Gly

525

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccec

agacggtcca
tggtggccat
tgccggtgct
acgatggcgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagecaatgg
gocaggecca
agecaggeget
ccoccggagea
tgeaggeget
ccatcgccag
tgctgtgecca
gtggcaagca

Leu

Leu

Gln

Glu

Thr

Ala

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Val

Glu

480

Glu

Thr

Gly

Gly
510

Arg Pro

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtcgetgte
cgttggegtce
gggagagttg
acgtggcgge
ccegetcaac
ggcgotggag
ccagcaggtg
geggotgttg
cgccagcaat
gtgccaggcec
caagcaggcg
gaccccggag
ggtgcaggcyg
ggccategec
ggtgetgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgeeggtyg
caatggcggt
ggoccacggc
ggcgctggag

Ala

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
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acggtccagce
gtggccatcy
ccggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
ctgttgecgyg
agcaatggcy
ceggegttygyg
coetgegetgyg
aagtccgage
gagtacatcyg
aaggtgatgyg
aggaagcccg
gacaccaagyg
aggtacgtgyg
gtgtacccct
aactacaagg
teegtggagy
gaggtgagga

<210> 20
<211> 2832
<212> ADN

ggctgttgec
ccagcaataa
gccaggccca
agcaggcgct
cceccocggagea
toccagogget
ccatoegocag
tgoetgtgeea
geggeaggec
cegegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgccat
cctactccgg
aggagaacca
ccagcgtgac
cccagetgac
agetectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex2-R

<400> 20

atgggcgatc
gagagacagce
cagcaacagg
ctggteggec
ttagggaceyg
gaagegateg
acggtggegy
attgecaaaac
acgggtgeec
ggcaagcagd
ttgacccceco
acggtccage
gtggccatcg
coggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
etggagacgyg
caggtggtgy
ctgttgecgg
agcaatggeg
caggeccacy
caggcgctgy
ccccagcoagg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccaggy
ggcaagceagd
ttgacceoegy
acggtccage
gtggccateg

ctaaaaagaa
acatggacayg
agaagatcaa
acgggtttac
tegetgteaa
ttggegtegy
gagagttgag
gtggeggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagccacga
gccaggccca
agcaggeget
cecocoagea
tecagegget
cecategocag
tgetgtgeca
gtggcaagca
gettgaceee
agacggtcca
tggtggccat
tgcocggtget
atattggtgg
cccacggctt
cgctggagac
ageaggtggt
ggctgttgeer
ccagcaatat

ES 2 828 669 T3

ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggty
ggtggtggoe
gttgeceggty
caatggeggt
ggoecacgge
ggegetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgccocegy
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag
caacggcgag

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgeac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtecaceg
gaccgcagtyg
gacceoecayg
ggtccagegy
ggccatcgce
ggtgctgtge
tggeggceaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgecggty
ccacgatgge
ggcccacgge
ggcgetggag
ggageaggtyg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcece
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegy
ggccatoged
ggtgetgtge
tggtggeaag

caggcccacyg
caggcgctgg
ccggagceagyg
caggcgctgt
atcgccagce
ctgtgccagg
ggcaageagy
ttgaccecte
ageattgttg
ctegtegect
ggggatcocta
ttgaggeaca
aacagcaccc
ggctacaggg
ggctccccca
ctgcccatcg
aagcacatca
ttcoctgtteg
cacatcaceca
atgatcaagg
atcaactteg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgeag
tocggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtygyg
ctgttgeccgyg
agcaatggeg
caggcccacyg
caggcgetyy
ccccagcagy
cagcggetgt
atcgeocagea
ctgtgecagy
ggcaagcagyg
ttgaccccee
acggtcecage
gtggccateg
ccggtgetgt
ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtyy
ctgttgeccgyg
agdeacgatyg
caggoccacy
caggegetgyg

81

gcttgacccce
agacggtcca
tggtggeccat
tgceggtget
acgatggcgyg
cccacggctt
cgcetggagac
agcaggtggt
cocagttate
tggectgeoct
teageegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgy
gccaggccga
accccaacga
tgtccggceoa
actgcaacgg
ceggcacect
cggecgactyg

agaccgccgc
gcacgctcgg
tggcogeagea
taagccaaca
cgttgecaga
goegetctgga
acacaggeca
atgcatggeg
ccategecag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
atggeggtygg
cocacggett
cgetggagac
ageaggtggt
ggctgttgec
ccagecacga
gccaggecca
agcaggcgct
ccccggagea
tgcaggcogcet
ccatcgccag
tgctgtgcca
goggeaagea
goettgaceee
agacggtgea

ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcece
caagcaggcg
gaccccccag
ggtcecagegy
ggccategee
tegeectgat
cggegggegt
ccagetggtg
cgtgeocecac
cctggagatg
gggeggetee
cgtgatcgtg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgoecegtgetg
gaccctggag
ataa

tgccaagttc
ctacagccag
ccacgaggca
coecggeageyg
ggogacacac
ggccttgete
actteteaag
caatgecactg
caatggeggt
ggcccacgge
ggcgetggay
ggagcagygty
geggetgtty
cgocageaat
gtgccaggec
caagcagagcyg
gadeceggayg
ggtcecagegy
ggccategee
ggtgetgtge
tggeggeaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggcce
gttgecggty
ccacgatggc
ggcccacgge
gacgetyggag
ggageaggtyg
ggegetgttyg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



10

ccggtgectgt
aatggtggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgy
cagttatctce
goctgecteg
agccgttcece
ctgaagtacg
gaccgtatcc
aagcacctgg
gactacggcg
caggecgacy
cccaacgagt
teeggecact
tgcaacggeg
ggcaccetga
gcocgactgat

<210> 21
<211> 2814
<212> ADN

gccaggeocca
agcaggcgct
cococcoccagea
tcecagegget
ccatcgecag
gcecctgatcece
gcgggegtec
agctggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
gcggctcocag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggeoaa
cegtgetgte
coctggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex3T2-L

<400> 21

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgce
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtcecac
gtgaccgcag
ttgaccecce
acggtcceagce
gtggecateg
ccggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcegg
agcaataatg
caggeoccacg
caggegetgy
cceccageagg
cagoeggetgt
ategecagea
ctgtgeecagy
ggcaagcagg
ttgacccogg
acggtccage
gtggccatcg
cecggtgetgt
gatggcggea
cacggcettga
ctggagacygg
caggtggtyg

ctaaaaagaa
tecgecgatet
ttegttegac
acatcgttge
acatgatcge
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcecacga
gccaggeocca
agcaggcgct
ccccccagea
tccagcgget
ccatcgeccag
tgctgtgececa
gtggcaagca
gettgacecoe
agacggteoca
tggtggeceat
tgeeggtget
atggeggtgg
cocacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagcaatgg
gccaggocca
agcaggeget
cococcagea
tecagegget
ccatcegecag

ES 2 828 669 T3

cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggcee
gttgeeggtg
caatggeggce
ggegttggee
tgcgectggat
gtccgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtacecetee
ctacaaggec
cgtggaggag
ggtgaggagg

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgcag
gttaagccaa
agegttgeca
acgegetetg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccategec
ggtgetgtge
tggcggeaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgceggtg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
geggetgttyg
cgeccagcaat
gtgcecaggece
caagcaggeg
gacceococag
ggtccagegyg
ggccatcgee
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtce
ggtggtggece
gttgecggtg
caataatggt

ccccagcagyg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaggccgyg
gegttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgccatcet
tactccggeg
gagaaccaga
agegtgaceg
cagctgacca
ctectgateg
aagttcaaca

atcgattace
ggctacagcce
caccacgagqg
cacccggeaqg
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agcaataatg
caggeccacyg
caggegetygg
cecggageagyg
cagcggetgt
atcgccageca
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgaccccece
acggtccagc
gtggeccateg
coggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacygg
caggtggtygg
ctgttgccgg
agccacgatqg
caggecccacyg
caggcgctgg
ccggagcagy
cagcgygctgt
atcgecageca
ctgtgecagg
ggcaagcagq

82

tggtggccat
tgcecggtgcet
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagag
acgaccacct
agggattggg
aatccgagtt
tcgcocceoggaa
aggtgtacgy
acaccgtggyg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
goeggegagat
acggcgagat

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggceat
tgceggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatgg
gocaggocca
agcaggeget
coococagea
tecagegget
ccatcgecag
tgctgtgcca
gcggcaagca
gcttgaccee
agacggtcca
tggtggcecat
tgceggtget
atggeggtgg
cocacggett
cgetggagac

cgccagcaat

gtgccaggcec
caagcagygceg
gacccectcag
cattgttgece
cgteogeettg
ggatcctatc
gaggcacaag
cagcacccag
ctacaggggc
ctcccccate
gcocccatogge
gcacatcaac
cetgttegtg
catcaccaac
gatcaaggeco
caacttegeqg

teccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtecgetgtce
cgttggegtce
gggagagttg
acgtggeggce
cocegetcaac
ggegetggag
ggagcaggtyg
goggetgttg
cgacagecac
gtgccaggcecc
caagcaggcyg
gaccccoocag
ggtccagegg
ggccatcgec
ggtgctgtge
cggtggeaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggec
gttgeeggtg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcagqgtyg
gcggetgttyg
cgocagecac
gtgccaggec
caagoaggeqg
gaccococaqg
ggtccagegyg

1860
1820
1980
2040
2100
2160
22290
22890
2340
2400
2460
25290
2580
2640
2700
2760
2820
2832

60
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
360

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980



10

ctgttgccgg
agcaatggcg
ccggegttgg
cctgegetgg
aagtccgage
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcecg
gacaccaagqg
aggtacgtgg
gtgtaccect
aactacaagg
tcegtggagg
gaggtgagga

<210> 22
<211> 2832
<212> ADN

tgectgtgeca
gcggeaggcec
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttettecat
acggegecat
cctacteegg
aggagaacca
ccagegtgac
ccocagetgac
agctcctgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex3T2-R

<400> 22

atgggcgatce
gagagacagc
cagcaacagg
ctggtecggeco
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgcec
ggcaagcagy
ttgaccecgg
acggtgeagyg
gtggecateg
ccggtgetgt
aatggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcegg
agcaatggcy
caggcccacy
caggcgctgg
ccggageagyg
cagoeggetgt
ategecagea
ctgtgeecagy
ggcaageagg
ttgaccecgg
acggtgcagg
gtggccatcg
cecggtgetgt
ggcggtggea
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtyg
cagttatecte
geotgeeteg

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tecgetgtcaa
ttggcgtegg
gagagttgag
gtggcggcgt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgttgee
ccagcaatat
gccaggceeca
agcaggeget
ceceggagea
tgcaggcgcet
ccatcgeccag
tgctgtgececa
gtggcaagca
gcttgaccee
agacggtcca
tggtggeceat
tgeeggtget
atattggtgg
cocacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cgetgttgec
ccagcaatat
gocaggecca
agcaggeget
ccoccccagea
tccagegget
cecategecag
gecoctgatece

gegggegtoe

ES 2 828 669 T3

ggceccacgge
ggcgctggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgceccgg
gaaggtgtac
ctacacegtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgay
caacggcgag

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccacecg
gaccgcagtg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatcogec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgeceggtg
ccacgatgge
ggcccacgge
ggcgctggag
ggagcaggty
gcggetgttyg
cgocagecac
gtgececaggece
caagcaggeg
gaccococag
ggtceagegg
ggccategece
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggcee
gttgeeggtyg
caatggcgge
ggcgttggec
tgecgetggat

ttgaccectc
agcattgttg
ctegtegecect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcacce
ggctacaggyg
ggctococca
ctgccecateg
aagcacatca
tteetgtteg
cacatcacca
atgatcaagg
atcaacttcg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tccggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgcegg
agcaatattg
caggcococacg
caggcegetgy
cocccageagyg
cageggetgt
atcgecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagy
ttgaccccece
acggtccagc
gtggccateg
coggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgecgg
agcaatattg
caggcccacyg
caggegetgy
ccccageagyg
cagcgygctgt
atcgeccagea
ctgtgeoecagg
ggcaggcegg
gegttgacca
gcagtgaaaa

83

agcaggtggt
cccagttatce
tggecctgect
tcagcegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcaccet
togactacgg
gocaggaocga
accocaacga
tgteeggeca
actgeoaacqgqg
ccggeacccet
cggoegactyg

agaccgcege
gcacgctegg
tggcgcagca
taagccaaca
cgttgccaga
goegetectgga
acacaggcca
atgcatggeg
ccatcgecag
tgectgtgeeca
gtggcaagca
gettgaccce
agacggtgca
tggtggcceat
tgeceggtget
atattggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagccacga
gccaggceca
agcaggeget
coccggagea
tgcaggeget
ccatcgecag
tgetgtgeca
gtggcaagcea
gcttgaccec
agacggtgca
tggtggccat
tgceggtget
ataatggtygg
cccacggett
cgcetggagag
acgaccaccet
agggattggg

ggccategec
tcgoecctgat
cggcgggcgt
ccagctggtg
cgtgeccecac
cctggagatg
gggeggetee
cgtgategty
cgaaatgecag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgecgtgetg
gaccctggag
ataa

tgccaagttc
ctacagccag
ccacgaggca
ccoggeoageg
ggogacacac
ggccttgete
acttctcaag
caatgcactg
caatggcggt
ggoccacgge
ggegetggag
ggagcaggtg
ggegetgttyg
cgccagceaat
gtgccaggec
caagcoaggeg
gacccoggag
ggtccagcgg
ggccatcgec
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggcettgace
ggagacggte
ggtggtggec
gttgeeggtyg
caatggeggt
ggoccacgge
ggegetggag
ggagcaggtyg
ggcgetgttyg
cgocageaat
gtgccaggec
caagcaggcyg
gacccctcaqg
cattgttgec
cgtegeottyg
ggateoctate

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27460
2814

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
20490
2100
2160
2220



10

agecgtteec
ctgaagtacg
gaccgtatcec
aagcacctgg
gactacggceg
caggccgacg
cccaacgagt
tccggecact
tgcaacggcyg
ggcaccctga
gccgactgat

<210> 23
<211> 2814
<212> ADN

agctggtgaa
tgceccacga
tggagatgaa
geggceteocag
tgatcgtgga
aaatgecagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgtce
ccctggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex3T4-L

<400> 23

atgggcgatc
gotategata
aaaccgaagg
acacacgege
aagtatcagyg
ggcaaacagt
agaggtecac
gtgaccgeoag
ttgaccccce
acggtccage

gtggccatcg
coggtgetgt
ggcggtggea
cacggcettga
ctggagacgy
caggtggtyy
ctgttgecgyg
agcaataatg
caggeoceacy
caggcgetgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgacceagy
acggtgcagy
gtggecateg
ceggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatggeg
ccggegttgg
cctgegetgg
aagtcocgage
gagtacatcg
aaggtgatgyg

ctaaaaagaa
tegocgatet
ttegttegae
acatcgttge
acatgatecge
ggtecggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagccacga
gccaggccca
agcaggcgct
coccggagea
tecagegget
ceatcgecag
tgetgtgeoca
gtggcaagcea
gettgaceoce
agacggtgca
tggtggccat
tgccggtget
ataatggtgg
cccacggctt
cgctggagac
agcaggtggt
cgctgttgee
ccagcaataa
gocaggococa
agcaggeget
doedodeagca
tccagcgget
ccatcgeccag
tgctgtgceca
gcggcaggoc
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agcetgateoga
agttctteat

ES 2 828 669 T3

gtecgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagecegac
caccaaggec
gtacgtggag
gtacccctcc
ctacaaggcc
cgtggaggag
ggtgaggagg

acgtaaggtc
acgcacgete
agtggcgcag
gttaagecaa
agegttgoca
acgegetetyg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgce
ggtgctgtge
tggeggcaag
cggottgace
ggagacggtec
ggtggtggee
gttgeeggty
caatggeggt
ggeccacgge
ggcgetggayg
ggagcaggtyg
ggcgctgttg
cgccagcaat
gtgccaggce
caagcaggcg
gaccccggag
ggtgcaggeg
ggecategee
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcettgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgceggtg
caatggcggt
ggcccacggce
ggcgctggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatcegag
gategoecegy

gaaggtgtac

gaggagaaga
ctgategaga
ttctteatga
ggcgccatct
tactceggeg
gagaaccaga
agcgtgaccyg
cagctgacca
ctcctgatceg
aagttcaaca

atcgattacc
ggctacagec
caccacgagg
cacecggeag
gaggcgacac
gaggecettge
caacttetea
cgcaatgecac
agcaataatyg
caggcccacyg
caggcgetgy
ccccagcagyg
cagcggctgt
atcgecagec
ctgtgecagg
ggcaagcagy
ttgaceccce
acggteocage
gtggccateg
ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgecegy
agcaatattg
caggeccacy
caggegetgg
ccggagcagy
cageggetgt
atcgecagea
ctgtgccagy
ggcaagcagy
ttgacccctce
agoattgttg
ctcgtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccce
ggctacaggg

84

aatcegagtt
tecgeecggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
goggcgagat
acggcgagat

catacgatgt
agecagcaaca
cactggtegg
cgttagggac
acdgaagegat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggcoat
tgccggtget
acgatggegy
cccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
gccaggecca
agcaggcgct
cceccccagcea
tccageggcet
ccatcgccag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gettgacceoe
agacggtcca
tggtggecat
tgeceggtget
atggegatgg
cccacggctt
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttatce
tggecectgect
tcagececgtte
agetgaagta
aggaccgtat
gcaagcacet

gaggcacaag
cagcacccag

ctacaggggce
ctceeocecate
gececateogge
gcacatcaac
cctgttcogtyg
catcaccaac
gatcaaggcc
caacttcgcg

tccagattac
ggagaagate
ccacgggttt
cgtegetgte
egttggegte
gggagagttyg
acgtggcgge
cccgetcaac
ggcgetggag
ggagcaggty
gcggetgtty
cgocagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcyg
gaceoceooeag
ggtccagegy
ggccatcgee
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgceggty
caatattggt
ggcccacggce
ggcgetggag
ccagcaggtyg
geggetgtiyg
cgccagecac
gtgccaggec
caagdaggcy
gaccccccag
ggtccagegy
ggccatcgece
tcgecoctgat
cggcegggegt
ccagctggtyg
cgtgeeceac
cctggagatg
gggcggetee

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



10

aggaagcccg
gacaccaagg
aggtacgtygg
gtgtaccect
aactacaagg
teegtggagyg
gaggtgagga

<210> 24
<211> 2832
<212> ADN

acggcgccat
cctacteoegg
aggagaacca
ccagegtgac
cecagetgac
agctcetgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex3T4-R

<400> 24

atgggcgate
gagagacage
cagcaacagyg
ctggteggee
ttagggaceg
gaagcgatcg
acggtggcegyg
attgcaaaac
acgggtgecce
ggcaagcagd
ttgacccegg
acggtccage
gtggccateg
ceggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg
ctgttgcegy
agcaatattg
caggcccacg
caggcgetgg
ccccagcagg
cageggetgt
atcgecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgacccegg
acggtgeagy
gtggccatcg
ccggktgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
cagttatcte
gectgecteg
ageegttcoce
ctgaagtacg
gacegtatee
aagcacectgg
gactacggcg
caggccgacg
cccaacgagt

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tecgetgteaa
ttggegtegy
gagagttgag
gtggeggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgeo
ccagecacga
gocaggeoca
agcaggeget
cocococggagea
tccagegget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgacccce
agacggtcca
tggtggccat
tgecggtget
atggeggtag
coccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cgetgttgee
ccagcaataa
gccaggocca
agcaggcgct
ccoccggagea
tccageggcet
ccatcgeocoag
geectgatee
gegggegtoe
agetggtgaa
tgccecacga
tggagatgaa
geggetocag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
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ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
eggcggegag
caacggcgag

acgtaaggte
categatate
acecgaaggtt
acacgegeac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccyg
gaccgcagtg
gaccccccag
ggtccagegy
ggccatcgece
ggtgctgtge
tggcggeaag
cggettgace
ggagacggtyg
ggtggtggcee
gttgeeggtyg
caatattggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtyg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggee
caageoaggey
gaccecggag
ggtgcaggcy
ggccategee
ggtgectgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtyg
ggtggtggee
gttgcoggtyg
caatggcgge
ggcgttggee
tgcgetggat
gteccgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaageccegac
caccaaggce
gtacgtggag
gtacccctce

ggctccecca
ctgceccateg
aagcacatca
ttectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg
atcaactteg

atcgataagg
gecgatetac
cgtteogacag
atcgttgegt
atgatcgeag
tceggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtyy
ctgttgecgyg
agccacgatg
caggocgacy
caggegetgy
cecggagcagyg
caggegetgt
atcgeocagee
ctgtgecagyg
ggcaagcagy
ttgacceccgyg
acggtgcagy
gtggccateg
ccggtgetgt
ggcggtggca
cacggettga
ctggagacgy
caggtggtgyg
ctgttgecgg
agcaatattg
caggoccacy
caggcgetyy
ccggageagy
caggcgetgt
atcgccagec
ctgtgccagy
ggeaggccgy
gegttgacca
geagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttetteatga
ggcgecatet
tactccggeyg
gagaaccaga
agcgtgacecqg
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tcgactacgg
gccaggeoega
accccaacga
tgtecoggeca
actgcaacgg
coggeacect
cggccgactyg

agacegeege
geacgetegg
tggegeagea
taagccaaca
cgthtgecaga
gcgetcectgga
acacaggcca
atgcatggeg
ccatcgccag
tgctgtgeca
gcggcaagea
gettgacece
agacggteca
tggtggccat
tgcecggtget
acgatggegg
cocacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgctgttgee
ccagcaataa
gccaggccoca
agcaggcgct
coececagea
teccagegget
ccategecag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gettgacece
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
acgatggcgg
cccacggett
cgctggagag
acgaccacet
agggattggg
aatccgagtt
tegoecoggaa
aggtgtacygg
acaceghbggyg
gctacaacct
ccaggaacaa

agttcaagtt

cgtgategtg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgecgtgetg
gacccetggag
ataa

tgeccaagtte
ctacageeag
ccacgaggea
ccoggeageqg
ggegacacac
ggccttgetce
acttctcaag
caatgcactyg

caatggcggt
ggcccacggce
ggcgctggay
ggageaggty
geggetgttg
cgecageaat
gtgccaggee
caagcaggeqg
gacceeggag
ggtgcaggey
ggccatecgcec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
gatggtggee
gttgceggtyg
caatattggt
ggeccacgge
ggcgetggag
ccagecaggtg
geggctgtty
cgocagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcg
gacccctcag
cattgttgec
cgtcgecttg
ggatecctate
gaggcacaagqg
cagcaceeaqg
ctacagggge
cteceecate
gcccategge
gcacatcaac
cctgttegtg

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
13820
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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10

toceggccact tcaagggcaa ctacaaggcec cagctgacca ggctgaacca catcaccaac 2700
tgcaacggeg ccgtgcectgte cgtggaggag ctoctgatcg goggcgagat gatcaaggec 2760
ggcaccctga ccctggagga ggtgaggagg aagttcaaca acggcgagat caacttogeg 2820
gccgactgat aa 2832

<210> 25

<211> 2814

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex5T1-L

<400> 25
atgggegate ctaaaaagaa acgtaaggte atcgattace catacgatgt teocagattae 60
gctatcgata teogeocgatet acgcacgete ggctacagec agoagcaaca ggagaagatco 120
aaaccgaagg ttogttcocgac agtggogcag caccacgagyg cactggtogg ccacgggttt 180
acacacgcgc acatcgttgc gttaagccaa caccoggcag cgttagggac cgtcgcectgte 240
aagtatcagg acatgatcgc agecgttgcocca gaggocgacac acgaagcegat cgttggegte 300
ggcaaacagt ggtccggcgc acgecgototg gaggeocttge tcacggtgge gggagagttg 360
agaggtccac cgttacagtt ggacacaggc caacttctca agattgcaaa acgtggogge 420
gtgaccgcag tggaggcagt gcatgcatgg cgcaatgcac tgacgggtge cccocgectcaac 480
ttgaccecee agcaggbggt ggcocategeg agceaataatg gtggcaagea ggogetggag 540
acggtocage ggetgttgee ggtgetgtge caggoocacyg gettgaccoe ccageaggtyg 600
gtggecateg ccagcaataa tggtggeaag caggegetgyg agacggtcoca geoeggetgttg 660
caggtgoetgt geocaggococa cggoettgace coccageagyg tggtggecat cgocageaat 720
ggoggtggea agoaggeget ggagacgghbe cageoggetgt tgocggtget gtgecaggeoco 780
cacggettga ceoceoccagea ggtggtggee atogeocagea ataatggtgg caageaggeyg 840
ctggagacgg tccagcggct gttgecocggtg ctgtgccagyg cccacggott gaccoccocag 900
caggtggtgg ccatcgocag caatggeggt ggcaagoagyg cgctggagac ggtccagegg 960
ctgttgecogg tgctgtgeca ggecccacgge ttgaccccgy agcaggtggt ggccatcgec 1020
agccacgatg gcggcaagca ggegcetggag acggtccage ggetgttgec ggtgetgtge 1080
caggcccacg gcttgacceoc ggagcaggtg gtggeccatcyg ccagcaatat tggtggoaag 1140
caggcgetgg agacggtgca ggegetgttg ceggtgetgt gocaggocca cggettgacce 1200
coeggageagyg tggtggecat cgeocagecac gatggeoggea ageaggeget ggagacggte 1260
cageggetgt tgceggtget gtgocaggee cacggettga cocccccagea ggtggtggce 1320
atcgocagea atggoggtgy caageaggeg ctggagacgg tocagegget gttgecggtg 1380
ctgtgecagg cocacggett gaccoococag caggtggtgg ccatogocag caataatggt 1440
ggcaageoagg cgoetggagac ggtocagegg ctgttgeegg tgetgtgeeca ggoccacgge 1500
ttgaccocee ageaggtggt ggocatogod agcaatggeg gtggoaagea ggogoetggag 1560
acggtcecage ggeotgttgec ggtgetgtge caggeocccacy gettgaccee ccagoaggtg 1620
gtggccatcg ccagcaatgg cggtggcaag caggcgctgg agacggtcca gcggotgttg 1680
ccggtgetgt gocaggocca cggcttgaco ccoccagcagy tggtggocat cgocagcaat 1740
aatggtggca agcaggcgct ggagacggtc cagcggetgt tgcocggtget gtgecaggec 1800
cacggcttga ccccccageca ggtggtggec atcgeoccageca ataatggtgg caagocaggog 1860
ctggagacgg tccagcggect gttgcecoggtg ctgtgeccagyg cccacggett gaccoccggag 1820
caggtggtgg ccategocag caatattggt ggcaageagy cgetggagace ggtgcaggeg 1580
ctgttgecgg tgcetgtgeca ggoccacgge ttgacceccte ageaggtggt ggocategee 2040
agcaatggeg goggcaggee ggcgetggag ageattgttg coccagttate tegeoecctgat 2100
caggegttgg cegegttgac caacgaccac ctegteogect tggoectgeet cggeoegggeoegt 2160
cctgegetgyg atgeagtgaa aaagggattg ggggatccta tcagecgttce ccagetggtg 2220
aagtecgage tggaggagaa gaaatcegag ttgaggeaca agetgaagta cgtgecccac 2280
gagtacatcg agctgatcga gatcgoccgg aacagcaccc aggaccgtat cctggagatg 2340
aaggtgatgg agttcttcat gaaggtgtac ggctacaggy gcaagcacct gggeggectoc 2400
aggaagcoccg acggcgccat ctacaccgtg ggctccoccca tcgactacgg cgtgatcgtg 2460
gacaccaagg cctactocegg cggctacaac ctgcoccatecg goccaggeocga cgaaatgcag 2520
aggtacgtgg aggagaacca gaccaggaac aagcacatca accccaacga gtggtggaag 2580
gtgtaccocet ccagogtgac cgagttcaag ttcocctgttcog tgtocggoca cttcaaggge 2640
aactacaagg ceocagebgac caggetgaac cacatcacca actgeaacgg cgocgtgetg 2700
toeegtggagyg agetectgat cggeggegag atgatcaagg coggeaccet gacecoctggag 2760
gaggtgagga ggaagttcaa caacggegag atcaactteg cggoegactg ataa 2814
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15

<210> 26
<211> 2832
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex5T1-R

<400> 26

atgggcgatc
gagagacagc
cagcaacagg
ctggtcggec
ttagggaccyg
gaagcgatcg
acggtggegy
attgcaaaac
acgggtgoee
ggcaagcagy
ttgacceoceee
acggtecage
gtggccatcyg
ccggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygg
ctgttgecgg
agecacgatg
caggcccacy
caggegetgyg
coccageagy
cageggetgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacceccgy
acggtgcagg
gtggccatcyg
ceggtgetgt
gatggeggea
cacggettga
ctggagacgy
caggtggtgy
cagttatete
gecctgecteg
agccgttecee
ctgaagtacg
gaccgtatce
aagcacctgg
gactacggcg
caggccgacy
cccaacgagt
tceggocact
tgcaacggeg
ggcaccctga
gocgactgat

<210> 27
<211> 2814

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgctgtcaa
ttggogtcgyg
gagagttgag
gtggcggegt
cgetcaactt
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgtitgee
ccagccacga
gccaggeocca
agcaggcgct
ccccccagca
tccagegget
ccatcgeocag
tgetgtgeca
goggcaagea
gettgacece
agacggtgea
tggtggecat
tgecggtget
atattggtgy
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgkttgec
ccagcaatat
gocaggeoca
agcaggeget
coccggagea
tgecaggeget
ceatcgecag
gecctgatee
gegggegtec
agctggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
gcggcteocag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tecaagggeaa
cegtgetgte
cectggagga
aa
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acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaceg
gaccgeagtyg
gacdeoggag
ggtgcaggeg
ggccateged
ggtgetgtge
tggcggcaag
cggcttgacce
ggagacggte
ggtggtggee
gttgccggtg
caataatggt
ggeodecacggae
ggegetggag
ggagcaggtg
ggegetgttyg
cgccageaat
gtgccagged
caagcaggcg
gaccccccag
ggtccageggy
ggccatcgce
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgecggtyg
caatggegge
ggegttggee
tgcgctggat
gtccgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtaceccteg
ctacaagged
cgtggaggag
ggtgaggagg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tcocggegcac
ttacagttgyg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgeegy
agcaatggeg
caggoccacy
caggcgetgg
ccggagcagyg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg

ggcaagcagdy
ttgacceeygy

acggtccage
gtggccateg
ceggtgetgt
ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgeccgg
agcaatattg
caggcccacg
caggcgcetgyg
ccggageagy
cageggetgt
ategeocagea
ctgtgccagy
ggcaggcegyg
gegttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcocgcocatet
tactccggeg
gagaaccaga
agegtgaceq
cagetgacca
ctectgateg
aagttcaaca
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agaccgccge
gcacgctegy
tggcgcageca
taagccaaca
cgttgccaga
gcegetctgga
acacaggeea
atgcatggeg
ccategecag
tgetgtgeca
gtggecaagea
goettgacece
agacggtcca
tggtggcceat
tgcecggtget
atggcggtgy
cccacggett
cgctggagac
ageaggtgygt
ggetgttgec
ccagcaatat
gocaggeoea
agcaggeget
cococggagea
tgcaggeget
ccatcgccag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtgca
tggtggecat
tgeceggtget
atattggtag
cocacggett
cgetggagag
acgaccacct
agggattggy
aatccgagtt
tcgeccggaa
aggtgtacgy
acaccgtggyg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacea
goggegagat
acggcgagat

tgccaagttc
ctacagccag
ccacgaggca
ccoggeageg
ggcgacacac
ggccttgetce
acttcteaaqg
caatgcactg
caatattggt
ggeccacgge
ggcgetggag
ggagcaggtyg
geggctgttg
cgccagecac
gtgccaggcec
caagcaggceg
gaccccccag
ggtccagegy
ggecategec
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
gatggtggee
gttgecggtyg
caatggcggt
ggcccacggce
ggcgctggag
ggagcaggtyg
ggcgctgttyg
cgecageeac
gtgecaggec
caagcagged
gacecccteaq
cattgttgec
cgtegecttyg
ggatcctatc
gaggcacaaqg
cagcacccag
ctacaggggc
ctoccoccate
gcccategge
geacateaac
cetgttegta
catcaccaac
gatcaaggec
caacttegeq

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832
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15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex5T2-L

<400> 27

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgecgce
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgacceegg
acggtgcagg
gtggccatcg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
ctgttgecgg
agcaatattg
caggeccacqg
caggegetgy
ccggageagyg
cagcggetgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagy
ttgacccecce
acggtccage
gtggecateg
ceggtgetgt
ggeggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygg
ctgttgcecgg
agcaatggcg
ccggegttgg
cctgogetgg
aagtccgage
gagtacatcg
aaggtgatygg
aggaagcocyg
gacaccaagy
aggtacgtygg
gtgtacecet
aactacaagg
tcocogtggagy
gaggtgagga

<210> 28
<211> 2832
<212> ADN

ctaaaaagaa
tecgecgatet
ttegttcgac
acatcgttge
acatgatcgc
ggtecggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
cgectgttgee
ccagcaatgg
gccaggccoca
agcaggcgct
cccocggagea
tgcaggcgct
ccatcgeocag
tgectgtgeca
gtggcaagca
gcttgacecce
agacggtcca
tggtggcecat
tgccggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaataa
gecaggecoca
agcaggeget
cococcagea
tecagegget
ccategeocag
tgctgtgeca
gcggcagygcec
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttetteat
acggogccat
cetactecgg
aggagaacca
ccagogtgac
cocagetgac
agctectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>
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acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgcag
gttaagccaa
agcgttgcca
acgcgctctg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgee
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgeeggtg
caatggeggt
ggeoccacgge
ggegetggag
ccageaggtg
geggetgttg
cgccageocac
gtgccaggce
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegy
ggccatcgee
ggtgctgtge
tggtggeaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggece
gttgeeggtyg
ccacgatgge
ggocccacgge
ggcgectggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgcocogy
gaaggtgtac
ctacacecgtg
cggetacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgagyg
caacggcgag

atcgattace
ggctacagecce
caccacgagg
cacccggcag
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agcaatattg
caggcceacyg
caggcgetgy
ccccageagyg
cagcggectgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccecogg
acggtgcagy
gtggecateg
coggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeccgg
agcaatggcg
caggcccacyg
caggcegetgy
cocccageagyg
cageggetgt
atcgecagea
ctgtgecagg

ggcaagcagyg
ttgaccecctc

agcattgttyg
ctegtcocgect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggy
ggctacacea
ctgecacateg
aagcacatca
ttectgtteg
cacatcaceca
atgatcaagqg
atcaactteg
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catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gettgacecee
agacggtcca
tggtggeccat
tgcecggtget
atattggtgg
cccacggett
cgoctggagac
agcaggtggt
cgetgttgee
ccagcaataa
gccaggococa
agcaggeget
ccccccagea
tccagegget
ccatcgececag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgaccee
agacggtcca
tggtggceat
tgceggtget
atggeggtgyg
cccacggett
cgotggagac
agcaggtggt
cccagttate
tggcctgect
tcagecegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcaccet
tegactacqgg
gocaggecga
acccocaacga
tgteeggeca
actgecaacqg
ccggeacect
cggccgactyg

teccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtecgetgte
cgttggegte
gggagagttyg
acgtggegge
cocegetcaac
ggegetggag
ccagcaggtg
gcggctgttyg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcd
gacccceeag
ggtccagegy
ggccategeco
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgccggtyg
ccacgatggc
ggcccacggce
ggcgctggag
ccagcaggtg
geggetgttyg
cgecageaat
gtgeccaggec
caagcaggceqg
gaccooggaqg

ggtccagegq
ggccategec

tcgecectgat
cggcgggegt
ccagetggtyg
cgtgccecac
cctggagatyg
gggeggeteco
cagtgategtyg
cgqaaatgcoag
gtggtggaaqg
ctteaaggge
cgeegtgetyg
gaccctggaqg
ataa

€0
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
20490
2100
2160
2220
22890
23490
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814



10
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<223> TALEN GRex5T2-R

<400> 28

atgggcgatc
gagagacagc
cagcaacagg
ctggtcggcee
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgccec
ggcaagcagg
ttgaccecgg
acggtgcagyg
gtggecateg
ccggtgctgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatattg
caggcecccacy
caggegetgg
ccecageagyg
cagcggetgt
ategecagec
ctgtgccagqg
ggcaagcagyg
ttgaccccce
acggtccagcec
gtggccatcg
coggtgotgt
attggtggea
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtgyg
cagttatcte
gcectgeeteg
agccgttcce
ctgaagtacg
gaccgtatcc
aagcacctgg
gactacggcyg
caggccgacyg
cccaacgagt
tceggecact
tgcaacggeg
ggcaccetga
gcegactgat

<210> 29
<211> 2814
<212> ADN

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgetgtcaa
ttggcgtcgg
gagagttgag
gtggeggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
cgectgttgee
ccagcaataa
gccaggcecca
agcaggcgcet
ccccoccagca
tccagcgget
ccatcgccag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgacece
agacggtcecca
tggtggceat
tgceggtget
acgatggcgyg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaataa
gccaggccca
agcaggoget
cececcagea
tecagegget
ceatagocag
gecetgatee
gegggegtoe
agctggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
gcggctccag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tecaagggeaa
cegtgetgte
cectggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex5T3-L

<400> 29

ES 2 828 669 T3

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccececag
ggtccagegg
ggccategec
ggtgcetgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgccggtg
caatggcggt
ggcccacgge
ggegetggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgecageaat
gtgcecaggec
caageaggeqg
gacccocggag
ggtgcaggcg
ggccatcgcee
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggec
gttgeeggtg
caatggegge
ggcgttggec
tgegetggat
gtccgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggce
gtacgtggag
gtaceccetec
ctacaaggec
cgtggaggag
ggtgaggagg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgcegt
atgatcgcag
tccggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgecegg
agcaatattg
caggcecacy
caggcgctgg
ccggagcagg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacceccgg
acggtgcagg
gtggceateg
cceggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggcoccacy
caggcgctgyg
ccggagcagy
caggegetgt
atcgeocagea
ctgtgecagg
ggcaggccgg
gegttgaccea
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgecatet
tactccggeg
gagaaccaga
agcegtgaceg
cagctgacca
ctectgateg
aagttcaaca
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agaccgcecge
gcacgctcgg
tggcgcagca
taagccaaca
cgttgccaga
gcgcectcectgga
acacaggcca
atgcatggeg
ccategecag
tgetgtgeea
gtggcaagcea
gcttgaccec
agacggtccea
tggtggccat
tgccggtget
ataatggtgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgttgec
ccagcaataa
gccaggcecea
agcaggcegcet
cceocggagea
tecagegget
ccatcgccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gecttgaccee
agacggtcca
tggtggccat
tgeeggtget
atggeggtgyg
cccacggett
cgcetggagag
acgaccaccet
agggattggyg
aatccgagtt
tcgeccocoggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttecaagtt
ggctgaacea
gceggegagat
acggegagat

tgccaagtte
ctacagccag
ccacgaggca
cccggcoageg
ggcgacacac
ggecttgetce
acttctcaag
caatgecactg
caataatggt

ggoccacgge
ggcgetggag
ccagcaggtg
geggetgtty
cgccagecac
gtgccaggcec
caagcaggcg
gaccccecag
ggtccagcgg
ggccategec
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtce
ggtggtggee
gttgeeggtyg
caatattggt
ggcccacggc
ggcgctggag
ccagcaggtyg
gcggctgttyg
cgccagcaat
gtgecaggoe
caagcaqggeg
gaceceteag
cattgttgee
cgtegecttg
ggatcetate
gaggcacaag
cagcacccag
ctacaggggc
cteceoceccatce
gcccateggce
gcacatcaac
cetgttegtg
catcaccaac
gatcaaggce
caacttegeg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832



10

atgggcgate
getateogata
aaaccgaagy
acacacgoge
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgaccceece
acggtccagc
gtggccateg
ceggtgetgt
ggceggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaataatg
caggcccacyg
caggcogcetgy
ccggageagy
caggcgctgt
ategcocagea
ctgtgeccagy
ggcaagcagyg
ttgacceegy
acggtgcagg
gtggccateg
cocggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgccgg
agcaatggeg
coggegttgg
cetgegetgy
aagtccgage
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcccyg
gacaccaagg
aggtacgtgy
gtgtacccct
aactacaagg
tcegtggagy
gaggtgagga

<210> 30
<211> 2832
<212> ADN

ctaaaaagaa
tegecgatet
ttegttegac
acatcgttge
acatgatcgce
ggtecggoge
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
gocaggeocea
agcaggeget
coccggagea
tgcaggeget
ccatcgecag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggcecat
tgccggtget
ataatggtgg
cocacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgttgee
ccageaatgg
gccaggccca
agcaggcgct
ccccccagea
tccageggcet
ccatcgccag
tgctgtgcca
geggeaggec
cegegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agetgatcoga
agttctteat
acggcgccat
cctactcegg
aggagaacca
ccagcgtgac
cccagctgac
agctcctgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN GRex5T3-R

<400> 30

ES 2 828 669 T3

acgtaaggte
acgeacgete
agtggegeag
gttaagccaa
agcgttgcecea
acgcgctctyg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggec
gttgceggtyg
caatggeggt
ggcccacggc
ggcgctggag
ggagcaggty
geggctgttyg
cgccagcaat
gtgccaggec
caagcaggcy
gaceoocceayg
ggtccagegg
ggccategee
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggty
ggtggtggec
gttgccggty
caataatggt
ggcccacggc
ggcegetggag
caacgaceac
aaagggattg
gaaatcegag
gategeoeegy
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgagy
caacggcegayg

ategattace
ggctacagec
caccacgagy
cacceggcayg
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agcaatggcg
caggcccacg
caggegetygg
coccageagy
cageggetat
ategcecagea
ctgtgecagyg
ggcaagcagyg
ttgaccccce
acggtccagce
gtggccatcyg
ccggtgectgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtgg
ctgttgecayg
agcaatattg
caggeceacy
caggegetygg
ccggagecagy
caggcgctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccccte
agecattgttg
ctegtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagecacec
ggctacaggg
ggctccccca
ctgcccatcg
aagcacatca
ttcectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg
atcaacttcg

catacgatgt
ageagcaaca
cactggtegy
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtggc
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccece
agacggtgca
tggtggecat
tgeeggtget
atattggtgg
cecacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgcec
ccagccacga
gccaggecca
agcaggcgcet
ccoccccagea
tecagegget
cecateogeeaq
tgetgtgeca
gtggcaagca
gettgacece
agacggteca
tggtggccat
tgccggtget
atggcggtgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
cecagttate
tggectgect
tecageegtte
agetgaagta
aggaccgtat
geaagcacct
tcgactacgg
gccaggcecga
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacgg
ccggecaccct
cggecgacty

tccagattac
ggagaagate
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttyg
acgtggeggce
cccgctcaac
ggcgetggag
ggagcaggty
ggegetgttg
cgecageaat
gtgecaggec
caageaggcy
gaceecccag
ggtoeagegyg
ggccatcgee
ggtgetgtge
tggeggcaag
cggcttgace
ggagacggty
ggtggtggee
gttgecggtg
caataatggt
ggeceacgge
ggegetggag
ccageaggtyg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggce
caagcaggcg
gaccccccaqg
ggtccagcegyg
ggccatcgee
tegecctgat
eggegggegt
ccagetggtyg
cgtgceccac
cetggagatg
gggcggetec
cgtgatcgtg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaagggc
cgcegtgetg
gaccctggag
ataa

atgggcgate ctaaaaagaa acgtaaggte atcegataagg agacegecge tgcocaagtte
gagagacagce acatggacaqg catcgatate gecgatctac geacgetegg ctacagecag

90

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120



10

15

cagcaacagg
ctggtcggcee
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgccec
ggcaagcagg
ttgaccecgg
acggtgcagyg
gtggecateg
ccggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg
caggcecccacy
caggegetgg
ccggageagg
caggegetgt
atcgecagea
ctgtgcecagg
ggcaagcagyg
ttgaccccce
acggtccagcec
gtggccatcg
coggtgotgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
cagttatcte
gcectgeeteg
agecgttoece
ctgaagtacg
gaccgtatcc
aagcacctgg
gactacggcyg
caggccgacyg
cccaacgagt
tceggecact
tgcaacggeg
ggcaccetga
gcegactgat

<210> 31
<211>60
<212> ADN

agaagatcaa
acgggtttac
tcgectgtcaa
ttggegtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgttgee
ccagcaatgg
gccaggceeca
agcaggcgct
ccccggagcea
tccageggcet
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gcttgacece
agacggtcca
tggtggceat
tgceggtget
atattggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggcgct
ceceggagea
tgeaggeget
ceateogecag
gecetgatee
gegggegtee
agcetggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
gcggcteccag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tecaagggcaa
cegtgetgte
cectggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 828 669 T3

accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccececag
ggtccagegg
ggccategec
ggtgetgtge
cggtggeaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggcce
gttgccggtg
caatggcggt
ggoccacggce
ggcgctggag
ggagcaggtg
geggetgttg
cgecageaat
gtgcecaggec
caagcaggeg
gaccececaq
ggtccagcgg
ggccatcgcc
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggece
gttgeeggtyg
caatggegge
ggcgttggec
tgegetggat
gtecgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtacccctcc
ctacaaggec
cgtggaggag
ggtgaggagyg

<223> Cebador directo GR exén 2

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(40)

<223>nesaocotog

<400> 31

cgttcgacag
atcgttgcegt
atgatcgcag
tccggegeac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtygyg
ctgttgecegg
agcaatattg
caggcecacy
caggcgcetgyg
ceggagcagyg
cagcggctgt
atcgccagec
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacceccgg
acggtccagc
gtggceateg
cceggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtygg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggcccacy
caggcgctgg
ccoccagcagy
cagcggctgt
atcgeocagea
ctgtgecagg
ggcaggcegg
gegttgaccea
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgecatet
tactccggeg
gagaaccaga
agcgtgaccyg
cagctgacca
ctectgateg
aagttcaaca

91

tggcgcagca
taagccaaca
cgttgccaga
gcgectcectgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccategecag
tgetgtgeea
gtggcaagcea
gcttgaccec
agacggtccea
tggtggccat
tgccggtget
acgatggcgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgce
ccagccacga
gccaggeccea
agcaggcegcet
ccecggagea
tgecaggeget
ccategecag
tgctgtgceca
gtggcaagca
gcttgacecee
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtget
atattggtgg
ccocacggett
cgcetggagag
acgaccaccet
agggattggyg
aatcegagtt
tcgoccoggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacea
geggegagat
acggegagat

ccacgaggca
cocggeagceg
ggcgacacac
ggecttgetce
acttctcaag
caatgcactg
caataatggt
ggoccacgge
ggcgetggag
ccagcaggtg
geggetgtty
cgccageocac
gtgccaggcec
caagcaggcg
gaccccecag
ggtccagcgg
ggccategec
ggtgctgtge
tggeggcaag
cggcttgace
ggagacggty
ggtggtggee
gttgeceggty
caataatggt
ggcccacggc
ggcgctggag
ccagcaggtyg
gcggctgttyg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaqggeg
gacecocteag
cattgttgee
cgtegecttg
ggatcetate
gaggcacaaqg
cagcacccag
ctacaggggc
cteceoceccatce
gcccateggce
gcacatcaac
cctgttcogtyg
catcaccaac
gatcaaggce
caacttegeg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832
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cecatctecate cctgegtgte tecgactecag nnnnnnnnnn ggttcattta acaagetgec

<210> 32

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo GR ex6n 3

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 32
ccatctcatc cctgegtgtc tccgactcag nnnnnnnnnn gcattctgac tatgaagtga

<210> 33

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo GR ex6n 5

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 33
ceateteate coctgegtgte tecgacteag nnnnnnnnnn teageaggee actacaggag
tetecacaag

<210> 34

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso GR exoén 2

<400> 34
cctatecect gtgtgeettg geagtetcag agecagtgag ggtgaagacg

<210> 35

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso GR ex6n 3
<400> 35
cctatccect gtghgecttg gcagtctcag gggectttgeca tataatggaa

<210> 36

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador inverso GR exén 5

<400> 36
cctatcecet gtgtgecttg gcagtctcag ctgactetec ccttcatagt cocccagaac

<210> 37

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRAC_TO01

<400> 37
ttgtcccaca gatatccaga accctgaccce tgccgtgtac cagotgaga

<210> 38

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRBC_TO01

<400> 38
tgtgtttgag ccatcagaag cagagatctc ccacacccaa aaggccaca

<210> 39

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TRBC_T02

<400> 39
ttececaceceg aggtegetgt gtttgageca tcagaagcag agatctccca

<210> 40

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>CD52_T02

<400> 40
ttectoctae teaccatcag cctectggtt atggtacagg taagageaa

<210> 41

<211> 530

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticion TRAC_TO01-L

<400> 41

93

59

49

4139

50

49



ES 2 828 669 T3

Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
20 25 30

His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly
35 40 45

Gly 1Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Prg Val Leu Cys
50 55 60

Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn
65 70 75 g0

Gly Gly Gly Lys Gln &la Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val
85 S0 95

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala
100 105 110

Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu
115 120 125

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala
130 135 140

Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
145 150 155 160

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val
165 170 175

Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val
180 185 190

94



Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Ile

Ser

385

Pro

Ile

Leu

Arg

val

210

val

Glu

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Azn

val

Ala

Leu

Leu

155

val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

Ala

Ala

Val

val

260

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Val

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Ile

Leu

ES 2 828 669 T3

val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

val

val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Cys

200

Asn

val

Ala

Leu

Ala

280

Ala

val

val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

265

Ile

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

95

Ala

Gly

Cys

His

250

val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

His

Gly

Gln

235

Asgp

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Ala

vVal

380

Val

Glu

Glu

Thr

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Ile

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

350

Leu

Arg

val

val

430

Gln

Pro

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asn

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Glu

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Azn

val

Ala

Leu

400

Ala

Ala

val
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Val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

<210> 42

<211> 530
<212> PRT

Ala

450

Arg

Val

Val

Gln

Glu
530

435

Ile

Leu

Val

Gln

Gln
515

Ala

Leu

Ala

Arg

500

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Pro

Ile

485

Leun

Val

<223> Repeticion TRAC_T01-R

<400> 42

Leu Thr Pro Glu

1

Gln

His

Gly

Gln

65

Asp

Leu

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Leu Glu

20

Leu Thr

35

Gln Ala

His Gly

Gly Lys

Gln Ala

100

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

g5

His

ES 2 828 669 T3

Asn

Val
470

Ala

Leun

Ala

Val

Val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Gly
455

Leu

Ser

Pro

Ile

Val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

440

Gly

Cys

His

Val

Ala
520

Ala

Arg

Vval

40

val

Glu

Glu

Thr

Gln

Asp

Leun

505

Ser

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Pro
105

96

Lys

Ala

Gly
490

Cys

Asn

Ala

10

Leu

Ala

Arg

val

Val

Glu

Gln Ala

460

His Gly
475

Gly Lys

Gln Ala

Gly Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

val

75

Gln

Gln

His Asp

Val Leu

Ala Ser

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Gly

Cys

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

30

45

Leu Pro

60

Ala Ile

Arg Leu

Val val

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

110

Gly

15

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Thr

Pro

Leu

495

Leun

Pro

Val

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Lys

Ala

Gly

Cys

His

g0

Val

Ala



Ser

Pro

Ile

145

Leu

val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Ile

Asn

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

val

Gln

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Ile

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Gly

Gln

Asn

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

ES 2 828 669 T3

Lys

Ala

Gly

150

Cys

His

val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

val

val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Val

val

Glu

Glu

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

345

Thr

97

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

val

Val

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Ala

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Asn

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

Ala

val

val

Glu

Glu

190

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

val

Ala

350

Leu

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Gly

Leu

335

Ser

Pro

Leu

Ala

Arg

160

Val

val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

val
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355 360 365

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala
370 375 380

Ser Hig Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu
385 390 395 400

Pre Val Leu Cys Gln Ala Hig Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala
405 410 415

Ile Ala Ser Asn Ile Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Ala
420 425 430

Leu Leu Pr¢ Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val
435 440 445

Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val
450 455 460

Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln
465 470 475 480

Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu
485 490 495

Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr
500 505 510

Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala

515 520 525
Leu Glu
530
<210> 43
<211> 530
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticion TRBC_T01-L

<400> 43

Leu Thr Pro Gln Gln Val Val 3la Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys
1 5 10 15

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
20 25 30

98



His

Gly

Gln

65

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Val

Glu

Glu

Thr

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Gly

115

Leu

Ser

Pro

Ila

Leu

135

vVal

Gln

Gln

Thr

Pro

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

val

val

260

Gln

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Gly

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Len

val

245

Gln

Gln
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Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

Ala

val

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Val

40

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Asn

Leu

Ser

Fro

265

Ile

99

Ala

Arg

val

val

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

2la

Gly

Cys

Asn

250

val

Ala

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Ile

Leu

Ser

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Asn

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

val

Val

Gln

Glu

190

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Gly

Leun

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leun

Leu

Gln

255

His

Gly

Gly

Cys

Asn

80

val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

Val

val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys



Gln

His

305

Gly

Gln

Asp

Len

Ser

385

Pro

Ile

Leu

val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

Ala

250

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

val

Val

Gln

275

Leu

Leun

Gln

His

Gly

355

Gln

Ile

Leun

Ser

Pro

435

Ile

Leu

val

Gln

Gln
515

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

val

Ala

Leu

Ala

Ala

500

vVal

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile

485

Leu

val
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Val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

His

Val

470

Ala

Leu

Ala

Gln

255

Gln

Thr

Fro

Leun

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asp

455

Leu

Ser

Pro

Ile

280

Arg

Val

Val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Asn

Val

Ala
520

Leu

val

Gln

Gln

345

Thr

Fro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Ile

Leu

505

Ser

Leu Glu
530

100

Leu

Ala

Arg

330

val

Val

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

4390

Cys

Asn

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Thr

395

Fro

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

val

300

Ala

Leu

Ala

Val

380

val

Gln

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leun

365

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Cys

His

val

Ala

350

Leu

Ala

Ala

val

val

430

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Gln

Asp

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

Ala

Gly

320

Cys

His

Val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

val

Val

Glu

480

Glu

Thr

Ala
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<210> 44
<211> 530
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Repeticion TRBC_T01-R

<400> 44

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln

€5

Asn

Ser

Pro

Ile

145

Leu

val

Gln

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Asn

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

His

Val

Ala
180

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asgp

Leu

165

Ser

Pro
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val

val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

His

val

Vval

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ala

Arg

Val

40

val

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

Ile

Leu

25

Vval

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

101

Ala

10

Leu

Ala

Arg

val

val

20

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Ser

Pro

Ile

val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Aszn

Val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

val

Val

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Aszn

Ser

45

Pro

Ile

Leu

val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gly

Cys

30

Asn

Vval

Ala

Leu

Ala

110

Arg

val

Val

Glu

Glu

130

Thr

Gly

15

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

80

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

Val

val

Gln



Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

Val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

val

Ala

Leu

195

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro
435

Ala

Arg

vVal

val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Val

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Asn

Leu
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Ala

Leu

230

Ala

Arg

val

val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

200

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

val

vVal

Gln

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala
440

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

102

Gly

Cys

Asn

250

val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Gly

Gln

235

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

val

380

Val

Gln

Glu

Thr

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro
445

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

vVal

Ala

350

Leu

Ala

aArg

val

Val

430

Gln

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Gly

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

415

Gln

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

Val
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val

Gln
465

Gln

Thr

Pro

Leu

<210> 45
<211> 530
<212> PRT

Ala

450

Arg

val

val

Gln

Glu
530

Ile

Leu

val

Gln

Gln
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Leu

Ala

Ary

500

Val

<223> Repeticion TRBC_T02-L

<400> 45

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln

65

Asp

Leu

Ser

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Ila

Glu

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Ser

Pro

Ile

485

Leu

Val

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly
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Asn

val

470

Ala

Leu

Ala

Val

Val

Glu

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Gly

455

Leu

Ser

Pro

Ile

Val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

Gly

Cys

Asn

val

Ala
520

Ala

Arg

Val

40

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

Gln

Asn

Leu

505

Ser

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Fro

105

Leu

103

Lys

Ala

Gly

430

Cys

Asn

Ala

10

Leu

Ala

Arg

val

Val

20

Glu

Glu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

val

75

Gln

Gln

Thr

Ala
460

Lys

Ala

Gly

His

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

val

val

Leu Glu Thr

Leu Thr Pro

Gln Ala Leu

Val

Gln

480

495

His Gly Leu

510

Gly Arg Pro

525

Asp Gly

Leu Cys
30

Ser His
45

Pro Val

Ile Ala

Leu Leu

Val Ala

110

Gln Ala

Gly

15

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Glu

Thr

Ala

Lys

Ala

Gly

Cys

His

80

Val

Ala

Leu



Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Len

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Agn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Ala

250

Gly

Lys

Ala

Gly

115

Len

Ser

Pro

Ile

Leu

185

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Len

Gln

His

Gly
355

Cys

His

Val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

val

Val

260

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Gln

Asp

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

323

Len

Gln
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Ala

Gly

150

Cys

His

Val

Ala

Len

230

Ala

Val

val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

285

Gln

Thr

Pro

Len

120

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

Gly Gly
185

Cys Gln
200

His Asp

Val Leu

Ala Ser

Leu Pro

265

Ala Ile
280

Ala Leu

Val val

Val Gln

Gln Gln

345

Glu Thr
360

104

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

val

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Ile

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu
365

val

val

Glu

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

350

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asn

Leu

335

Ser

Pro

Ala

Arg

160

val

Val

Glu

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

val
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Ser

385

Pro

Ile

val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

<210> 46
<211> 530
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Repeticion TRBC_T02-R

<400> 46

Cys

370

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

val

Val

Gln

Glu
530

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

435

Ile

val

Gln

Gln
515

Ala

Gly

Cys

His

420

val

Ala

Leu

Ala

Arg

500

Vval

His

Gly

Gln

405

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

485

Leu

Val

ES 2 828 669 T3

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

Asn

val

470

Ala

Leu

Ala

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Aszn

455

Ser

Pro

Ile

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

His

Val

Ala
520

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Asp

Leu

505

Ser

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

430

Cys

Asn

Gln

Thr

385

Pro

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Ala

Arg

Vval

Vval

430

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

Ala

Leu

400

Ala

Arg

Val

val

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly Gly Lys
10

1

5

15

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
20

25

30

His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Asn Gly

105



Gly

Gln

65

Asn

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

FPro

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Ala

Val

210

Val

Glu

Glu

Thr

35

Gln

His

Gly

Gln

Ile

115

Ser

Pro

Ile

Leu

155

Val

Gln

Gln

Thr

Pro
275

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

val

Val

260

Gln

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asn

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

ES 2 828 669 T3

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Ile

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Val

40

val

Gln

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

val

Ala

Leu

Ala
280

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

106

Arg

val

Val

90

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

His

250

Val

Ala

Leu

vVal

75

Gln

Gln

Thr

Fro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asp

Leu

Ser

Leu

60

Ala

Arg

val

Val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Fro

Leu

Len

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly
285

Val

Ala

Leu

Ala

110

Ala

Val

Val

Glu

Glu

150

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Fro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Cys

Asn

80

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

Val

Val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys



ES 2 828 669 T3

Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala
290 295 300

His Gly Leu Thr Pro Glu Gln Val Val Ala Ile Ala Ser His Asp Gly
305 310 315 320

Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys
325 330 335

Gln Ala His Gly Leu Thr Preo Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn
340 345 350

Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr val Gln Arg Leu Leu Pro vVal
355 360 365

Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pr¢ Gln Gln Val val Ala Ile Ala
370 375 380

Ser Asn Asn Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr val Gln Arg Leu Leu
385 390 395 400

Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Glu Gln vVal val Ala
405 410 415

Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val Gln Arg
420 425 430

Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln Gln Vval
435 440 445

Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu Thr Val
450 455 460

Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr Pro Gln
465 470 475 48Q

Gln Val Val Ala TIle Ala Ser Asn Gly Gly Gly Lys Gln Ala Leu Glu
485 480 485

Thr Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly Leu Thr
500 505 510

Pro Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg Pro Ala

515 520 525
Leu Glu
530
<210> 47
<211> 530

107



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Repeticion CD52_T02-L

<400> 47

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln

65

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Len

Val

Gln

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Len

Ala

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Gly

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu
195

Gln

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

His

Val

Ala

180

Leu

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asp

Len

165

Ser

Pro

ES 2 828 669 T3

Val

vVal

Glu

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

His

Val

Val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Asp

Leu

Ala

Arg

Val

40

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys
200

Ile

Leu

25

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Len

Gln

His

Gly

185

Gln

108

Ala
10

Leu

Ala

Val

Val

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Ser

Pro

Ile

Leu

Vval

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Asn

val

Ala

Leu

60

Ala

Val

Val

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Gly

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu
205

Gly

Cys

30

His

val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Val

Val

Glu

Glu

130

Thr

Gly

15

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Lys

Ala

Gly

Cys

His

vVal

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

Val

Gln



Gln

Thr

225

Pro

Leu

Len

Gln

His

305

Gly

Gln

Asp

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

val

Val

210

val

Glu

Glu

Thr

Ala

2930

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

val

Ala

Leu

Ala
450

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Ala

Arg

Vval

Val

280

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

His

420

val

Ala

Ile

Leu

Val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Asp

Leu

Ser

ES 2 828 669 T3

Ala

Leu

230

Ala

Ala

val

Val

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

His

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asp
455

Asn

val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

val

val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

109

Gly

Cys

Asn

250

val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

vVal

val

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Gly

Gln

235

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

Lys

220

Ala

Gly

Cys

His

Val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

val

380

val

Glu

Glu

Thr

Ala
460

Gln

His

Gly

G1ln

Asp

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Pro

445

Leu

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Asn

val

Ala

350

Leu

Ala

Ala

val

val

430

Glu

Glu

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Gly

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Gln

Gln

Thr

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

His

Val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

Val

vVal
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Gln Arg Leu Leu Pro
465

Gln Val val Ala Ile
485

Thr Val Gln Ala Leu
500

Proc Gln Gln Val vVal
515

Leu Glu
530

<210> 48

<211> 530

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticion CD52_T02-R

<400> 48

Leu Thr Pro Gln Gln
1 5

Gln Ala Leu Glu Thr
20

His Gly Leu Thr Pro
35

Gly Lys Gln Ala Leu
50

Gln Ala His Gly Leu
65

Asp Gly Gly Lys Gln
85

Leu Cys Gln Ala His
100

Ser Asn Gly Gly Gly
115

ES 2 828 669 T3

Val

470

Ala

Leu

Ala

val

Val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Leu

Ser

Pro

Ile

val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

Cys Gln

Asn Ile

Val Leu
505

Ala Ser
520

Ala Ile

Arg Leu
25

Vval val
40

Val Gln

Glu Gln

Glu Thr

Thr Pro

105

Ala Leu
120

110

Ala

Gly

490

Cys

Asn

Ala
10

Leu

Ala

Val

val

90

Gln

Glu

His

475

Gly

Gln

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Gly

Lys

Ala

Gly

Asn

Val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

Val

Val

Leu

Gln

His

Gly
525

Gly

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln
125

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Gly

Cys

30

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

Pro

Leu

495

Pro

Gly

15

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Lys

Ala

Gly

Cys

His

80

val

Ala

Leu



Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Len

Gln

His

305

Gly

Gln

Gly

Len

val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

250

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys
370

Leu

Ser

Fro

Ile

Leu

135

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Lenu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Cys

His

Vval

Ala

180

Leu

Ala

Arg

val

val

260

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gln

Asp

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Len

325

Len

Gln

His

ES 2 828 669 T3

Ala

Gly

150

Cys

AsSn

val

Ala

Leu

230

Ala

Ala

val

val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

His

135

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

val

Gln

285

Gln

Thr

Pro

Leu

Len
375

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Val

val

Gln

Glu

360

Thr

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

111

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

Val

Ala

Leu

Ala

Arg

330

Val

Val

Gln

Fro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

val

Gln

Gln

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

His

val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

val
380

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Asp

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Val

Val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

His

val

Ala

350

Leu

Ala

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asp

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Ala

Arg

160

val

val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

Val

Ala
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Ser Asn

385

Pro Val

Ile Ala

Leu Leu

Val Ala

450

Gln
465

Ala

Gln

Val

Thr

Val

Gln

Pro

Glu
530

Asn Gly

Leu Cys

Gly

Gln

ES 2 828 669 T3

Lys Gln

390

Ala His

405

Asn
420

Ser

Pro Val

435

Ile Ala

Leu

Leu

Val Ala

Gly

Leu

Ser

Pro

Ile

Gly Gly

Gln

Cys

Ile
455

Asn

Val
470

Leu

Ala Ser

485

Gln Arxrg

500

Gln
515

Val

Val

<210> 49

<211> 2814

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TALEN TRAC_TO1-L

<400> 49

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaaqgqg
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgoag
ttgacccecc
acggtocage

gtggccatcg

ctaaaaagaa
tcgocgatcet
ttegttegace
acatcgttge
acatgatege
ggtceggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtyggt
ggctgttgec
ccagcaataa

Leu Pro

Ala Ile

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggecgcag
gttaagccaa
agegttgeea
acgcgetetg
ggacacaggc
geatgcatgg
ggccatcgcc
ggtgctgtge
tggtggcaag

Ala Leu Glu

Thr
4190

Gly Leu

Gln
425

Lys Ala

Ala
440

His Gly

Gly Gly Lys

Cys Gln Ala

His Asp Gly

490

Val Leu

505

Cys

Ala
520

Ser Asn

atcgattacc
ggctacagcce
caccacgagyg
caccoggeag
gaggcgacac
gaggccettge
caacttctca
cgcaatgeac
agcaatggcyg
caggcccacy
caggcgetgy

112

Thr
395

Val

Gln

Pro

Glu

Leu Thr

Gln

Gln

Thr

Pro

Arg Leu

Val val

415

Val
430

Gln

Glu Gln

445

Gln Ala

460

His
475

Gly
Gly Lys
Gln

Ala

Gly Gly

Leu

Gln

His

Gly

Glu Thr

Thr Pro

Ala Leu

495

Gly Leu

510

Arg Pro

525

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtegg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gettgacece
agacggtcca

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttyg
acgtggegge
cecgetcaace
ggcgctggag
ccagcaggty
gcggetgttyg

Leu

400

Ala

Arg

Val

Val

Glu

480

Glu

Thr

Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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ccggtgetgt
ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
ageccacgatg
caggecocacy
caggegetgg
ccggageagy
cageggetgt
atcgcecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacccecgg
acggtgcagg
gtggecatcg
ccggtgetgt
attggtggea
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeegg
agcaatggeg
ccggogttag
cctgegotgg
aagtccgagce
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcccyg
gacaccaagyg
aggtacgtgg
gtgtacecet
aactacaagg
teegtggagg
gaggtgagga

<210> 50
<211> 2832
<212> ADN

gccaggccoca
agcaggceget
ccccggagea
tccagegget
ccatcgccag
tgetgtgeeca
gcggcaagca
gettgacece
agacggtgca
tggtggeeat
tgceggtget
atattggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgctgttgece
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggeget
cececcagoa
tecagegget
ceategecag
tgetgtgeca
gcggeaggece
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgecat
cetacteegg
aggagaacca
ccagegtgace
cccagetgac
agetectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN TRAC_T01-R

<400> 50

atgggecgatce
gagagacagce
cagcaacaqgyg
ctggtecggece
ttagggaccg
gaagegatceg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgece
ggcaagcagg
ttgacceccee
acggtccage
gtggecateg
cceggtgetgt
attggtggea

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgetgtcecaa
ttggcogtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgcece
coagdcacga
gocaggaooca
agcaggeget

ES 2 828 669 T3

cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggcec
gttgccggtg
ccacgatggc
ggcccacgge
ggcgetggag
ggagcaggtg
ggcgetgtty
cgecagecac
gtgcecaggec
caagcaggcy
gaccccccag
ggtccagcgg
ggccatcgec
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggec
gttgeceggtg
ccacgatgge
ggcccacggco
ggegetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatocgeccyg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggetacaac
gaccaggaac
cgagtteaag
caggctgaac
cggceggegaqg
caacggegag

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccccggag
ggtccagegy
ggccatcgee
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggettgace
ggagacggtg

ccccageagg
cagcggetgt
atcgccagcc
ctgtgcecagg
ggcaagcaygy
ttgaccecgg
acggtccage
gtggceateg
cceggtgetgt
gatggeggea
cacggcettga
ctggagacgy
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatattg
caggcccacg
caggcgetgg
ccggagcagg
caggcgetgt
ategeeagea
ctgtgecaqqg
ggcaagcagg
ttgacceoecte
agcattgttg
ctegtegect
ggggatecta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggyg
ggctcococca
ctgeceateg
aagcacatca
ttoectgtteg
cacatcacca
atgatecaagg
atcaactteg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
toceggogeoac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggcccacg
caggegetgg
ceggageagy
caggcgetgt

113

tggtggccat
tgceggtget
acgatggcgy
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatat
gocaggecca
agcaggeget
coccggagea
tgcaggeget
ccatcgecag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgacccce
agacggtcca
tggtggccat
tgecggtget
atggeggtgg
coccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cocagttate
tggcctgect
tcagecegttc
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgg
gocaggecga
acecccaacga
tgteeggeea
actgecaacgg
coaggeacoct
cggcegactyg

agaccgcege
gcacgctegg
tggcgcagea
taagccaaca
cgttgecaga
gegetetgga
acacaggcca
atgcatggeg
ccatcgececag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgacceo
agacggteca
tggtggcecat
tgecggtget

cgccagcaat
gtgccaggec
caagcaggcyg
gaccccggag
ggtccagegyg
ggccatcogece
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgceggtyg
caataatggt
ggcccacgge
ggecgctggag
ccagcaggtg
gcggctgttg
cgccagcaat
gtgecaggee
caageaggeg
gaceceggag
ggtecagegy
ggceatcgee
tegecctgat
cggegggegt
ccagetggtyg
cgtgccccac
cctggagaty
gggcggctce
cgtgatcgty
cgaaatgeag
gtggtggaag
ctteaaggge
cgeegtgetg
gacectggag
ataa

tgccaagttc
ctacageccag
acacgaggca
cceggoageg
ggcgacacac
ggecttgete
acttctcaag
caatgcactg
ccacgatggc
ggcccacggce
ggcgetggag
ggagcaggtyg
geggetgttyg
cgecageaat
gtgeccaggec

720

780

B840

200

9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2440
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240
300
360
4290
480
54Q
600
660
720
780
840
900
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cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggcccacg
caggcgcetgyg
cccocagcagyg
cagcggctgt
atcgcecagea
ctgtgecagg
ggcaagcagg
ttgacceccgg
acggtccagc
gtggccateg
ccggtgetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygg
cagttatete
geoctgectoeg
agcegttece
ctgaagtacg
gaccgtatcc
aagcacctgg
gactacggcyg
caggccgacy
cccaacgagt
tccggcoccact
tgcaacggeg
ggcacectga
gecgactgat

ccocccagea
tccagecggct
ccatcgccag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccecat
tgecggtget
atggeggtgg
ccecacggett
cgcetggagac
agcaggtggt
ggctgttgcc
ccagcaatat
gccaggeocca
agcaggcgct
ccccccagcea
tceecagegget
ccategecag
gcectgatec
gegyggegtece
agctggtgaa
tgececacga
tggagatgaa
goggctccag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccegtgetgte
ccctggagga
aa

ES 2 828 669 T3

ggtggtggcc
gttgccggtg
ccacgatggc
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
geggetgtty
cgccagcaat
gtgecaggcee
caagcaggcyg
gaccoeggag
ggtgcaggeyg
ggccatcgec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgeeggtg
caatggegge
ggegttggee
tgegetggat
gtcegagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtacccctec
ctacaaggcc
cgtggaggag
ggtgaggagg

<210> 51

<211> 2814

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TALEN TRBC_TO01-L

<400> 51

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgage
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccegcag
ttgacaccoa
acggtccage
gtggccatcg
ccggtgectgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgy
ctgttgeocgg
agcaatggeg

ctaaaaagaa
tcgcogatct
ttogttogac
acatcgttge
acatgatege
ggteeggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgeco
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggcgct
cccccoccagca
tcocagcggct
cocategocag
tgoetgtgeoca
gtggcaagca

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgceag
gttaagccaa
agegttgoca
acdgoegetetyg
ggacadagge
geatgeatgg
ggccatoegea
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggty
caatggeggt
ggoccacgge
ggcgetggag

atcgccagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacccece
acggtccagc
gtggccatcg
ccggtgetgt
aatggtggcea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agccacgatg
caggcccacyg
caggcgctgg
ccggagcagyg
cagcggcetgt
atcgccagca
ctgtgeecagg
ggcaggecgg
gegttgacea
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgccatct
tactccggceg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca
ctectgateg
aagttcaaca

atcgattacc
ggctacagcc
caccacgagyg
cacccggeag
gaggcgacac
gaggecttge
caacttetea
cgcaatgeac
agcaataatg
caggcccacy
caggcgetgg
ccccagoagy
cagcggetgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaageagyg
ttgaceccee
acggtecage

114

ataatggtgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaataa
gccaggceeca
agcaggcgct
cecoccecagea
tecagegget
ccatcgeoeag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gcttgaccece
agacggtgca
tggtggeccat
tgccggtgcet
ataatggtgg
cecacggett
cgctggagag
acgaccacct
agggattggg
aateccgagtt
tegeceggaa
aggtgtacgyg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
geggegagat
acggcogagat

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtecgg
cgttagggac
acgaagegat
teacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccee

agacggtcca
tggtggccat
tgccggtgcet
atggcggtgg
coccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgee

caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagcgyg
ggccatcgcce
ggtgctgtgce
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgecggtyg
caatattggt
ggcocacgge
ggcgctggag
ggagcaggtg
ggcgctgttg
cgccageocac
gtgccaggcec
caagcaggcyg
gaccocotcaqg
cattgttgec
cgtegecttg
ggatectate
gaggcacaaq
cagcacccaq
ctacaggggc
ctcocceoccate
goccatcgge
gcacatcaac
cctgtteogtg
catcaccaac
gatcaagged
caacttegeg

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttg
acgtggegge
decgetcaac
ggcgetggag
ccagcaggtg
gcggetgtty
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcy
gaccccccag
ggtccagegy
ggocategoe
ggtgetgtge

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
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caggcccacyg
caggegctgg
ccggagcagyg
caggegetgt
atcgccagea
ctgtgcecagg
ggcaagceagyg
ttgaccecgg
acggtcceagce
gtggecateg
ccggtgetgt
ggeggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcegy
agcaatggcyg
ccggegttgg
cctgegetgyg
aagtecgage
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaageccocqg
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtaccecct
aactacaagg
tcocogtggagy
gaggtgagga

<210> 52
<211> 2832
<212> ADN

gecttgacece
agacggtcca
tggtggcecat
tgcecggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
gccaggceca
agcaggeget
ccccggagca
tccagcgget
ccatcgeccag
tgctgtgeeca
gcggcaggcec
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatega
agttetteat
acggogccat
cetactecgg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagctgac
agctectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN TRBC_TO01-R

<400> 52

atgggegate
gagagacagc
cagcaacagqg
ctggteoggec
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggogg
attgcaaaac
acgggtgeeoe

ggcaagcagg
ttgaccccce
acggtecage
gtggecateg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeccogg
agcaatggeg
caggcccacyg
caggegetygg

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgectgtcaa
ttggcgtcegyg
gagagttgag
gtggcggegt
cgetcaactt
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccageaataa
gccaggccca
agcaggcgct
cccoccggagea
tccagegget
ccatcgccag
tgectgtgececa
gtggcaagca
gottgacece
agacggtoca

ES 2 828 669 T3

ccagecaggtg
gcggetgttg
cgeocageaat
gtgccaggee
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegyg
ggccatcogec
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggcce
gttgeceggtg
caatattggt
ggcccacgge
ggcgctggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatcegag
gatcgeeoegg
gaaggtgtac
ctacacegtyg
cggcetacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgagyg
caacggcgag

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgeagtg
gaceceoceocag
ggtccagegy
ggecategoc
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggtyg
ccacgatggce
ggcccacggc
ggegetggag
ccagecaggtg
gaggetgttg

gtggccatecg
coggtgctgt
attggtggca
cacggecttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg
caggoccacyg
caggegetgg
coccagoagy
cageggetgt
atcgccagec
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgaccecctc
agcattgttg
ctegteogect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcoacoo
ggctacaggg
ggctecececa
ctgeccateg
aagcacatca
ttectgtteg
cacatcacca
atgatcaagqg
atcaactteg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgecag
tccggogcac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatggcyg
caggeccacy
caggcgctgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgeccagecc
ctgtgccagyg
ggcaagcagy
ttgacccece
acggtecage
gtggccateg
coeggtgetgt

115

ccagcaataa
goecaggecea
agcaggeget
ccocecagea
tccageocgget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
goggoaagea
gcttgaccce
agacggtgca
tggtggceat
tgeeggtget
acgatggcgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttate
tggcctgect
tecagoegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagoacot
tegactacgg
gocaggooga
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacygg
ccggeacect
cggccgactyg

agaccgooge
gcacgctcgg
tggcgocageca
taagccaaca
cgttgeocaga
gogectoctgga
acacaggcca
atgeatggeg
ccatcgeocag
tgetgtgeoca
gtggcaagca
gettgaceee
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtget
acgatggegyg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggetgttgee
ccageoaatgg
gocaggoedca

tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggec
gttgccggtg
ccacgatggce
ggcoccacgge
ggegetggag
ggagcaggtyg
ggegetgttg
cgccagceaat
gtgccaggec
caagcaggcg
gaccccoggag
ggtgcaggeg
ggccatcgec
tcgecectgat
cggcgggegt
ceagetggtg
cgtgececac
cotggagatg
gggeggeteco
cagtgategtyg
cgqaaatgcoag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgeocgtgetyg
gaccctggaqg
ataa

tgcocaagtte
ctacagccag
ccacgaggca
ccoggoageg
ggcgacacac
ggcettgete
acttctcaag
caatgecactg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggecg
gaccoccggag
ggtccagegy
ggecatogece
ggtgetgtge
cggtggcaag
cggettgace

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
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coccageagy
cageggetgt
ategeocagea
ctgtgecagg
ggcaagcagy
ttgacceoceee
acggtccage
gtggccatcyg
ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgy
cagttatete
goctgecteg
agecgttoce
ctgaagtacg
gacegtatec
aagcacctgg
gactacggcg
caggccgacyg
cccaacgagt
tccggeocact
tgcaacggcyg
ggcaccctga
gocgactgat

<210> 53
<211> 2814
<212> ADN

tggtggecat
tgecggtget
atggceggtgg
cocacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaataa
gccaggeocca
agcaggcgct
ccccccagca
tccagegget
ceatcgecag
gecctgatee
gegggegteco
agetggtgaa
tgecccacga
tggagatgaa
goggctocag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgtce
cectggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN TRBC_T02-L

<400> 53

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgaccecgg
acggtcecage
gtggccatcg
ccggtgctgt
gatggcggcea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgy
ctgttgecgg
agecacgatg
caggeccacy
caggegetgyg
ccoccageagy
cageggetgt
atcgccagca
ctgtgccagqg
ggcaagcagyg

ctaaaaagaa
tcgcegatcet
ttecgttcgac
acatcgttge
acatgatege
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagccacga
gccaggecca
agcaggcgcet
ccococggagea
tgcaggcgct
ccatcgecag
tgetgtgeca
goeggcaagca
gettgacece
agacggtecca
tggtggeecat
tgcoeggtget
atattggtgg
cccacggcett
cgctggagac

ES 2

cgccageaat
gtgecaggec
caagcaggeyg
gaceecccayg
ggtceagegy
ggecategec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgeceggtyg
caatggegge
ggegttggee
tgegetggat
gteegagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtacccctce
ctacaaggcc
cgtggaggag
ggtgaggagy

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgceag
gttaagccaa
agcegttgeea
acgecgctcetg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccategec
ggtgcetgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggtyg
ccacgatggc
ggcccacgge
ggegetggag
ggagcaggtg
geggetgttyg
cgecageaat
gtgececaggec
caagcaggcg
gaccccccag
ggtccagegy

828 669 T3

ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeegy
agcaataatg
caggcccacg
caggogcetgyg
ccccagcagyg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaggcegyg
gegttgacca
geagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttettcatga
ggcgecatct
tactccggeg
gagaaccaga
agcgtgacceg
cagctgacca
ctcctgateg
aagttcaaca

atcgattacc
ggctacagec
caccacgagg
cacccggeag
gaggcogacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgceac
agccacgatg
caggcecacy
caggcgctgg
ccggagcagg
cagcggctgt
atcgccageca
ctgtgccagg
ggcaagcagy
ttgaceceqgg
acggtecage
gtggocateg
ceggtgetgt
aatggtggca
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgyg
ctgttgccgg

116

agcaggeget
coecccagea
teccagegget
ccatcgecag
tgetgtgeca
gtggecaageca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtgcet
ataatggtgg
cccacggcett
cgetggagag
acgaccacct
agggattggg
aatccgagtt
tegeccggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gocggcgagat
acggcgagat

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gcggcaagea
gcttgaccec
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtgct
atattggtgg
cccacggcett
cgctggagac
ageaggtggt
ggctgttgec
ccagecacga
gdcaggecoea
agecaggeget
cdccggagea
tgcaggcgcet
ccatcgccag
tgctgtgecca

ggagacggte
gatggtggee
gttgceggtyg
caataatggt
ggeccacgge
ggcgetggag
ccagcaggtg
geggctgttg
cgccagcaat
gtgccaggcec
caagcaggceg
gacccctcag
cattgttgec
cgtegecttyg
ggatcctate
gaggcacaaq
cageaceeaq
ctacagggge
ctcceoccate
gcccategge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggcc
caacttegeq

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtcgetgte
cgttggegte
gggagagttg
acgtggcgge
ccegetcaac
ggcgetggag
ggagcaggtyg
gcggetgttg
cgccagccac
gtgccaggcec
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagcegy
ggocatogee
ggtgetgtge
tggeggeaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggece
gttgecggty
caataatggt
ggcccacggc

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
13820
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
g40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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ttgacccecce
acggtccagce
gtggccatcy
ccggtgetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgyg
agcaatggcg
ceggegttygyg
coetgegetgyg
aagtccgagce
gagtacatcyg
aaggtgatgy
aggaagcccg
gacaccaagyg
aggtacgtgyg
gtgtaccect
aactacaagg
teegtggagy
gaggtgagga

<210> 54
<211> 2832
<212> ADN

agcaggtggt
ggctgttgcee
ccagcaatgg
gccaggcceca
agcaggcgct
ccecoccagea
teecagagget
ccatcgeocag
tgetgtgeoca
geggeaggec
cegegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgccat
cctactccogg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagetgac
agetectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN TRBC_T02-R

<400> 54

ES 2 828 669 T3

ggccatcgece
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggte
ggtggtggoe
gttgecggty
ccacgatgge
ggoecacgge
ggcgetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgccocegy
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagtteaag
caggctgaac
cggcggcgag
caacggcgag

atgggegate
gagagacage
cagcaacagg
ctggtcggee
ttagggaccg
gaagcgatcyg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgece
Jggcaagcagg
ttgacceceee
acggtecage
gtggeccateg
ceggtgetgt
attggtggea
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggeecacy
caggegetgg
ceccageagy
cageggetgt
atecgeeagee
ctgtgecagg
ggcaagceagg
ttgacccece
acggtccage

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgectgtcaa
ttggogtegg
gagagttgag
gtggeggegt
cgetcaactt
cgetggagac
agcaggtggt
ggetgttgee
ccagcaataa
gecaggeeca
agcaggoget
cccccocagea
tccageogget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gbtggcaageca
gettgacecee
agacggtcca
tggtggecat
tgecggtget
acgatggcgy
cecacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgec

acgtaaggte
categatate
accgaaggtt
acacgogeac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gacccoccag
ggtccagegy
ggccatecgee
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtg
ggtggtggeo
gttgceggtg
caatattggt
ggcccacgge
ggcgcetggag
ggagcaggty
gaggetgttg
cgecageaat
gtgccaggcee
caagecaggey
gacccoccag
ggtocagogy
ggccatcgee

ggtgctgtge

agcaataatg
caggcccacg
caggcgctgg
ccggagcagyg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgecagg
ggcaageadyg
ttgaccecte
agecattgttg
ctegtagect
ggggatcocta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggyg
ggctccccceca
ctgcccatceg
aagcacatca
tteoectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg
atcaactteg

atcgataagg
goegatetae
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tcoggcocgeac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtgy
ctgttgeegyg
agcaataatg
caggeccacyg
caggcgetgy
ccggagcagy
caggcegotgt
atocgccagea
ctgtgccagy

ggcaagcagy
ttgaccceec

acggtccagce
gtggccateqg
ceggtgetgt
ggeggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgccgg
agcaataatg
caggaccacyg

117

gtggcaagca
gcttgacccce
agacggtcca
tggtggeccat
tgceggtget
ataatggtgg
cocacggett
cgcetggagac
agcaggtggt
cecagttate
tggectgeoct
teageegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgy
gccaggccga
accccaacga
tgtecggeoca
actgcaacgg
ceggcacect
cggecgactyg

agaccgeoge
geacgetegg
tggcgcagea
taagccaaca
cgttgeccaga
gcgctcetgga
acacaggcca
atgcatggcyg
cgategecag
tgctgtgeca
gtggcaageca
gettgaceee
agacggteoca
tggtggceat
tgcocggtgct
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ceagecacyga
goecaggeoea
agcaggeget
ceccggagea
teocagegget
ceategecag
tgctgtgoca
gtggcaagca
gcttgacecee

ggcgetggag
ccagcaggtg
goggetgttg
cgccagccac
gtgccaggcec
caagcaggcg
gaccocggayg
ggtccagegy
ggccateged
tegecctgat
cggegggegt
ccagetggtyg
cgtgccccac
cctggagatg
gggcggetcc
cgtgatcgtg
cgaaatgcag
gtagtggaag
cttcaaggge
cgecegtgetyg
gacectggag
ataa

tgecaagtte
ctacageecag
ccacgaggca
cceggeageyg
ggcgacacac
ggccttgete
acttctcaag
caatgcactg
caataatggt
ggeccacgge
ggegetggag
ccageaggtyg
geggetgttyg
cgecageaat
gtgccagygcc
caagcaggcy
gaccccggag
ggtgcaggcyg
ggccatogec
ggtgctgtge
tagcggcaayg
cggettgace
ggagacggte
gatggtggee
gttgccgaty
caatggeggt
ggoccacgge
gagcgctggag
ggagcaggtyg

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



10

gtggccatcyg
ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygg
cagttatete
goectgecteg
agecgttece
ctgaagtacg
gaccgtatce
aagcacectgg
gactacggcg
caggccgacg
cccaacgagt
tccggocact
tgcaacggcyg
ggcaccctga
geecgactgat

<210> 55
<211> 2814
<212> ADN

ccagccacga
gccaggeocca
agcaggcgct
ccccocagea
tccagegget
ccatcgeocag
geectgatece
gegggegtece
agetggtgaa
tgeccecacga
tggagatgaa
geggetecag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgtce
cocctggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CD52_T02-L

<400> 55

ES 2 828 669 T3

tggeggeaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgeceggtyg
caatggcggce
ggegttggee
tgegetggat
gtecgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaageccgac
caccaaggcec
gtacgtggag
gtacccctce
ctacaaggce
cgtggaggag
ggtgaggagyg

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtcecac
gtgaccgcag
ttgaccecec
acggtcecagc
gtggccateg
ccggtgetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agecacgatg
caggeecacy
caggegetgg
ccggageagg
caggegetgt
ategecaqgec
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacecogyg
acggtccage
gtggccatcg
ccggtgetgt
gatggcggea
cacggettga
ctggagacgg

ctaaaaagaa
tcgecgatet
ttegttegac
acatcgttgce
acatgatcge
ggtceggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagccacga
gccaggecocca
agcaggecgct
ccccccagcea
tccagegget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
geggeaagoa
gcttgaceee
agacggteca
tggtggecat
tgeeggtget
acgatggegg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatat
gccaggccca
agcaggeoget
ceceggagea
tecagegget

acgtaaggte
acgcacgctc
agtggcgeag
gttaagccaa
agcgttgcecca
acgcgcteotg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccategeco
ggtgectgtge
tggcggeaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtyg
ccacgatggc
ggcccacggc
ggegetggag
ccagceaggtg
geggetgttg
cgecageaat
gtgcecaggec
caageaggeqg
gaccccccag
ggtccagcyg
ggccatcgee
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgeceggtyg

caggcgcetgy
ccccagcagqg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaggcecgy
gegttgacea
goagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttettcatga
ggegecatet
tactccggeg
gagaaccaga
agcgtgacceg
cagctgacca
ctcctgateg
aagttcaaca

atcgattace
ggctacagcc
caccacgagg
cacccggceag
gaggcgacac
gaggecettge
caacttctea
cgcaatgeac
agcaatggeg
caggcecacg
caggcgctgg
ccggagecagy
cagcggctgt
atcgccagcea
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgacccegg
acggtecage
gtggceceateg
ceggtgetgt
attggtggea
cacggcettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agocacgatyg
caggocccacy
caggcgctgg
ccggagcagy
cageggetgt
atcgecagee
ctgtgecagg

118

agacggtcca
tggtggcceat
tgcecggtget
atggcggtgy
cccacggett
cgctggagag
acgaccaccet
agggattggyg
aatcegagtt
tegececggaa
aggtgtacgg
acaceghtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gocggcgagat
acggcgagat

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtgc
gtggcaagea
gecttgaccec
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtgcet
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccageaatgg
gocaggecca
agcaggeget
cocaggagea
tocagegget
ccatcgccag
tgctgtgcca
gcggcaagca
gocttgacoce
agacggtgca
tggtggccat
tgeceggtget
acgatggcegg
cocacggett

geggctgttg
cgccagcaat
gtgccaggcec
caagcaggcyg
gacccctcag
cattgttgcc
cgtcgecttyg
ggatectate
gaggcacaaq
cagcaceeaq
ctacagggge
ctececeate
gcccategge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggcc
caacttcgeg

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtcogetgte
cgttggegtc
gggagagttg
acgtggegge
cccgectcaac
ggegetggayg
ggagcaggtyg
gceggetgttyg
cgcoccagecac
gtgccaggcc
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagcgyg
ggccatcgec
ggtgetgtge
cggtggcaag
cggettgace
ggagacggtyg
ggtggtggee
gttgeeggtg
caatggcggt
ggcccacggce
ggcgetggag
ggagcaggty
ggcgctgttyg
cgccagecac
gtgccaggoce
caagcaggeqg
gaccocggag

1800
1860
13820
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



10

caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatggceg
cecgygegttgg
cctgegetgg
aagtecgage
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcccy
gacaccaagqg
aggtacgtygg
gtgtacccct
aactacaagg
tceegtggagyg
gaggtgagga

<210> 56
<211> 2832
<212> ADN

ccatcgeoeag
tgctgtgeca
gcggcaggece
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgccat
cctactccgg
aggagaacca
ccagcgtgac
cecagetgac
agctcectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CD52_T02-R

<400> 56

atgggcgatce
gagagacagc
cagcaacagg
ctggteggee
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgcce
ggcaagcagg
ttgaccceccee
acggtcecage
gtggecatceg
ccggtgetgt
ggceggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcegg
agcaatggcy
caggcccacg
caggegetgg
ccggageagy
cagceggetgt
ategecagea
ctgtgecagg
ggcaageagg
ttgacccece
acggtcocage
gtggccatcg
ccggtgetgt
attggtggea
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtgg
cagttatete

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgectgtcaa
ttggcgtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagccacga
gccaggccca
agcaggcget
ccccggagca
tccagcgget
ccatcgccag
tgctgtgeea
gtggcaagca
gcttgaccece
agacggtgea
tggtggceat
tgceggtget
acgatggegy
cocacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagcaatgyg
gccaggcecca
agcaggeget
ccococggagea
tecagegget
ceatogocag
gecctgatece

ES 2 828 669 T3

caatattggt

ggecccacggce
ggcgetgygag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatcegag
gatcgececgg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggeggegag
caacggegag

acgtaaggtc
catcgatate
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccacecg
gaccgcagtg
gacccecocag
ggtccagegyg
ggccategec
ggtgotgtge
tggeggeaag
cggcttgace
ggagacggtce
ggtggtggee
gttgocggtg
caatggcggt
ggcccacggce
ggcgctggag
ggagcaggtyg
ggegetgttg
cgocagecac
gtgecaggece
caageaggeg
gacccoocag
ggtccagegg
ggccatcgee
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggty
ggtggtggee
gttgecggtg
caatggegge
ggegttggeca

ggcaagcagg
ttgaccccte

agcattgttg
ctegtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggg
ggctececca
ctgcccateg
aagcacatca
ttcctgtteg
cacatcacca
atgatcaaqgg
atcaactteg

atcgataagg
gccgatcetac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgecag
tccggegeac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtgg
ctgttgceocgg
agcaataatg
caggoocacy
caggegetagy
cococageagyg
cagoggetgt
atcgecagec
ctgtgcecagg
gygcaagcagyg
ttgacececece
acggtccage
gtggccatcg
coggtgetgt
gatggeggea
cacggettga
ctggagacgy
caggtggtagy
ctgttgeocgg
agcaataatg
caggcccacy
caggcgetgy
ccggagcagy
caggegetgt
atcgeccagec
ctgtgecagg
ggcaggeegy
gegttgacca

119

cgcetggagac
agcaggtggt
coccagttate
tggecetgecet
tcagecgtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgg
gccaggccga
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacgyg
cceggeaccecet

cggcegactyg

agaccgccgce
gcacgcetegyg
tggcgcagca
taagccaaca
cgtitgeccaga
gegetctgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccatecgocag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gettgacece
agacggtcca
tggtggeeat
tgeocggtget
acgatggegg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
goodaggoooa
agcaggeget
coccggagea
tecagegget
ccatcgecag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgacecec
agacggtcca
tggtggccat
tgooggtget
acgatggcgy
cccacggett
cgcetggagag
acgaccacct

ggtgcaggeg
ggcecatcgee
tegeccetgat
cggegggegt
ccagctggtg
cgtgceccac
cctggagatg
gggcggetec
cgtgatcgtyg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaagggce
cgecgtgetg
gaceotggag
ataa

tgccaagttc
ctacageccag
ccacgaggca
cccggeageyg
ggcgacacac
ggccttgete
acttctcaag
caatgcactg
caatggeggt
ggcccacgge
ggegetggag
ggageaggty
geggetgttyg
cgccagceaat
gtgccaggec
caagcaggcyg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatgcgee
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggottgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgeeggtyg
caatggeggt
ggoccacqgge
ggcgctyggag
ccagcaggtyg
goggctgttyg
cgccagcaat
gtgccaggec
caagcaggcg
gaccoctcag
cattgttgec
cgtegecttyg

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

10290
1080
1140
1200
12690
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1320
1380
2040
2100
2160



10
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gectgecteg
agecegttoce
ctgaagtacg
gacegtatec
aagcacetgg
gactacggeg
caggccgacg
cccaacgagt
toceggecact
tgcaacggcg
ggcaccctga
gccgactgat

<210> 57
<211>49
<212> ADN

gegggegtee
agetggtgaa
tgoeccacga
tggagatgaa
goggetocag
tgategtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgte
ccctggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRAC_T02

<400> 57

ES 2 828 669 T3

tgegetggat
gtecgagetg
gtacategag
ggtgatggag
gaagccegac
caccaaggec
gtacgtggag
gtacccctce
ctacaaggcc
cgtggaggag
ggtgaggagg

gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgategaga
ttetteatga
ggcgecatet
tacteeggeg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca
ctcctgatcg
aagttcaaca

agggattggy
aatcegagtt
tegeccggaa
aggtgtacgg
acaccgtggy
getacaaccet
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gcggcgagat
acggcgagat

tttagaaagt tcetgtgatg tcaagetggt cgagaaaage tttgaaaca

<210> 58
<211>49
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRAC_TO03

<400> 58

tccagtgaca agtctgtectg cctattcace gattttgatt ctcaaacaa

<210> 59
<211> 49
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRAC_T04

<400> 59

tatatcacag acaaaactgt gctagacatg aggtctatgg acttcaaga

<210> 60
<211> 49
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TRAC_TO05

<400> 60

tgaggtectat ggacttcaag agcaacagtg ctgtggectg gagcaacaa

<210> 61
<211> 47
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

120

ggatcctate
gaggcacaag
cagcacccag
ctacagggge
ctoececate
geceatogge
gcacatcaac
cctgttogtg
catcaccaac
gatcaaggcc
caacttcgcg

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832

4%

439

49

49
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60

ES 2 828 669 T3

<220>
<223> CD52_T01

<400> 61
tteoctetteoe tectaccace atecagocteoe tttacetgta ccataac

<210> 62

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD52_T04

<400> 62

ttcctcctac tcaccacagc ctcctggtct tacctgtacc ata

<210> 63

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD52_T05

<400> 63
tectactcage catcagetee tggttatttg ctettacetg tac

<210> 64

<211>47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD52_T06

<400> 64
ttatcccact tctcctctac agatacaaac tttttgtcct gagagtce

<210> 65

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CD52_T07

<400> 65
tggactctca ggacaaacga caccagccaa atgctgaggg gctgcectg

<210> 66

<211>60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo CD52

<220>
<221> misc_feature

121

47

43

43

47

47
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ES 2 828 669 T3

<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 66
ccatectecate cetgegtgte tcocecgactcag nnnnnnnnnn cagatctgea gaaaggaagc

<210> 67

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo TRAC

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 67
ccatctcatec cctgegtgte tcegactcag nnnnnnnnnn atcactggea tetggactcec
a

<210> 68

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo TRBC1

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 68
ccateteate cetgeogtgte tecegactcag nnnnnnnnnn agageccecta ccagaacceag
ac

<210> 69

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo TRBC2

<220>
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Ile

Leu

Vval

210

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys=

Ala

Gly

Cys

370

Hisg

Val

Ala

Leu

Ala
450

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

Hisg

Gly

355

Gln

Asp

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Arg

val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Val

Ala

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Gly

Leu

Ser

ES 2 828 669 T3

Leu

230

Ala

Ala

Val

Val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

3580

Ala

Gly

Cys

Asn

215

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asn
455

Val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Val

Val

Glu

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Len

val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

142

Cys

Asn

250

Val

Ala

Len

Ala

Arg

330

Val

Val

Glu

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Gln

235

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

355

Pro

Leu

Leu

Gln

220

Ala

Gly

Cys

Agn

val

300

Ala

Leu

Ala

Arg

val

380

Val

Gln

Glu

Thr

Ala
440

His

Gly

Gln

Agn

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

Thr

Bro

445

Leu

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

His

val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

val

430

Gln

Glu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asp

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

415

Gln

Gln

Thr

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

His

Val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

val

val
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Gln Arg Leu Leu Pro
465

Gln Val val Ala Ile
485

Thr Val Gln Arg Leu
500

Pro Gln Gln Val val
515

Leu Glu
530

<210> 86

<211> 529

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticion PDCD1_T01-R

<400> 86
Leu Thr Pre¢ Gln Gln

1 5

Gln Ala Leu Glu Thr
20

His Gly Leu Thr Pro
35

Gly Lys Gln Ala Leu
50

Gln Ala His Gly Leu
63

Ile Gly Gly Lys Gln
85

Leu Cys Gln Ala His
100

Ser Asn Asn Gly Gly
115

Pro Val Leu Cys Gln

ES 2 828 669 T3

Val

470

Ala

Leu

Ala

Val

Val

Glu

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Leu

Ser

Pro

Ile

Val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Cys

His

Val

Ala
520

Ala

Arg

val

40

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Gln

Asp

Leu

505

Ser

Ile

Leu

25

val

Gln

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

143

Ala

Gly
4%0

Cys

Asn

Ala

10

Leu

Ala

Ala

Val

Val

90

Gln

Glu

Thr

His

475

Gly

Gln

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Gly

Lys

Ala

Gly

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

Ala

Val

Val

Gln

Leu

Gln

His

Gly
525

Asn

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

125

Gln

Thr

Ala

Gly
510

Arg

Gly

Cys

30

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

val

Pro

Leu
485

Leu

Pro

Gly

15

Gln

Ile

Leu

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Glu

480

Glu

Thr

Ala

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

80

Val

Ala

Leu

Ala



Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Leu

Leu

Ala

Gly

305

Lys

Ala

Gly

Cys

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Leu

230

Leu

Gln

His

Gly

Gln
370

Ser

Pro

Ile

Leu

135

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

355

Ala

Asn

Val

Ala

180

Leu

Ala

Arg

Val

Val

260

Glu

Thr

Pro

Leu

Leu

340

Gln

His

Asn

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

245

Gln

Gln

Val

Gln

Glu

325

Thr

Ala

Gly

ES 2 828 669 T3

Gly

130

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

Gln

Gln

310

Thr

Pro

Leu

Leu

135

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

Val

Arg

2385

Val

Val

Gln

Glu

Thr
375

Lys Gln

Ala His

Gly Gly
185

Cys Gln
200

Asn Asn

Val Leu

Ala Ser

Leu Pro
265

Ala Ile
280

Leu Leu

Val Ala

Gln Arg

Gln val

345

Thr Val
360

Pro Gln

144

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

val

Ala

Pro

Ile

Leu

330

Val

Gln

Gln

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Asn

Leu

Ser

Val

Ala

315

Leu

Ala

Arg

val

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

Leu

300

Ser

Pro

Ile

Leu

val
380

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Gly

285

Cys

Asn

val

Ala

Leu

365

Ala

Val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

350

Pro

Ile

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Lys

Ala

Gly

Cys

335

Asn

val

Ala

Arg

160

val

val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Gln

His

Gly

320

Gln

Gly

Leu

Ser
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Asn
385

Val

Ala

Ala

Arg
465

Val

Val

Gln

Glu

<210> 87
<211> 530
<212> PRT

Gly

Ser

Pro

Ile

450

Val

Gln

Gln

Gly

Cys

Azn

Val

435

Ala

Leu

Ala

Arg

Val
515

Gly

Gln

Azn

420

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

500

Val

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Ala

405

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

485

Leu

Ala

<223> Repeticion PDCD1_T03-L

<400> 87

Leu Thr Pro Glu Gln

1

5

Gln Ala Leu Glu Thr

20

His Gly Leu Thr Pro

35

Gly Lys Gln Ala Leu

ES 2 828 669 T3

Gln

390

His

Gly

Gln

Gly

Leu

470

Ser

Pro

Ile

val

vVal

Glu

Glu

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

455

Cys

His

Val

Ala

val

Gln

Gln

Thr

Leu

Leu

Gln

His

440

Gly

Gln

Asp

Ser
520

Ala

Ala

Val

40

Val

Glu

Thr

Ala

425

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

505

Azn

Ile

Leu

25

Val

Gln

145

Thr

Pro

410

Leu

Leu

Gln

His

Gly

490

Gln

Gly

Ala

10

Leu

Ala

Arg

Val

385

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

475

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

460

Leu

Gln

His

Gly

Asn

Val

Ala

Leu

Arg

Val

Val

Gln

445

Glu

Thr

Ala

Gly

Arg
525

Ile

Leu

Ser

45

Pro

Leu

Val

Gln

430

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

510

Pro

Gly

Cys

30

His

Val

Leu

Ala

415

Arg

Val

Val

Glu

Glu

485

Thr

Ala

Gly
15

Gln

Asgp

Leu

Pro

400

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

480

Thr

Pro

Lys

Ala

Gly

Cys



Gln

65

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

225

Pro

Len

Leu

Gln

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

210

Val

Gln

Glu

Thr

Ala
290

His

Gly

Gln

Gly

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

His

Val

Ala

180

Leu

aAla

val

Val

260

Gln

Glu

Leu

Gln

85

His

Gly

Gln

Asp

Leu

165

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

245

Gln

Gln

Thr

ES 2 828 669 T3

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Val

Ala

Leu

230

Ala

Arg

Val

Val

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser

215

Pro

Ile

Leu

Val

Gln
295

Glu

Glu

Thr

Ala

120

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

200

Asn

val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Gln

Thr

Pro

105

Leu

Leu

Gln

His

Gly

185

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

146

Val

val

90

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

250

val

Ala

Leu

Val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

Gln

235

Gly

Leu

Ser

Pro

60

Ala

Arg

val

Val

Glu

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

220

Ala

Gly

Cys

Asn

Val
300

Ile

Leu

val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

His

Gly

Gln

Asn

285

Leu

Ala

Leu

Ala

110

Arg

val

Val

Gln

Glu

150

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

Ser

Pro

95

Ile

Leu

val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

His

80

val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

val

Gln

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala



His

305

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

385

Pro

Ile

Leu

Val

Gln

465

Gln

Thr

Pro

Leu

<210> 88

<211> 529
5 <212> PRT

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Leu

Ala

450

Arg

Val

Val

Gln

Glu
530

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Asn

Leu

Ser

Pro

435

Ile

Leu

Val

Gln

Gln
515

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

His

420

Val

Ala

Leu

Ala

Ala

300

Val

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

485

Leu

Val

ES 2 828 669 T3

Gln

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Cys

His

Val

470

Ala

Leu

Ala

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Gly

Gln

Asp

455

Leu

Ser

Pro

Ile

Val

Val

Gln

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

440

Gly

Cys

Asn

Val

Ala
520

Val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

425

His

Gly

Gln

Ile

Leu

505

Ser

147

Ala

Arg

330

Val

Val

Gln

Glu

Thr

410

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

490

Cys

Asn

Ile

315

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Leu

Leu

Gln

His

475

Gly

Gln

Gly

Ala

Leu

Ala

Arg

Val

380

Val

Glu

Glu

Thr

Ala

460

Gly

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

365

Val

Gln

Gln

Thr

Fro

445

Leu

Leu

Gln

His

Gly
525

Asn

Val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

Val

430

Glu

Glu

Thr

Ala

Gly

510

Arg

Asn

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

Val

415

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

495

Leu

Pro

Gly

320

Cys

Aszn

Val

Ala

Leu

400

Ala

Arg

Val

Val

Glu

480

Glu

Thr

Ala



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Repeticion PDCD1_T03-R

<400~ 88

Leu

1

Gln

His

Gly

Gln

65

Asp

Leu

Ser

Pro

Ile

145

Leu

Val

Gln

Gln

Thr

Ala

Gly

Lys

50

Ala

Gly

Cys

Asn

Val

130

Ala

Len

Ala

Arg

Val
210

Pro

Leu

Leu

35

Gln

His

Gly

Gln

Gly

115

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

195

Val

Glu

Glu

20

Thr

Ala

Gly

Lys

Ala

100

Gly

Cys

Asn

Val

Ala

180

Leu

Ala

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Gly

Gln

Gly

Leu

165

Ser

Pro

Ile

ES 2 828 669 T3

Val

Val

Gln

Glu

Thr

70

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

150

Cys

Asn

Val

Ala

Val

Gln

Gln

Thr

55

Pro

Leu

Leu

Gln

His

135

Gly

Gln

Gly

Leu

Ser
215

Ala Ile

Arg Leu
25

Val val
40

Val Gln

Glu Gln

Glu Thr

Thr Pro
105

Ala Leu
120

Gly Leu

Lys Gln

Ala His

Gly Gly

185

Cys Gln
200

Asn Asn

148

Ala

10

Leu

Ala

Arg

val

val

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

170

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

Ile

Leu

val

75

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

155

Leu

Gln

His

Gly

His

val

Ala

Leu

60

Ala

Arg

val

val

Gln

140

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys
220

Asp

Leu

Ser

45

Pro

Ile

Leu

val

Gln

125

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

205

Gln

Gly

Cys

30

Asn

val

Ala

Leu

Ala

110

Arg

val

val

Gln

Glu

130

Thr

Ala

Gly

15

Gln

Gly

Leu

Ser

FPro

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

175

Thr

Pro

Leu

Lys

Ala

Gly

Cys

His

80

val

Ala

Leu

Ala

Arg

160

val

Val

Gln

Glu



Thr

225

Pro

Leu

Leu

Gln

His

305

Gly

Gln

Gly

Len

Ser

385

Pro

Ile

Len

Ala

Arg
465

val

Glu

Glu

Thr

Ala

290

Gly

Lys

Ala

Gly

Cys

370

Asn

Val

Ala

Pro

Ile

450

Len

Gln

Gln

Thr

Pro

275

Leu

Leu

Gln

His

Gly

355

Gln

Asn

Leu

Ser

val

435

Ala

Len

Arg

val

Val

260

Gln

Glu

Thr

Ala

Gly

340

Lys

Ala

Gly

Cys

Asn

420

Len

Ser

Pro

Leu

val

245

Gln

Gln

Thr

Pro

Leu

325

Leu

Gln

His

Gly

Gln

405

Gly

Cys

Asn

Val

ES 2 828 669 T3

Leu

230

Ala

Ala

Val

Val

Glu

310

Glu

Thr

Ala

Gly

Lys

390

Ala

Gly

Gln

Asn

Len
470

Pro

Ile

Leu

val

Gln

295

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

375

Gln

His

Lys

Ala

Gly

455

Cys

val

Ala

Leu

Ala

280

Arg

Val

Vval

Gln

Glu

360

Thr

Ala

Gly

Gln

His

440

Gly

Gln

Leu

Ser

Pro

265

Ile

Leu

Val

Gln

Gln

345

Thr

Pro

Leu

Leu

Ala

425

Gly

Lys

Ala

149

Cys

Asn

250

Val

aAla

Leun

Ala

Arg

330

val

Val

Gln

Glu

Thr

410

Leu

Leu

Gln

His

Gln

235

Ile

Leu

Ser

Pro

Ile

315

Len

val

Gln

Gln

Thr

395

Pro

Glu

Thr

Ala

Gly
475

Ala

Gly

Cys

Asn

val

300

Ala

Leu

aAla

Arg

val

380

val

Glu

Thr

Pro

Leu

460

Leu

His

Gly

Gln

Gly

285

Leu

Ser

Pro

Ile

Leu

365

val

Gln

Gln

val

Gln

445

Glu

Thr

Gly

Lys

Ala

270

Gly

Cys

His

val

Ala

350

Leu

Ala

Arg

Val

Gln

430

Gln

Thr

Pro

Leu

Gln

255

His

Gly

Gln

Asp

Leu

335

Ser

Pro

Ile

Leu

val

415

Arg

val

Val

Glu

Thr

240

Ala

Gly

Lys

Ala

Gly

320

Cys

Asn

val

Ala

Leu

400

Ala

Leu

val

Gln

Gln
480
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ES 2 828 669 T3

Val vVal Ala Ile Ala Ser His Asp Gly Gly Lys Gln Ala

485

490

Val Gln Arg Leu Leu Pro Val Leu Cys Gln Ala His Gly

500

505

Gln Gln Val Val Ala Ile Ala Ser Asn Gly Gly Gly Arg
520

Glu

<210> 89
<211> 2814
<212> ADN

515

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CTLA4_TO1-L

<400> 89

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagq
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgacecccece
acggtecage
gtggceateg
cceggtgetgt
gatggcggea
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaatggcg
caggcccacg
caggcgcetgg
ccggagcagg
cageggetgt
atcgcoecagea
ctgtgecagyg
ggcaagcagg
ttgacecece
acggtccage
gtggccatecg
coggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatggeg

ctaaaaagaa
tegecgatcet
ttegttegac
acatcgttge
acatgatcge
ggtceggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaataa
gccaggeccea
agcaggeget
coccggagea
tccagegget
ccatcgccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgacecce
agacggtcca
tggtggcceat
tgeeggtget
atattggtgg
cccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagccacga
gccaggceca
agcaggecget
cccocggagea
tccagegget
ccategecag
tgctgtgeca
gcggeaggeo

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggecgeag
gttaagccaa
agcgttgeca
acgegetetg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgeco
ggtgctgtge
tggtggcaay
cggcettgace
ggagacggtce
ggtggtggec
gttgccggtg
ccacgatggc
ggcccacgge
ggegetggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagecac
gtgeoceaggeco
caagcaggceg
gaccceggag
ggtccagegy
ggccategeco
ggtgctgtge
tggcggcaay
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgccggty
ccacgatgge
ggcecacgge
ggcgetggag

atcgattacc
ggctacagcc
caccacgagyg
cacceggeag
gaggcgacac
gaggecttge
caacttctea
cgcaatgecac
agcaataatg
caggecacacyg
caggegetgyg
ccggageagyg
cagcggetgt
atcocgeccagece
ctgtgeccagg
ggcaagcagg
ttgaccececee
acggtccage
gtggccatcg
ceggtgetgt
gatggeggea
cacggettga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgeegg
agcaatggeg
caggceccacy
caggcgctgg
ccccagcagy
cageggetgt
atcgccagee
ctgtgeccagg
ggcaagcagg
ttgacceecte
agcattgttg

150

525

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgacccco
agacggtcca
tggtggccat
tgeeoggtget
acgatggegy
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaataa
goccaggecca
agcaggeget
cocoggagea
tgecaggeget
ccategecag
tgetgtgeca
gtggcaagca
gcttgaccec
agacggtceca
tggtggccat
tgccggtget
acgatggcygyg
cccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cccagttate

Leu Glu Thr
495

Leu Thr Pro
510

Proc Ala Leu

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtogetgte
cgttggegte
gggagagttg
acgtggcggc
cccgectcaac
ggcgetggag
ccagcaggtg
geggetgtty
cgccageocac
gtgeccaggee
caagcaggcyg
gaccccggag
ggtccagcgg
ggccategee
ggtgctgtgc
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgeeggtg
ccacgatgge
ggoccacgge
ggcgetggag
ggagcaggtyg
gcggetgttyg
cgccageaat
gtgccaggec
caagcaggcy
gaccccggagy
ggtecageqgg
ggccatagoe
tegecotgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1290
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



10

ccggegttgg
cctgegetgg
aagtccgagce
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagccceg
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtacccct
aactacaagg
tcegtggagy
gaggtgagga

<210> 90
<211> 2832
<212> ADN

ccgegktgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttctteat
acggegecat
cctactecgg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagctgac
agctectgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CTLA4_TO1-R

<400> 90

atgggcgatc
gagagacagc
cagcaacagg
ctggtcggeco
ttagggaceg
gaagcgatceg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgecce
gygcaagcagyg
ttgacccecgg
acggtccage
gtggecatceg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
ctgttgcecgg
agcaataatg
caggcccacg
caggcgctyg
ccggagcayyg
cagocggctgt
ategecagea
ctgtgecagg

ggcaagcagqg
ttgaccecece

acggtcocage
gtggecateqg
ccggtgctgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacygg
caggtggtgg
cagttatcte
gcctgecteg
agecgtteec
ctgaagtacg

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tegetgteaa
ttggegtegy
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatat
gccaggcoceca
agcaggeogcet
cccoeggagea
tgraggeogcet
ccatcgeeag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtgca
tggtggccat
tgcocggtget
atattggtgg
cecacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggetgttgee
ccagcaataa
gccaggccca
agcaggcget
ccccccagea
tccagcggct
ccatcgeccag
gcoccctgatece
gegggegtec
agctggtgaa
tgecececacga

ES 2 828 669 T3

caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgcoegg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgayg
caacggcgag

acgtaaggtc
catcgatatce
accgaaggtt
acacgcgcac

gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatcgec
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgeeggty
caatattggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ggagcaggtg
ggcgctgttyg
cgccagccac
gtgccaggcec
caagcaggeg
gaccaeaccag
ggtccagegyg
ggecategec
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggee
gttgccggtyg
caatggcggc
ggcgttggee
tgegetggat
gtecgagetg
gtacategaqg

ctcogtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccec
ggctacaggy
ggctececoca
ctgcccateg
aagcacatca
ttecctgtteg
cacatcacca
atgatcaagyg
atcaactteg

atcgataagg
gecgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgategeag
tecggegeac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtgg
ctgttgeccgg
agccacgatg
caggcccacg
caggcgetgy
ccccageagyg
cagcggetgt
atcgcceagcea
ctgtgecagg
ggcaagcagyg
ttgacceccce
acggtccagc
gtggccatcg
ccggtgctgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeegg
agcaataatg
caggceccacyg
caggcgetgg
ccgygagcagy
caggcgctgt
atcgccagea
ctgtgccagyg
gycagygccgy
gecgttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatecgaga

151

tggecctgect
tcagccegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tegactacgg
gccaggcega
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacqgg
ccggeacect
cggccgactyg

agaccgecgce
gcacgctcgg
tggcgeagea
taagccaaca
cgttgeoeaga
gcgectctgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccatcgccag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gettgaccce
agacggtgcea
tggtggecat
tgecggtget
atattggtgg
cocacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatat
gccaggccca
agcaggcgct
ccccggagea
tgecaggeget
ccategecaq
tgetgtgecea
gtggcaagea
gettgacoea
agacggtcca
tggtggccat
tgcecggtget
atggcggtgg
cccacggctt
cgctggagag
acgaccacct
agggattggg
aatcegagtt
tegecceggaa

cggegggegt
ccagetggtg
cgtgececac
cctggagatg
gggeggetec
cgtgategtg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgeogtgetyg
gaccctggaqg
ataa

tgccaagtte
ctacagcceag
ccacgaggca
ccoggeageyg
ggcgacacac
ggcettgete
acttctcaag
caatgcactg
caataatggt
ggcccacggc
ggcgctggag
ggagcaggtg
ggcgetgttyg
cgccagcaat
gtgeccaggcee
caagcaggcyg
gaccceggag
ggtgcaggeg
ggccatcgec
ggtgctgtgce
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgeeggtyg
caataatggt
ggcecacgge
ggcgetggag
ccagecaggtyg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcyg
gacccctcag
cattgttgcc
cgtcgecttyg
ggatcectate

gaggcacaag
cagecacccag

2160
2220
2280
2340
2400
2460
25290
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



10

gaccgtatcec
aagcacctgg
gactacggceg
caggccgacg
cccaacgagt
tceggecact
tgcaacggcg
ggcaccctga
gccgactgat

<210> 91
<211> 2814
<212> ADN

tggagatgaa
geggceteocag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tecaagggcaa
ccgtgctgtce
ccctggagga
aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CTLA4_TO03-L

<400> 91

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgecag
ttgacccecee
acggtccage
gtggecatceg
ccggtgetgt
ggeggtggea
cacggcttga
ctggagacgyg
caggtggtgg
ctgttgcegg
agcaatattg
caggcccacg
caggcgotgg
ccccagcagg
cageggetgt
atcgecagece
ctgtgecagg
ggcaagceagyg
ttgacceegyg
acggtgcagg
gtggccatcg
coggtgetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygg
ctgttgecgg
agecaatggeg
ceggegtigy
cctgegetgg
aagteocogage
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaagcccg
gacaccaagg

ctaaaaagaa
tcgecegatct
ttegttegac
acatcgttge
acatgatcge
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatgyg
gcocaggecca
agcaggcgct
ceceggagea
teccagegget
ccatcgeccag
tgctgtgecca
gtggcaagca
gcttgaccec
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
acgatggegy
cecacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgcetgttgee
ccagcaataa
gccaggecca
agcaggcgct
ccccggagea
tgcaggoget
ccatcgecag
tgetgtgeca
gcggeaggec
cegegttgac
atgecagtgaa
tggaggagaa
agctgatega
agttcttcat
acggcgocat
cctactcococgg

ES 2 828 669 T3

ggtgatggag
gaagccegac
caccaaggcec
gtacgtggag
gtacccctec
ctacaaggec
cgtggaggag
ggtgaggagy

acgtaaggtec
acgcacgcte
agtggcgcag
gttaagccaa
agegttgeoeca
acgcgectetg
ggacacaggeae
gcatgecatgg
ggccatcgee
ggtgctgtge
cggtggeaag
cggcttgace
ggagacggtce
ggtggtggece
gttgeegytyg
ccacgatgge
ggcocccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgecaggece
caagcaggog
gaccccoccag
ggtccagegy
ggccategece
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggce
gttgceggtg
caatattggt
ggcccacgge
ggegetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatcegag
gatcgceegyg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac

ttctteatga
ggcgccatct
tactceggeg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca
ctcctgatcg
aagttcaaca

atcgattacc
ggctacagec
caccacgagg
cacccggeaqg
gaggcgacac
gaggccttge
caacttetca
cgcaatgeac
agcaatggeg
caggcccacg
caggcgetgy
cococageagqg
cageggetgt
atcgecagec
ctgtgecagy
ggcaagcagg
ttgacccecgg
acggtgcagg
gtggccateg
coggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtygyg
ctgttgeecgyg
agcaatattyg
caggecocacqg
caggcgectgg
ccggagcadg
cagcggetgt
atcgccageca
ctgtgccagy
ggcaagcagy
ttgacccecte
agcattgttg
ctegtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccce
ggctacaggyg
ggctccececea
ctgceccateg

152

aggtgtacgg
acaccgtggg

gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacea
gcggcgagat
acggcgagat

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtggc
agattgcaaa
tgacgggtgc
gtggcaagca
gettgacccoe
agacggtcca
tggtggceat
tgceggtget
acgatggegyg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgctgttgee
ccagcaatgg
gccaggeeca
agcaggcgct
ccococcggagea
tecagegget
ccateocgecag
tgetgtgeca
gtggcaagea
gettgacecee
agacggtcca
tggtggccat
tgcecggtget
atattggtgyg
cccacggett
cgctggagac
agecaggtggt
cccagttate
tggectgect
tecageegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacygg
goccaggoega

ctacaggggce
ctceeocecate
gececateogge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggcc
caacttcgcg

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttyg
acgtggcgge
ccogetcaac
ggcgctggag
ccagcaggtyg
geggetgttyg
cgccagceaat
gtgcecaggec
caagceaggeqg
gaccecggag
ggtccagegg
ggccatcgec
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgeeggtyg
caatggeggt
ggcccacgge
ggegetgyag
ccagecaggtg
gcggetgttyg
cgccagccac
gtgccaggcc
caagcaggcyg
gaccccggag
ggtgcaggeqg
ggccategeca
tegeecctgat
cggegggegt
ccagqetggtyg
cgtgececcac
cctggagatyg
gggcggcetee
cgtgategtyg
cgaaatgcag

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832

60
120
180
240
300
360
429
480
540
600
660
720
780
840
900
360

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



10

aggtacgtgy
gtgtacccct
aactacaagg
tcogtggagy
gaggtgagga

<210> 92
<211> 2832
<212> ADN

aggagaacca
ccagcgtgac
cccagctgac
agctcctgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CTLA4_T03-R

<400> 92

ES 2 828 669 T3

gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggeggcgayg
caacggcgag

aagcacatca
ttcectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg
atcaacttcg

accccaacga
tgtccggeca
actgcaacgg
ccggecaccct
cggccgactg

atgggagate
gagagacagco
cagcaacagg
ctggtoggeco
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggogyg
attgcaaaac
acgggtgeec
ggcaagcagy
ttgaccecce
acggtacage
gtggocateg
coggtgetgt
gatggoggea
cacggcecttga
ctggagacyg
caggtggtyg
ctgttgecgg
agcaatggeyg
caggcccacy
caggegetgg
ccggageagy
cagcggetgt
atcogeocagee
ctgtgccagg

ggcaagcagyg
ttgaccecgg

acggtccagc

gtggccatcg
ccggtgetgt
aatggtggea
cacggettga
ctggagacgy
caggtagtygg
cagttatete
gectgocteg
agcocgttceco
ctgaagtacg
gaccgtatcc
aagcacctgg
gactacggcg
caggccgacg
cccaacgagt
tecggecact
tgcaacggeyg

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgctgtcaa
ttggogtegy
gagagttgag
gtggcggegt
cgetcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagecacga
gccaggceca
agcaggoget
cccocggagea
tgcaggoget
ccatcgecag
tgctgtgceca
gtggcaagea
gettgacoce
agacggtgca
tggtggeocat
tgeeggtget
acgatggegy
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatat
gccaggccca
agcaggaget
ceccggagea
tecageogget
cecatcegecag
gecotgateoe
gogggegtee
agctggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
geggctocag
tgatcgtgga
aaatgcagag
gatggaaggt
tcaagggeaa
cegtgetgte

acgtaaggtce
catogatatco
accgaaggtt
acacgcgoac

gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccccoocag
ggtcecagegy
ggecategee
ggtgetgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggto
ggtggtggec
gttgccggtyg
caataatggt
ggcoccacggeo
ggegetggag
ggagcaggty
ggegetgttg
cgocageocac
gtgccaggeoa
caagcaggeyg
gacccoggag
ggtgcaggeg
ggccatecgeco
ggtgctgtgce
tggtggcaag
cggocttgace
ggagacggtce
ggtggtggec
gttgcegygty
caatggeggce
ggegttggec
tgogetggat
gtcocgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagccocgac
caccaaggco
gtacgtggag
gtaccoctec
ctacaaggeoc
cgtggaggag

atcgataagg
gecgatctac
cgttocgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
teccggegeac
ttacagttgyg
gaggcagtgce
caggtggtag
ctgttgeegyg
agcaataatg
caggoocacy
caggcgetygy
ccggagoage
cagcggetgt
atocgoecagea
ctgtgeccagg
ggcaagcagy
ttgacccoccece
acggteocage
gtggccateg
ceggtgetgt
gatggeggea
cacggettga
ctggagacgy
caggtggtgy
ctgttgocegg
agccacgatg
caggccoacy
caggcgetgg
ccoccagoagy
cageggetgt
atcgecagec
ctgtgecagg
ggcaggccgyg
gegttgaccea
gceagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgcecatet
tactceggeg
gagaaccaga
agoegtgaceg
cagcetgacca
ctectgateg

153

agaccgocge
gocacgctogg
tggcgeagea
taagccaaca
cgttgccaga
gogetotgga
acacaggoca
atgcatggeg
ccategecag
tgetgtgeca
gtggcaagea
gettgacceoe
agacggtceca
tggtggccat
tgcoggtget
atattggtgg
cccacggctt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgece
ccageaatat
gecaggocca
agecaggeget
coocggagea
tacagegget
ccatcgccag
tgctgtgeea
goggcaagcea
gottgacoce
agacggtgea
tggtggccat
tgecggtget
acgatggcgyg
cocacggett
cgctggagag
acgaccacet
agggattggg
aatcecgagtt
tcgocoggaa
aggtgtacygg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
geggegagat

gtggtggaag
cttcaagggc
cgcegtgetg
gaccctggag
ataa

tgcecaagtte
ctacagoccag
ccacgaggca
ccoggeageg
ggcgacacac
ggeccttgete
acttctcaag
caatgcactg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgetggag
ggagcaggtg
goeggetgttg
cgocagecac
gtgccaggec
caagcaggcy
gaccccceag
ggtccagegy
ggccatcogec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtce
ggtggtggec
gttgceggtg
caatattggt
ggoccacgge
ggcgetggag
ggagcaggty
ggogetgttyg
cgccagcaat
gtgccaggee
caagcaggdyg
gaceccteag
cattgttgee
agtegeocttyg
ggatcctate
gaggcacaag
cagcacccag
ctacaggggc
ctococecate
gecccatogge
gcacatcaac
cotgttegtyg
catcaccaac
gatcaaggece

2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760



10

ggcaccctga ccctggagga ggtgaggagg aagttcaaca acggcgagat caacttcgoeg

gccgactgat aa

<210> 93
<211> 2814
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CTLA4_TO04-L

<400> 93

atgggecgatce
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgce
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgaccccgg
acggtccage
gtggecatceg
ccggtgetgt
attggtggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgyg
ctgttgecgg
agccacgatg
caggcccacyg
caggcgctgg
ccggagcagg
caggcgctgt
atcgecagea
ctgtgecagg
ggcaageagg
ttgacceegg
acggtgeagg
gtggecateg
cecggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcecgg
agcaatggeg
ceggegttygg
cctgegetgyg
aagtecgage
gagtacateg
aaggtgatygg
aggaagcccy
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtaccecct
aactacaagg
tcocogtggagy
gaggtgagga

ctaaaaagaa
tcgeecgatct
ttegttcegac
acatcgttge
acatgatecge
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagccacga
gccaggcoceca
agcaggcgcet
ccococcagea
tcecagegget
ccatcgecag
tgctgtgeoca
gcggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtget
ataatggtgg
ceccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cgetgttgece
ccagcaatat
gccaggecca
agcaggcgcet
ccccoccagea
tccageoggcet
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gcggcaggcoco
cegegttgac
atgecagtgaa
tggaggagaa
agctgatega
agttetteat
acggcgecat
cctactcogyg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagctgac
agctectgat
ggaagttcaa

ES 2 828 669 T3

acgtaaggtc
acgcacgctce
agtggcgeag
gttaagccaa
agegttgcea
acgcgetetg
ggacacagyge
gcatgcatgg
ggccategee
ggtgctgtge
tggcggeaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggec
gttgeeggtyg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggctgttg
cgccageaat
gtgccaggce
caagcaggeg
gaccocggag
ggtecagegg
ggccatogee
ggtgotgtge
tggtggcaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgceggtyg
ccacgatgge
ggoccacgge
ggegetyggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccogag
gatcogooegg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggectacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag
caacggegag

atcgattacc
ggctacagcc
caccacgagg
cacccggcag
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agccacgatg
caggcceacyg
caggcgcetgy
ccggagcagyg
caggegetgt
atcgecagca
ctgtgecagg

ggcaagcagyg
ttgaccccgg

acggtccagc
gtggccatecg
cocggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacygg
caggtggtyg
ctgttgecgg
agcaatattg
caggococacyg
caggegetygg
cococageagg
cagcggctgt
atcgccageca
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgaccecctc
agcattgttg
ctegtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagecacac
ggctacaggy
ggctccececa
ctgceccateg
aagcacatca
ttectgtteg
cacatcacca
atgatcaagqg
atcaactteg

154

catacgatgt
agcagcaaca

cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtgce
gocggcaagea
gettgacecee
agacggtcca
tggtggcceat
tgceggtget
atggoggtgy
cccacggett
cgoctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggeget
ccccccagea
tecagegget
ccatcgeocag
tgcotgtgeca
gtggcaagcea
gettgaccee
agacggtgca
tggtggccat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ccecagttate
tggectgect
tecageegtte
agctgaagta
aggacecgtat
gcaagcaccet
tcgactacgyg
gccaggecega
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacygg
ccggeacect
cggocgactg

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtecgetgte
cgttggecgtce
gggagagttg
acgtggcggce
cccgctcaac
ggcgctggag
ggagcaggtg
goggetgttg
cgccagceaat
gtgccaggec
caagcaggeg
gaccaococcag
ggtccagegg
ggccatcgec
ggtgctgtgce
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggcec
gttgeeggtyg
ccacgatgge
ggcocacgge
ggegetyggag
ggagcaggtyg
ggegetgttg
cgocageaat
gtgccaggcec
caagcaggeyg
gaccccoggag
ggtccagegg
ggccategec
tegeeccotgat
cggegggegt
ccagetggtyg
cgtgecacac
cotggagatyg
gggeggeteco
cgtgategtyg
cgaaatgcaqg
gtggtggaag
cttcaaggge
cgecgtgetyg
gaccctggaqg
ataa

2820
2832

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
20490
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
25290
2580
2640
2700
2760
2814



10

15

<210> 94
<211> 2832
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN CTLA4_T04-R

<400> 94

atgggcgatc
gagagacagc
cagcaacagg
ctggtecggee
ttagggaccg
gaagcegatceg
acggtggegy
attgcaaaac
acgggtgcec
ggcaagcagy
ttgaccccgg
acggtccage
gtggccatcg
ccggtgetgt
aatggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgyg
ctgttgecgg
agccacgatg
caggcccacyg
caggcgctgg
ccccagcagg
cagecggetgt
atcgccagca
ctgtgccagy
ggcaageagg
ttgacceegg
acggtccage
gtggecateg
ceggtgetgt
attggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
cagttatcte
goctgocteg
agccgttece
ctgaagtacyg
gaccgtatec
aagcacetgg
gactacggeg
caggcocogacy
cccaacgagt
tccggeccact
tgcaacggcg
ggcaccctga
goccgactgat

<210> 95
<211> 2814
<212> ADN

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgectgtcaa
ttggecgtcgg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagcaatgg
gccaggccoca
agcaggcgcet
cocococcagea
tcecagegget
ccatcgeocag
tgctgtgeca
gcggcoaagea
gcttgaccee
agacggtgca
tggtggccat
tgccggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
ggetgttgece
ccagccacga
gecaggecoca
agcaggeget
ccococggagea
tccageoggcet
ccatcgeccag
gcectgateo
gocgggegtec
agctggtgaa
tgeeoccecacga
tggagatgaa
geggeteocag
tgategtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgte
ccctggagga
aa

ES 2 828 669 T3

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccocecag
ggtccagegg
ggccatcgee
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggece
gttgeeggtyg
ccacgatgge
ggococacgge
ggcgetggag
ggagcaggtg
ggcgctgttg
cgccageaat
gtgccaggce
caagcaggcg
gacccoggag
ggtgcaggeg
ggccatogee
ggtgetgtge
tggeggeaag
cggettgace
ggagacggtg
ggtggtggce
gttgcecggtg
caatggcgge
ggcgttggee
tgcgectggat
gtccgagetg
gtacategag
ggtgatggag
gaagccocogac
caccaagged
gtacgtggag
gtacdeceteo
ctacaaggce
cgtggaggag
ggtgaggagg

atcgataagg
gececgatcectac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tccggegecac
ttacagttgg
gaggcagtgce
caggtggtgg
ctgttgcegg
agccacgatg
caggcceacyg
caggcgetgy
ccccagcagyg
cageggetgt
atcgecagea
ctgtgecagg

ggcaagcagg
ttgacceogg

acggteocage
gtggccatecg
cocggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agccacgatg
caggococacyg
caggegetygg
coggagceagyg
caggegetgt
atcgccagec
ctgtgccagg
ggcaggeccgg
gocgttgaceca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgategaga
ttetteatga
ggegocatoet
tactoeggeg
gagaaccaga
agegtgaceqg
cagctgacca
ctecctgateg
aagttcaaca

155

agaccgecgc
gecacgectegg
tggcgcagca
taagccaaca
cgttgccaga
gcgetcetgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccatcgeccag
tgectgtgeca
goggcaagea
gettgaceee
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgotggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
gccaggceca
agcaggeget
ccccccagea
tccagegget
ccatcgececag
tgcotgtgeca
gcggoaagea
gettgaccece
agacggtecca
tggtggeeat
tgceggtget
acgatggegy
cccacggett
cgctggagay
acgaccacct
agggattggy
aatccgagtt
tegeceggaa
aggtgtacgg
acaccegtggg
getacaaccet
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
goggogagat
acggcgagat

tgccaagttce
ctacageccag
ccacgaggca
ccoggcageg
ggcgacacac
ggcecttgete
acttcectcaag
caatgcactg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggctgttg
cgccagcaat
gtgccaggec
caagcagygeg
gaccccggag
ggtccagegy
ggccategec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgccggtyg
caatattggt
ggccocacgge
ggegetggag
ggagcaggtyg
geggetgttyg
cgecagceaat
gtgeccaggec
caagcaggcg
gacccctcaqg
cattgttgcc
cgtogeettyg
ggatcctate
gaggcacaaqg
cagcacecagq
ctacaggggce
ctecececate
geccategge
gcacatcaac
cetgttegtg
catcaccaac
gatcaaggecc
caacttegeg

€0
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
20490
2100
2160
2220
22890
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2832



10

15

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN PDCD1_T01-L

<400> 95

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgegce
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgaccecce
acggtccage
gtggecatceg
ccggtgetgt
ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agccacgatg
caggeccacyg
caggegetgy
ccggageagg
caggcgetgt
atecgecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgacccegy
acggtccage
gtggccatcg
cecggtgetgt
ggeggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygyg
ctgttgecgyg
agcaatggeg
ccggcgttgg
cctgogetgg
aagtccgage
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcccg
gacaccaagqg
aggtacgtgyg
gtgtacecet
aactacaagg
tecgtggagg
gaggtgagga

<210> 96
<211> 2829
<212> ADN

ctaaaaagaa
tecgecgatet
ttegttcgac
acatcgttge
acatgatecge
ggtecggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagccacga
gccaggccoca
agcaggcgct
cccocggagea
tccageogget
ccatcgccag
tgctgtgecca
gcggcaagea
gcttgacecce
agacggtcca
tggtggcecat
tgeeggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagccacga
gccaggecca
agcaggeget
cecoccagea
teccagegget
ccategeocag
tgetgtgeca
gcggcaggcoo
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgecat
cetactecgg
aggagaacca
ccagogtgac
cocagetgac
agctcactgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN PDCD1_T01-R

ES 2 828 669 T3

acgtaaggtc
acgcacgcte
agtggcgcag
gttaageccaa
agegttgcea
acgcgcteotg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgee
ggtgetgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtg
ccacgatgge
ggcccacgge
ggcegetggag
ggagcaggty
geggetgtty
cgocagcaat
gtgecaggece
caagcaggeg
gaccccggag
ggteccagegyg
ggccatcgee
ggtgctgtge
tggeggecaag
cggecttgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgeeggtyg
ccacgatgge
ggococacgge
ggcegetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgcoccogyg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggcetacaac
gaccaggaac
cgagttecaag
caggetgaac
cggcggcegag
caacggegag

atecgattace
ggctacagee
caccacgagg
cacceggeag
gaggecgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agcaatggcg
caggcoccacyg
caggcgetgy
ccccagecagg
cagcggectgt
atcgccagec
ctgtgccagg
ggcaagcagy
ttgaccccgg
acggteocage
gtggecateg
coggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacyy
caggtggtgg
ctgttgeccgg
agccacgatg
caggcccacyg
caggegetgg
ccccagcagg
cageggetgt
atcgecagea
ctgtgecagyg
ggcaagcagg
ttgacecceccote
agcattgttg
ctegtcocgecet
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggy
ggctccececa
ctgecacateg
aagcacatca
ttectgtteg
cacatcacca
atgatcaagqg
atcaactteg

156

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtegg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gettgacece
agacggtcca
tggtggecat
tgccggtget
acgatggegg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagocacga
gccaggooca
agcaggcoget
coocccagea
tecagegget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gcggcaagca
gcttgaccece
agacggtcca
tggtggecat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgotggagac
agcaggtggt
cccagttate
tggcctgect
tcagcegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgyg
gocaggeoga
accccaacga
tgteeggeca
actgecaacqgyg
ceggeacect
cggeegactyg

teccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtecgetgtce
cgttggecgtc
gggagagtty
acgtggegge
cocegetcaac
ggegetggayg
ggagcagygty
geggetgtty
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegg
ggccatcgec
ggtgetgtge
tggcggcaayg
cggecttgace
ggagacggty
ggtggtggee
gttgeeggty
ccacgatggc
ggcccacggce
ggcgetggag
ggagcaggtg
gocggetgttyg
cgccagcaat
gtgeccaggec
caagoaggeqg
gaccocggaqg

ggtccagegg
ggccategec

tegeeccotgat
cggcgggegt
ccagetggtyg
cgtgccecac
cctggagatyg
gggcggctec
cgtgategtyg
cgqaaatgcoag
gtggtggaaqg
ctteaaggge
cgeegtgetyg
gaccotggaqg
ataa

€0
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
22890
23490
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814



10

15

<400> 96

atgggcgatce
gagagacagc
cagcaacagg
ctggtecggee
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcgg
attgcaaaac
acgggtgcec
gggaagcaag
cttaccectg
acagtgcagg
gtggecattg
ccegteoctet
aacggcggga
catgggttga
cttgagactg
caggtggtcg
cteoctgeceg
agtaataatg
caggcacacg
caggccetgg
cocgaacagg
agactgetge
gcctetaaca
tgecaagece
aaacaagctce
actccccaac
gtgcagcggc
gctattgect
gtgctgtgee
gggggcaaac
ggactgacac
gagaccgtge
gtegtggeea
ttatetegece
tgecteggeg
cgtteceage
aagtacgtge
cgtatcctgg
cacctgggeg
tacggcgtga
gccgacgaaa
aacgagtggt
ggccacttca
aacggogecy
accctgacea
gactgataa

<210> 97
<211> 2814
<212> ADN

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tecgetgteaa
ttggcgtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
ccctcgaaac
agcaggtggt
ccectgttgece
cctecaacat
gtcaagctca
agcaggcact
cccoccaaca
tgcagaggct
caattgccag
tgctctgtca
gcgggaaaca
ggctgaccce
aaacagtcca
tegtggeaat
cegtettgtg
acgggggcaa
acggcettgac
tggagacagt
aggtcgtcge
tgecttcocectgt
ctaacaatgg
aggcccacgg
aggcattgga
ccgaacaggt
agagacteoct
tegectcaaa
ctgatecgge
ggcegtectge
tggtgaagte
cocacgagta
agatgaaggt
gctcoccaggaa
tcgtggacac
tgcagaggta
ggaaggtgta
agggeaacta
tgetgtecgt
tggaggaggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN PDCD1_TO03-L

<400> 97

ES 2 828 669 T3

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgecgeac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccacecg
gaccgcagtg
gacccocecag
cgtgecagegg
ggccatcgea
cgtgetgtge
cggggggaaa
cggcctgact
ggaaacagtg
ggtcgtcget
gttgccagtg
caacggcggc
ggctcatgge
ggctcttgag
ccagcaggtg
gegectgetg
cgectecaac
ccaggecocac
acaagccctg
tceoctcaacaa
gcagaggttg
cattgeccage
gctgtgtcag
aggcaagcaa
gctcacacce
aaccgtccag
ggtggccatt
geccagtgttg
¢ggggggggc
gttggcegeg
gotggatgea
cgagetggag
catcgagetg
gatggagttc
geccocgacgge
caaggecctac
cgtggaggag
ccocctocage
caaggcccag
ggaggagctca
gaggaggaag

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tccggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caagtecgteg
ttgcttectg
agtaacattg
caggcacacg
caggctetgg
ccccaacaag
cagagactgce
attgcctcaa
ctgtgtcagg
ggaaagcaag
ctgacaccac
accgtccaga
gtggctateg
cocagtgettt
ggagggaagce
ggactcacac
gagacagtgc
gtggtegeca
ctgeecegtec
aacggcggay
gctcatggge
gcccttgaga
cagcaggtgg
cgectgettce
gcatcccatg
tgeccaagete
cggectgeoac
ttgaccaacg
gtgaaaaagg
gagaagaaat
atcgagateg
ttcatgaagg
gccatctaca
tceggegygcet
aaccagacca
gtgaccgagt
ctgaccaggc
ctgateggeqg
ttcaacaacqg

157

agaccgcege
gcacgctegg
tggcgcagca
taagccaaca
cgttgccaga
geogetectgga
acacaggcca
atgcatggeg
caatcgccag
tgctctgeca
gaggaaagca
gcctcacace
agaccgtcca
tggtcgeeat
tecctgtget
acaacgygggyg
ctcacggget
ctcttgaaac
aacaagtcgt
ggctgectece
ccagcaataa
geccaggeotea
aggctetgga
ctcagecaggt
agcggetgtt
tegectcocaaa
tetgocaage
gaaagcaggc
tgaccceccca
cagtccagag
tcgeocatege
cagtgctetyg
atgggggcaa
acggecteac
tggagageat
accacctegt
gattggggga
cegagttgag
cocggaacag
tgtacggcta
cegtgggete
acaacctgce
ggaacaagca
tcaagttecct
tgaaccacat
gegagatgat
gegagatcaa

tgccaagttc
ctacagccag
ccacgaggca
ceocggcagedg
ggcgacacac
ggccttgete
acttctcaaqg
caatgcactg
caataacgga
ggcoccacgge
agccttggag
agagcaggtc
ggcccetgetg
cgecteotaat
ttgccaaget
caagcaggcc
cactccacaa
cgtgcaacgc
ggccatcgec
agtgctctge
tgggggcaag
cgggetcact
gaccgtgcoag
cgtegecatt
goctgtgttyg
tggeggegga
ccacggectg
tctcgaaact
gcaagtggtyg
goctgttgeca
cagtaacqggc
ccaggcacac
gcaggccectyg
ccoctcagoaa
tgttgeecag
cgecttggec
tectatecage
gcacaagetg
cacccaggac
caggggcaaqg
ccccategac
catcggecaqg
catcaacccc
gttcgtgtec
caccaactgc

caaggeegge
cttegeggee

60
120
180
240
300
360
4290
480
540
600
660
720
780
840
900
360

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
25290
2580
2640
2700
2760
2820
2829



10

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcge

aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgacccegg
acggtgcagg
gtggccatcg
ccggtgctgt
gatggecggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatggceg
caggcccacyg
caggcgctgg
cccocagceagg
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg

ggcaageagy
ttgaccecec

acggtcocage
gtggecateg
cceggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgy
ctgttgccgg
agcaatggcg
ccggegttgy
cctgegetgg
aagtecgage
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaagecceqg
gacaccaagq
aggtacgtgg
gtgtacccct
aactacaagg
tcegtggagy
gaggtgagga

<210> 98
<211> 2829
<212> ADN

ctaaaaagaa
tegecgatcet
ttecgttegace
acatcgttge
acatgatcege
ggteeggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
cgctgttgece
ccagccacga
gccaggccca
agcaggcgct
cecoccecagea
tecagegget
ccatcgeoeag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgaccece
agacggtcca
tggtggeccat
tgcecggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaataa
gecaggoceca
agcaggegcet
ccccggagea
tccagcggct
ccatcgocag
tgctgtgcca
gcgygcagygcc
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatega
agttctteat
acggogeocat
cetacteeqgg
aggagaacca
ccagcgtgac
cccagcectgac
agctocctgat
ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TALEN PDCD1_TO03-R

<400> 98

atgggcgatc
gagagacage
cagcaacagyg
ctggteggee

ctaaaaagaa
acatggacag

agaagatcaa
acgggtttac

ES 2 828 669 T3

acgtaaggtc
acgcacgcte
agtggcgcag
gttaagccaa
agcegttgeea
acgecgctcetg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgcc
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggtyg
ccacgatgge
ggecccacgge
ggegetggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcyg
gaccccccag
ggtcecagegg
ggccategec
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtca
ggtggtggee
gttgccggtyg
caatattggt
ggcccacggc
ggcgctggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatcegag

gatcgeeegyg
gaaggtgtac

ctacacegtg
cggcetacaac
gaccaggaac
cgagttcaaqg
caggctgaac
cggcggcgag
caacggcgag

acgtaaggtc
catcgatate
accgaaggtt
acacgegeac

atcgattace
ggctacagce
caccacgagyg
cacccggeag
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agcaatattg
caggcccacg
caggcgctgg
ccggagcaygyg
cagcggctgt
atcgcecagea
ctgtgecagg
ggcaagcagg
ttgacccece
acggtecage
gtggccateg
ccggtgetgt
ggcggtggcea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeeqgg
agcaataatg
caggoccacy
caggcegetgg
ccggageagg
cageggetgt
atcgeoccagec
ctgtgccagg
ggcaagcagy
ttgaccectce
agcattgttg
cteogtogect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagecacce
ggctacaggg
ggcteececa
ctgeccateg
aagcacatca
ttcctgtteg
cacatcacca
atgatcaagg
atcaacttcg

atcgataagg agaccgccgc tgccaagttce
gecgatetace geacgetegyg ctacagecaq
cgtteogacag tggcgcagea ccacgaggca
ategttgegt taagcoccaaca ccocggeaged

158

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtgc
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgecggtget
atggeggtgg
ccecacggett
cgcetggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaataa
gccaggeocca
agcaggcgct
ccocccagea
tccagecggct
ccatcgccag
tgetgtgecea
gtggcaagea
gettgaccoec
agacggtcca
tggtggecat
tgecggtget
acgatggcgy
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttatc
tggcctgect
tcageegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcaccet
tegactacgg
gocaggecga
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacgg
ccggcaccect
cggccgactg

tecagattac
ggagaagate
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttyg
acgtggcggce
cccgcectcaac
ggcgctggag
ggagcaggtg
gcggctgttg
cgccagecac
gtgeccaggcee
caagcaggcyg
gaccocggag
ggtecagegy
ggcecatcgee
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgceggtg
caataatggt
ggoccacgge
ggcgetggag
ccagceaggtg
geggetgttg
cgocagocac
gtgecaggoe
caagcaggcy
gaccccggagy
ggtgcaggcyg
ggccategec
tcgcectgat
cggcgggcgt
cecagetggtg
cgtgceceac
cetggagatg
gggcggctec
cgtgategtyg
cgaaatgeag
gtggtggaag
cttcaagggce
cgeccgtgetg
gaccctggag
ataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2814

60
120
180
240



10

15

ttagggaccg
gaagcgatceg
acggtggcgyg
attgcaaaac
acgggtgccec

gggaagcaag
cttacccecte

acagtgcagc
gtggccattg
cccgtectct
ggcggcggga
catgggttga
cttgagactg
caggtggteg
ctectgeceg
agtaataatg
caggecacacg
caggeccetgg
cccocagceagg
cagagactgc
attgcctcecte
ttgtgccaag
ggaaaacaag
ctgactccce
actgtgeage
gtggectattg
gtgetgtgec
gggggcaaac
ggactgacac
gagaccgtge
gtcgtggcca
ttatctcgcece
tgcctoggeg
cgttcccage
aagtacgtgc
cgtatcctgg
cacctgggeg
tacggegtga
gdegacgaaa
aacgagtggt
ggccacttea
aacggegeceqg
accctgaccc
gactgataa

<210> 99
<211>60
<212> ADN

tegetgtceaa
ttggegtegy
gagagttgag
gtggeggegt
cgctcaactt
ccoctecgaaac
agcaggtggt
gecectgttgec
cctcccatga
gtcaagctca
agcaggecact
ccccccaaca
tgcagaggct
caattgccag
tgctctgtca
gcgggaaaca
ggctgaccece
aaacagtcca
tcgtggecaat
tgcecegtctt
acgatggggg
cccacggett
ctctggagac
aacaggtcgt
ggctgettee
cetetaatgg
aggeccocacgg
aggcattgga
cegaacaggt
agagactect
tcgcctcaaa
ctgatccggc
ggcgtocctge
tggtgaagtc
cccacgagta
agatgaaggt
gctecaggaa
tegtggacac
tgcagaggta
ggaaggtgta
agggcaacta
tgetgteegt
tggaggaggt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 828 669 T3

gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccacceg
gaccgcagtg
gacccccegag
cgtgcagegy
ggccatcgca
cgtgctgtge
cggggggaaa
cggcectgact
ggaaacagtg
ggtcgtcgct
gttgecagtg
caacggegge
ggctecatgge
ggctettgag
cgagcaggtyg
ggccetgetg
cgcctcocaac
gtgccaggcc
caaacaagcc
gactcctcaa
agtgcagagg
cgccattgcec
tgtgetgtgt
aggcaagcaa
gctcacaced
aaccgtecag
ggtggccatt
gecagtgttg
cgggggygyc
gttggccgeyg
gctggatgca
cgagctggag
catcgagctg
gatggagttc
goccgacgge
caaggcctac
cgtggaggag
ccoectocage
caaggcocecaqg
ggaggagctce
gaggagygaaqg

<223> Cebador directo CTLA4_TO01

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(40)

<223>nesaocotog

<400> 99

atgategeag
tecggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caagtegtcg
ttgetteocetyg
agtaacggag
caggcacacg
caggctctgg
ccccaacaag
cagagactgc
attgcctcaa
ctgtgtcagg
ggaaagcaag
ctgacaccac
accgtecaga
gtggctateg
ccagtgecttt
ggcggaggga
cacggactca
ctggagacag
caagtggtcg
ttgctgecceg
agcaacaacg
caggctcatg
gecettgaga
cagcaggtgg
cgectgette
gecatcecatg
tgccaagete
cggectgeac
ttgaccaacg
gtgaaaaagyg
gagaagaaat
atcgagatcg
ttcatgaagqg
gecatetaca
tecggegget
aaccagacca
gtgaccgagt
ctgaceagge
ctgateggeg
ttcaacaacg

cgttgcecaga
gcgctctgga
acacaggcca
atgcatggceg
caatecgecag
tgctetgeea
gaggaaagca
goctcacace
agaccgtcca
tggtcgccat
tccectgtget
acgggyggggy
cteacggget
ctecttgaaac
aacaagtcgt
ggctgcteec
ccagcaatat
goccaggetcea
agcaggctct
cacctgaaca
tgcagcggct
ccatcgcctce
tcctctgeca
gaggaaagca
ggctgaccoec
cagteccagag
tegecatege
cagtgetceotg

atgggggcaa
acggectcac

tggagagcat
accacctcgt
gattggggga
ccgagttgag
cccggaacag
tgtacggcta
ccegtgggete
acaacctgeco
ggaacaagca
tcaagttect
tgaaccacat
gcgagatgat
gocgagatcaa

ggcgacacac
ggcettgete
acttctcaag
caatgecactg
ccatgatgga
ggcecacggce
agccttggag
agagcaggtc
gaggctgetg
cgcctctaat
ttgccaagcet
caagcaggcc
cactccacaa
cgtgcaacgce
ggcecatcgee
agtgctctge
tgggggcaag
cgggctcact
ggagaccgtg
ggtcgtegec
gttgecctgtg
aaatggcggc
agcccacggce
ggctctegaa
cgagcaagtg
getgttgeca
cagtaacaac
ccaggeacac
gecaggecctg
cectcageaa
tgttgcccag
cgecttggec
tcctatcage
gcacaagctyg
cacccaggac
cagggycaay
ceceatcegace
categgecag
catcaacece
gttegtgtee
caccaactge

caaggeogge
cttocgoggcece

ccatetecate coetgoegtgte toegactcag nnnnnnnnnn ctcetacttee tgaagaccetg

<210> 100

159

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1280
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2829

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 828 669 T3

<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo CTLA4_T03/T04

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 100
ccatctecate cectgegtgte tcegactcag nonnnnnnnnn acagttgaga gatggagggg

<210> 101

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo PDCD1_TO01

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 101
ccateteate cotgogtgte tecgactcag nnnnnnnnnn ccacagaggt aggtgeocge

<210> 102

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo PDCD1_T03

<220>

<221> misc_feature
<222> (31)..(40)
<223>nesaocotog

<400> 102
ccatctcate cctgegtgte tecgactcecag nnnnnnnnnn gacagagatg ccggtcaccea

<210> 103

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso CTLA4_T01

<400> 103
cctateceet gtgtgectty geagtctcag tggaatacag agecagecaa

<210> 104

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

160

60

59

60

50
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15

20

25

30

35

ES 2 828 669 T3

<223> Cebador inverso CTLA4_T03/04

<400> 104
cctatccecct gtgtgoccttg gcagtctcag ggtgeccgtg cagatggaat

<210> 105

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso PDCD1_TO01

<400> 105
cctatececet gtgtgecttg gcagtetcag ggeteotgeoag tggaggocag

<210> 106

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso PDCD1_T03

<400> 106
cctatccect gtgtgccecttg gecagtctcag ggacaacgcec accttcacct

<210> 107
<211> 281
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pTalfa-FL

<400> 107

Met Ala Gly Thr Trp Leu Leu Leu Leu Leu Ala leu Gly Cys Pro Ala

1 5 10

Leu Pro Thr Gly Val Gly Gly Thr Pro Phe Pro Ser Leu Ala Pro Pro

20 25

161

30

15

50

50

50



Ile

Val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro

225

Ser

Len

Pro

<210> 108

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

His

Ser

210

Gly

Ser

Arg

Pro

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Leu

Arg

135

Pro

ITyr

Ala

Pro
275

Leu

Val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Leu

Asp

Pro

180

Leu

Arg

Lys

Pro

Pro

260

Leu

val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

Leu

165

Ser

His

Pro

Pro

Thr

245

Ser

Gln

ES 2 828 669 T3

Asp

Pro

Ala

70

Tre

Trp

Arg

Thr

Leu

150

Leu

Pro

Pro

Gln

Gly

230

Cys

Ser

Ala

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro

215

Ser

Pro

Ser

Gly

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

Val

Thr

Thr

Thr

200

Arg

Pro

Ala

Leu

Ala
280

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Gln

Len

Cys

Thr

185

Glu

Asp

Val

Gln

Gly

265

Ala

162

Gln

Asp

Fhe

Ala

90

Val

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Arg

Trp

Ala

250

Ala

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Len

155

Cys

Arg

Gly

Arg

Gly

235

Irp

Phe

val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu

140

Len

Leu

Leu

Gly

Trp

220

Glu

Cys

Phe

val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Leu

Cys

Arg

205

Gly

Gly

Ser

Arg

val

Trp

FPro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala

150

Glu

Asp

Ser

Arg

Gly
270

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Thr

Tyr

Ser

255

Asp

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu

160

Ala

Gly

Thr

Pro

Leu

240

Arg

Leu
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<211> 263
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Deltald

<400> 108

Met

1

Leu

Ile

val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Gly

Ser

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

His

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Aszp

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Leu

Arg
185

Thr

Gly

20

Val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Leu

Asp

Pro

180

Leu

val

Vval

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

TP

Leu

165

Ser

His

ES 2 828 669 T3

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala
70

Trp

Trp

Arg

Thr

Leu

150

Leu

Pro

Pro

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Ala

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

val

Thr

Thr

Thr
200

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Gln

Leu

Cys

Thr

185

Glu

163

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

Val

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Leu

Ser

val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu

140

Leu

Leu

Leu

Gly

Gly

Leu

val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Leu

Cys

Arg

Arg
205

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala

150

Glu

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Fro

95

Pro

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu

160

Ala

Gly

Thr



10

Ser Ser Pro Arg Pro

210

Pro Gly Arg Lys Pro

225

Ser Ser Tyr Pro Thr

245

Leu Arg Ala Pro Ser

<210> 109
<211> 233
<212> PRT

260

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta48

<400> 109

Met

1

Leu

Ile

vVal

Ala

€5

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Ala

Thr

Gly

20

Leu

val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Len

Trp

Val

Val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

ES 2 828 669 T3

Gln Pro Arg Asp Arg Arg Trp Gly Asp Thr Pro

215

Gly Ser
230

Cys Pro

Ser Ser

Leu Leu

Gly Gly

Asp Gly

Pro Fro

55

Ala Len
70

Trp Thr

Trp Glu

Arg Ser

Thr Cys

135

Leu Gly

Pro Vval

Ala Gln

Leu Leu

Thr Pro
25

Lys Gln
40

Gly Leu

Asp Ala

Asn Len

Pro Leu

105

Thr Gln
120

Pro Gln

Val Leu

164

Trp

Ala
250

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

val

Pro

Glu

Arg

Gly
235

Trp

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Bro

Leu

220

Glu Gly Ser Tyr Leu
240

Cys Ser Arg Ser Arg
255

Leu Gly Cys Pro Ala
15

Ser Leu Ala Pro Pro
30

Val Val Val Cys Leu
45

Pro Ile Trp Phe Ser
60

Tyr Gly Pro Ser Pro
8o

Leun Ser Leu Pro Ser
95

His Thr Gly Pro Gly
110

His Leu Ser Gly Glu
125

Leu Arg Gly Thr Pro
140

Leu Leu Phe Lys Leu



10

145

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro
225

<210> 110
<211>219
<212> PRT

Leu

Pro

His

Ser

210

Gly

Phe

Leu

Arg

195

Pro

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta62

<400> 110

Met.

1

Leu

Ile

val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leu

Gly
115

Asp

Pro
180

Leu

Arg

Lys

Thr

Gly

20

Leu

val

Gly

Gly

Ala

100

His

Leu
165

Ser

His

Pro

Pro

Trp

Val

Val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

ES 2 828 669 T3

150

Leu

Pro

Pro

Gln

Gly
230

Len

Gly

Asp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Arg

Leu

Ala

Ala

Pro
215

Ser

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Thr Cys

155

160

Ser Cys Leu Cys Asp Pro Ala
175

170

Thr Thr Thr Arg Leu Arg Ala Leu Gly
1530

185

Thr Glu Thr Gly Gly Arg Glu Ala Thr
205

200

Arg Asp Arg Arg Trp Gly Asp Thr Pro
220

Pro Val

Leu Leu

Thr Pro
25

Lys Gln
40

Gly Leu

Asp Ala

Asn Leu

Pro Leu

105

Thr Gln
120

165

Leu

10

Fhe

Gln

Asp

Fhe

Ala

90

val

Fro

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Leu

Ser

Val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Gly

Leu

Val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu
125

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Ala

Pro

Leu

Ser

Fro

80

Ser

Gly

Glu
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Ala

Gly
145

Leu

Gly

Ser

Ser

<210> 111
<211> 203
<212> PRT

Ser

130

Gly

Leu

Pro

His

Ser
210

Thr

Ala

Phe

Leu

Arg

155

Pro

Ala

Leu

Asp

Pro

180

Leu

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta78

<400> 111
Met

1

Leu

Ile

Val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Agp

Thr

Gly

20

Leu

Val

Gly

Gly

Ala
100

Arg

Trp

Leu

165

Ser

His

Pro

Val

Val

Ala

Ser

Thr

g5

Ser

ES 2 828 669 T3

Thr

Leu

150

Leu

Pro

Pro

Gln

Leu

Gly

Agp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro
215

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Pro

Val

Thr

Thr

Thr

200

Arg

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Azn

Pro

Gln

Leu

Cys

Thr

185

Glu

Asp

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu
105

166

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Arg

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

Val

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Arg

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Leu

140

Leu

Leu

Leu

Gly

Leu

Ser

Val

Pro

60

Tyr

Leu

His

Arg

Leu

Cys

Arg

Arg
205

Gly

Val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Gly

Phe

Asp

Ala

130

Glu

Cys

Ala

30

Val

Trp

Pro

Leu

Gly
110

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Pro
15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Pro

Leu

160

Ala

Gly

Thr

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly
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<210>
<211>
<212>

Ala

Ala

Gly
145

Leun

Gly

Ser

112
189
PRT

Glu

Ser

120

Gly

Leun

Pro

His

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Leun

Arg
195

His

Ala

Asp

Pro
180

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta92

<400>

112

Met

1

Leu

Ile

Val

Ala

63

Ala

Glu

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Ala Gly

Thr

Leu
35

Asp

Asn

Asp

Leu

Thr

Gly

20

Leu

Val

Gly

Gly

Ala
100

Ser

Arg

Trp

Leun

165

Ser

His

Trp

Val

Val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

ES 2 828 669 T3

Arg

Thr

Leu

150

Leun

Pro

Pro

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Ser

Cys

135

Gly

Leun

Ala

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Thr

120

Pro

Val

Thr

Thr

Thr
200

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Gln

Gln

Leu

Cys

Thr

185

Glu

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu
105

167

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Leu

10

Fhe

Gln

Asp

Fhe

Ala

90

val

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

His

Leu

140

Leu

Leun

Leun

Leu

Ser

val

Pro

60

Tyr

Leu

His

Leu
125

Arg

Cys

Arg

Gly

Leu

val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala
150

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly
110

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leun

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Glu

Pro

Leu

160

Ala

Gly

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly
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Ala

Ala

Gly
145

Leu

Gly

<210> 113
<211>171
<212> PRT

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Leu

His

Ala

Leu

Asp

Pro
180

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta110

<400> 113

Met

1

Leu

Ile

val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Thr

Gly

Leu

val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Ser

Trp

Leu
165

Ser

Trp

Val

val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

ES 2 828 669 T3

Arg

Thr

Leu
150

Leu

Pro

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Arg

Thr

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Thr
120

Pro

Val

Thr

Thr

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

Gln

Gln

Leu

Cys

Thr
185

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Gln

168

Pro Met His

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

val

Pro

Glu

Pro

Leu
155

Cys

Arg

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu
140

Leu

Leu

Leu

Leu

Ser

val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu

Leu
125

Arg

Leu

Cys

Arg

Gly

Leu

val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Ser

Gly

Phe

Asp

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Gly

Thr

Lys

Pro
175

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Glu

Pro

Leu
160

Ala

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro
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130

ES 2 828 669 T3

135

140

Gly Gly Ala Leu Trp Leu Gly Val Leu Arg Leu Leu Leu Phe Lys Leu
150

145

155

Leu Leu Phe Asp lLeu Leu Leu Thr Cys Ser Cys
165

<210> 114
<211> 167
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta114

<400> 114

Met

1

Leu

Ile

Val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Ala

Pro

Met

Leun

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Len

Gly

115

Thr

Ala

Fhe

Thr

Gly

20

Leu

Val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Leu

Asp

Trp

Val

val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

Leu
165

Len

Gly

Asp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Arg

Thr

Len

150

Leu

Len

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

Val

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Gln

Leu

169

170

Leu

10

FPhe

Gln

Asp

Fhe

Ala

90

val

Fro

Glu

Arg

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu
155

Leu

Ser

val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu

140

Leu

Gly

Leu

val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Leu

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Lys

160

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu
160



ES 2 828 669 T3

<210> 115
<211> 344
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pTalfa-FL-CD28

<400> 115

Met Ala Gly Thr Trp Leu Leu Leu Leu Leu Ala Leu Gly Cys Pro Ala
1 5 10 15

Leu Pro Thr Gly Val Gly Gly Thr Pro Phe Pro Ser Leu Ala Fro Pro
20 25 30

Ile Met Leu Leu Val Asp Gly Lys Gln Gln Met vVal val Val Cys Leu
35 40 45

Val Leu Asp Val Ala Pro Pro Gly Leu Asp Ser Pro Ile Trp Phe Ser
50 55 60

Ala Gly Asn Gly Ser 3Ala Leu Asp Ala Phe Thr Tyr Gly Pro Ser Pro
65 70 75 80

Ala Thr Asp Gly Thr Trp Thr Asn Leu Ala His Leu Ser Leu Pro Ser
85 90 95

Glu Glu Leu Ala Ser Trp Glu Pro Leu Val Cys His Thr Gly Pro Gly
100 105 110

Ala Glu Gly His Ser Arg Ser Thr Gln Pro Met His Leu Ser Gly Glu
115 120 125

Ala Ser Thr ARla Arg Thr Cys Pro Gln Glu Pro Leu Arg Gly Thr Pro
130 135 140

Gly Gly Ala Leu Trp Leu Gly Val Leu Arg Leu Leu Leu Phe Lys Leu
145 150 155 160

Leu Leu Phe Asp Leu Leu Leu Thr Cys Ser Cys Leu Cys Asp Pro Ala
165 170 175

Gly Pro Leu Pro Ser Pro Ala Thr Thr Thr Arg Leu Arg Ala Leu Gly
180 185 130

Ser His Arg Leu His Pro Ala Thr Glu Thr Gly Gly Arg Glu Ala Thr
185 200 205

170
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Ser Ser
210

Pro Gly

225

Ser Ser

Leu Arg

Pro Pro

Cys Tyr

290

Ser Lys

305

Arg Asp

<210> 116
<211> 311
<212> PRT

Pro

Arg

Tyr

Ala

Pro

275

Ser

Arg

Pro

Phe

Arg

Lys

Pro

Pro

260

Leu

Leu

Ser

Gly

Ala
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-FL-CD8

<400> 116

Met

1

Leu

Ile

Val

Ala Gly Thr Trp Leu Leu Leu Leu

Pro Thr Gly Val Gly Gly Thr Pro

Met Leu Leu Val Asp Gly Lys Gln

Leu Asp Val Ala Pro Pro Gly Leu

50

35

20

Pro

Pro

Thr

245

Ser

Gln

Leu

Arg

Pro

325

Ala

5

Gln

Gly

230

Cys

Ser

Ala

Val

Gly

310

Thr

Tyr

ES 2 828 669 T3

Pro

215

Ser

Pro

Ser

Gly

Thr

295

Gly

Arg

Arg

55

Arg

Pro

Ala

Leu

Ala

280

Val

His

Lys

Ser

40

Asp

Val

Gln

Gly

265

Ala

Ala

Ser

His

25

171

Arg Arg

Trp Gly
235

Ala Trp
250

Ala Phe

Ala Ser

Phe Ile

Asp Tyr

315

Tyr Gln
330

Leu Ala

10

Phe Pro

Gln Met

Asp Ser

Trp

220

Glu

Cys

Fhe

Gly

Ile

300

Met

Pro

Gly

Gly

Ser

Arg

Gly

285

Phe

Asn

Tyr

Asp

Ser

Arg

Gly

270

Val

Trp

Met

Ala

Thr

Tyr

Ser

255

Asp

Leu

val

Thr

Pro
335

Pro

Leu

240

Arg

Leu

Ala

Arg

Pro

320

Pro

Leu Gly Cyg Pro Ala

15

Ser Leu Ala Pro Pro

30

Val Val Val Cyg Leu

45

Pro Ile Trp Phe Ser

60



Ala

65

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro

225

Ser

Leu

Pro

Arg

Ser
305

<210> 117

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

His

Ser

210

Gly

Ser

Arg

Pro

Val
290

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Arg

185

Pro

Arg

Tyr

Ala

Pro

275

Cys

Ser

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Leu

Asp

Pro

180

Leu

Arg

Lys

Pro

Pro

260

Leu

Lys

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

Leu

165

Ser

His

Pro

Pro

Thr

245

Ser

Gln

Cys

Arg

ES 2 828 669 T3

Ala
70

Trp

Trp

Arg

Thr

Leu

150

Pro

Pro

Gln

Gly

230

Cys

Ser

Ala

Pro

Tyr
310

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro

215

Ser

Pro

Ser

Gly

Arg

295

Vval

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

Val

Thr

Thr

Thr

200

Arg

Pro

Ala

Leu

Ala

280

Pro

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Gln

Leu

Cys

Thr

185

Glu

Asp

val

Gln

Gly

265

Ala

val

172

Phe

Ala

920

Val

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Arg

Trp

Ala

250

Ala

Ala

val

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Arg

Gly

235

Trp

Phe

Ser

Lys

Tyr

His

His

Leu

140

Leu

Leu

Gly

Trp

220

Glu

Cys

Phe

His

Ser
300

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Leu

Cys

Arg

Arg

205

Gly

Gly

Ser

Arg

Arg

285

Gly

Pro

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala

130

Glu

Asp

Ser

Arg

Gly

270

Asn

Agp

Ser

Pro

95

Fro

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Thr

Tyr

Ser

255

Asp

Arg

Lys

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu

160

Ala

Gly

Thr

Pro

Leu

240

Arg

Leu

Arg

Fro
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<211> 325
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-FL-41BB

<400> 117

Met

1

Len

Ile

Val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Gly

Ser

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

His

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Len

Arg
195

Thr

Gly

20

Leu

Val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Len

Asp

Pro

180

Len

Trp

Val

Val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

Leu

165

Ser

His

ES 2 828 669 T3

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Arg

Thr

Leu

150

Leu

Pro

Pro

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leun

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Ala

Leu Leu

Thr Pro

25

Lys Gln

40

Gly Leu

Asp Ala

Asn Leu

Pro Leu

105

Thr Gln

120

Pro Gln

Val Leu

Thr Cys

Thr Thr

185

Thr Glu

200

173

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

Val

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Leu

Ser

Val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu

140

Leu

Len

Leu

Gly

Gly

Leu

Val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Len

125

Arg

Leu

Cys

Arg

Arg
205

Cys

Ala

30

Val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala

130

Glu

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

B8O

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu

140

Ala

Gly

Thr
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ES 2 828 669 T3

Ser Ser Pro Arg Pro Gln Pro
210 215
Pro Gly Arg Lys Pro Gly Ser
225 230
Ser Ser Tyr Pro Thr Cys Pro
245
Leu Arg Ala Pro Ser Ser Ser
260
Pro Pro Pro Leu Gln Ala Gly
275
Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys
230 295
Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys
305 310
Gly Gly Cys Glu Leu
325
<210> 118
<211> 296
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> pTalfa-Delta48-CD28
<400> 118
Met Ala Gly Thr Trp Leu Leu
1 5
Leu Pro Thr Gly Val Gly Gly
20
Ile Met Leu Leu Val Asp Gly
35
Val Leu Asp Val Ala Pro Pro
50 55
Ala Gly Asn Gly Ser Ala Leu
65 70
Ala Thr Asp Gly Thr Trp Thr

Arg

Pro

Ala

Leu

Ala

280

Gln

Ser

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Rsp

Asn

1

Asp

val

Gln

Gly

265

Ala

Pro

Cys

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

74

Arg

Trp

Ala
250

Ala

Gly

Fhe

Arg

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

Arg

Gly

235

Trp

Phe

Ser

Met

Phe
315

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Trp
220

Glu

Cys

Phe

Lys

Arg

300

Pro

Leu

Ser

Val

Pro

60

Tyr

Gly

Gly

Ser

Arg

Arg

285

Pro

Glu

Gly

Leu

Val

45

Ile

Gly

Ser

Asp

Ser

Arg

Gly

270

Gly

Val

Glu

Cys

aAla

30

val

Irp

Pro

Thr

Tyr

Ser
255

Asp

Arg

Gln

Glu

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

Pro

Leu
240

Arg

Leu

Lys

Thr

Glu
320

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser
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ES 2 828 669 T3

85

Glu Glu Leu Ala Ser Trp Glu Pro Leu
100 105

Ala Glu Gly His Ser Arg Ser Thr Gln
115 120

Ala Ser Thr Ala Arg Thr Cys Pro Gln
130 135

Gly Gly Ala Leu Trp Leu Gly Val Leu
145 150

Leu Leu Phe Asp Leu Leu Leu Thr Cys
165

Gly Pro Leu Pro Ser Pro Ala Thr Thr
180 185

Ser His Arg Leu His Pro Ala Thr Glu
195 200

Ser Ser Pro Arg Pro Gln Pro Arg Asp
210 215

Pro Gly Arg Lys Pro Gly Ser Pro Val
225 230

Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala
245

Ser Lys Arg Ser Arg Gly Gly His Ser
260 265

Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His
275 280

Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser
290 295

<210> 119
<211> 263
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pTalfa-Delta48-CD8

<400> 119

175

90

VvVal

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Arg

Ala

Phe

250

Asp

Tyr

Cys

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Arg

Ser

235

Ile

Tyr

Gln

His

His

Leu

140

Leu

Leu

Leu

Gly

Trp

220

Gly

Ile

Met

Pro

Thr

Leu

125

Arg

Leu

Cys

Arg

Arg

205

Gly

Gly

Phe

Asn

Tyr
2B5

Gly
110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala

190

Glu

Asp

Val

Trp

Met

270

Ala

95

Pro

Gly

Thr

Lys

Fro

175

Ala

Thr

Leu

val

255

Thr

Pro

Gly

Glu

Pro

Leu

160

Ala

Gly

Thr

Pro

Ala

240

Arg

Pro

Pro



Met

Leu

Ile

val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro

225

Arg

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

His

Ser

210

Gly

Val

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Leu

Arg

155

Pro

Arg

Cys

Thr

Gly

20

Leu

val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Leu

Asp

Pro

180

Leu

Arg

Lys

Lys

Trp

val

val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

Leu

165

Ser

His

Pro

Pro

Cys

ES 2 828 669 T3

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala
70

Trp

Trp

Arg

Thr

Leu

150

Leu

Pro

Pro

Gln

Gly

230

Pro

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Ala

Pro

215

Ser

Arg

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

Val

Thr

Thr

Thr

200

Arg

Pro

Pro

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Gln

Leu

Cys

Thr

185

Glu

Asp

Vval

Val

176

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

vVal

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Thr

Arg

Ala

Val

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Gly

Arg

Ser

235

Lys

Leu

Ser

val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu

140

Leu

Leu

Leu

Gly

Trp

220

His

Ser

Gly

Leu

vVal

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Leu

Cys

Arg

Arg

205

Gly

Arg

Gly

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala

190

Glu

Asp

Asn

Asp

Fro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Thr

Arg

Lys

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu

164Q

Ala

Gly

Thr

Pro

Arg

240

Pro
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Ser Leu Ser Ala Arg Tyr Val
260

<210> 120
<211> 277
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> pTalfa-Delta48-41BB

<400> 120

Met

1

Leu

Ile

vVal

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly

145

Leu

Gly

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser

130

Gly

Leu

Pro

Gly

Thr

Leu

35

Agp

Asn

Asp

Leu

Gly

115

Thr

Ala

Phe

Thr

Gly

20

Leu

Val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Asp

Pro
180

245

Val

Vval

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Trp

Leu

165

Ser

ES 2 828 669 T3

Leu

Gly

Agp

Pro

Ala
70

Trp

Arg

Thr

Leu

150

Leu

Pro

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Ala

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Aszn

Pro

Thr

120

Pro

Val

Thr

Thr

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leu
105

Gln

Gln

Cys

Thr
185

177

250

Leu

10

Phe

Gln

Agp

Phe

Ala

90

Vval

Pro

Glu

Arg

Ser

170

Thr

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

Leu

155

Cys

Arg

Leu

Ser

Val

Fro

60

Tyr

His

His

Leu

140

Leu

Leu

Gly

val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Cys

Arg

Cys

Ala

30

val

Trp

Pro

Leu

Gly

110

Ser

Gly

Phe

Asp

Ala
190

255

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

Lys

Pro

175

Leu

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro

Leu

160

Ala

Gly
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Ser His

Ser Ser
210

Pro Gly
225

Lys Leu

Thr Gln

Gly Gly

<210> 121
<211>172
<212> PRT

Arg

135

Pro

Arg

Leu

Glu

Cys
275

Leu

Arg

Lys

Tyr

Glu

260

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

His

Pro

Pro

Ile

245

Asp

Leu

<223> pTalfa-Delta114-TCRalfa.IC

<400> 121

Met Ala
1

Leu Pro

Ile Met

Val Leu
50

Ala Gly
65

Ala Thr

Glu Glu

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Thr

Gly

20

Leu

Val

Gly

Gly

Ala
100

Trp

Val

Val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

ES 2 828 669 T3

Pro

Gln

Gly

230

Phe

Gly

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala
70

Trp

Trp

Ala

Pro

215

Ser

Lys

Cys

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Thr

Glu

Thr Glu

200

Arg Asp

Pro val

Gln Pro

Ser Cys
265

Leu Leu

Thr Pro

25

Lys Gln

40

Gly Leu

Asp Ala

Asn Leu

Pro Leu
105

178

Thr Gly

Arg Arg

Gly Ser
235

FPhe Met
250

Arg Phe

Leu Ala
10

Phe Pro

Gln Met

Asp Ser

Phe Thr
75

Ala His
90

Val Cys

Gly

Trp

220

Lys

Arg

Pro

Leu

Ser

Val

Pro

60

Tyr

Leun

His

Arg

205

Gly

Arg

Pro

Glu

Gly

Val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Glu

Asp

Gly

Val

Glu
270

Cys

Ala

30

Val

Trp

Pro

Leun

Gly
110

Ala

Thr

Arg

Gln

255

Glu

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Thr

Pro

Lys

240

Thr

Glu

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly
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Ala

Ala

Gly
145

Leu

<210> 122
<211> 173

<212> PRT

Glu Gly His Ser

115

Ser Thr Ala Arg

130

Gly Ala Leu Trp

Leu Phe Asp Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

165

<223> pTalfa.EC-TCRalfa. TM. IC

<400> 122

Met

1

Leu

Ile

Val

Ala

65

Ala

Glu

Ala

Ala

Ala

Pro

Met

Leu

50

Gly

Thr

Glu

Glu

Ser
130

Gly

Thr

Leu

35

Asp

Asn

Asp

Leun

Gly

115

Thr

Thr

Gly

20

Val

Gly

Gly

Ala

100

His

Ala

Val

Val

Ala

Ser

Thr

85

Ser

Ser

Arg

Arg

Thr

Leu

150

Leu

Leu

Gly

Asp

Pro

Ala

70

Trp

Trp

Arg

Thr

ES 2 828 669 T3

Ser

Cys

135

Gly

Leu

Leu

Gly

Gly

Pro

55

Thr

Glu

Ser

Cys
135

Thr

120

Pro

Val

Arg

Leu

Thr

Lys

40

Gly

Asp

Asn

Pro

Thr

120

Pro

Gln

Gln

Leu

Leu

Leu

Pro

25

Gln

Leu

Ala

Leun

105

Gln

Gln

179

Pro

Glu

Arg

Trp
170

Leu

10

Phe

Gln

Asp

Phe

Ala

90

Val

Pro

Glu

Met

Pro

Leu

155

Ser

Ala

Pro

Met

Ser

Thr

75

His

Cys

Met

Pro

His

Leu

140

Leu

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

60

Tyr

Leu

His

His

Leu
140

Leu
125

Arg

Leu

Gly

Leu

Val

45

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

125

Arg

Ser Gly Glu

Gly Thr Pro

Phe Lys Leu

Ala
30

Val

Trp

Pro

Gly
110

Ser

Gly

Pro

15

Pro

Cys

Phe

Ser

Pro

95

Pro

Gly

Thr

160

Ala

Pro

Leu

Ser

Pro

80

Ser

Gly

Glu

Pro



ES 2 828 669 T3

Gly Gly Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala
145 150 155 160

Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser
165 170

<210> 123
<211> 233
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pTalfa.EC-Delta48-1xMUT

<400> 123

Met Ala Gly Thr Trp Leu Leu Leu Leu Leu Ala Leu Gly Cys Fro Ala
1 5 10 15

Leu Preo Thr Gly Val Gly Gly Thr Pro Phe Pro Ser Leu Ala Pro Pro
20 25 30

Ile Met Leu Leu Val Asp Gly Lys Gln Gln Met Val Val Val Cys Leu
35 40 45

Val Leu Asp Val Ala Pro Pro Gly Leu Asp Ser Pro Ile Arg Phe Ser
50 55 60

Ala Gly Asn Gly Ser Ala Leu Asp Ala Phe Thr Tyr Gly Pro Ser Pro
€65 70 75 80

Ala Thr Asp Gly Thr Trp Thr Asn Leu Ala His Leu Ser Leu Pro Ser
85 90 95

Glu Glu Leu Ala Ser Trp Glu Pro Leu Val Cys His Thr Gly Pro Gly
100 105 110

Ala Glu Gly His Ser Arg Ser Thr Gln Pro Met His Leu Ser Gly Glu
115 120 125

Ala Ser Thr Ala Arg Thr Cys Pro Gln Glu Pro Leu Arg Gly Thr Pro
130 135 140

Gly Gly Ala Leu Trp Leu Gly Val Leu Arg Leu Leu Leu Phe Lys Leu
145 150 155 160

Leun Leu Phe Asp Leun Leu Leu Thr Cys Ser Cys Leu Cys Asp Pro Ala
165 170 175

Gly Pro Leu Pro Ser Pro Ala Thr Thr Thr Arg Leu Arg Ala Leu Gly

180



ES 2 828 669 T3

180 185 190

Ser His Arg Leu His Pro Ala Thr Glu Thr Gly Gly Arg Glu Ala Thr
185 200 205

Ser Ser Pro Arg Pro Gln Pro Arg Asp Arg Arg Trp Gly Asp Thr Pro
210 215 220

Pro Gly Arg Lys Pro Gly Ser Pro Val
225 230

<210> 124
<211> 233
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> pTalfa.EC-Delta48-4xMUT

<400> 124

Met Ala Gly Thr Trp Leu Leu Leu Leu Leu Ala Leu Gly Cys Pro Ala
1 5 10 15

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

Ile Met Leu Leu Val Ala Gly Ala Gln Gln Met Val Val Val Cys Leu
35 40 45

Val Leu Asp Val Ala Preo Pro Gly Leu Asp Ser Pro Ile Trp Phe Ser
50 55 60

Ala Gly Asn Gly Ser Ala Leu Asp Ala Phe Thr Tyr Gly Pro Ser Pro
65 70 75 80

Ala Thr Asp Gly Thr Trp Thr Asn Leu Ala His Leu Ser Leu Pro Ser
85 90 95

Glu Glu Leu Ala Ser Trp Glu Pro Leu Val Cys His Thr Gly Pro Gly
100 105 110

Ala Glu Gly His Ser Ala Ser Thr Gln Pro Met His Leu Ser Gly Glu
115 120 125

Ala Ser Thr Ala Ala Thr Cys Pr¢ Gln Glu Pro Leu Arg Gly Thr Pro
130 135 140

Gly Gly Ala Leu Trp Leu Gly Val Leu Arg Leu Leu Leu Phe lys Leu
145 150 155 160

181
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Leu

Gly

Ser

Ser

Pro
225

<210> 125
<211> 848
<212> PRT

Leu

Pro

Hisg

Ser

210

Gly

Phe

Leu

Arg

195

Pro

Arg

Asp

Pro

180

Leu

Arg

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CAR multicatenario

<400> 125

Met

1

Phe

Gly

Ala

Lys

65

Ser

Ser

Ala

Phe

Pro

Ser

50

Pro

Gly

Agp

Glu

Pro

Ala

Glu

35

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp
115

Ala

Pro

20

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

100

Ser

Leu

165

Ser

Hisg

Pro

Pro

Met

Asp

Ile

Thr

Gly

Tyr

85

Ser

Ala

ES 2 828 669 T3

Leu

Pro

Pro

Gln

Gly
230

Glu

Gly

Lys

Phe

Leu

70

Asn

Ser

Val

Leu

Ala

Ala

Pro

215

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

55

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

Thr

Thr

200

Arg

Pro

Pro

Leu

Gly

40

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr
120

Cys

Thr

185

Glu

Asp

Val

Thr

Ala

25

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

105

Cys

182

Ser

170

Thr

Thr

Arg

Leu

10

Glu

Ser

Val

Gly

Lys

20

Met

Ala

Cys

Arg

Leu

Leu

Gly Gly

Arg

Leu

Val

Val

Met

Tyr

75

Gly

Glu

Trp
220

Cys

Gln

Lys

His

60

Ile

Lys

Gly

Cys Asp Pro Ala

175

Arg Ala Leu Gly

130

Arg Glu Ala Thr

205

Gly Asp Thr Pro

Val

Met
45

Trp

Asn

Ala

Ser

Thr
125

Ala

Gln

30

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

110

Tyr

Leu

15

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

95

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

80

Thr

Thr

Tyr



Gly

Ser

145

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

225

Ile

His

Lys

BPro

Ero

305

Asp

Gly

Lys

Asn

Ser

130

Ser

Asp

Glu

Asn

Pro

210

Asp

Ser

Leu

Arg

Thr

290

Ala

Phe

Len

Pro
370

Arg

Gly

Ile

Ser

Gly

135

Gln

Arg

Arg

Glu

Ala

275

Ile

Ala

Phe

Phe

Thr

355

Lys

val

Gly

Val

Val

180

Asn

Len

Phe

Val

Tyr

260

Asp

Ala

Gly

Ile

Ile

340

Arg

Asn

Phe

Gly

Met

155

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

243

PBro

Thr

Ser

Gly

Pro

325

Ser

Lys

Asn

ES 2 828 669 T3

Asp

Gly

150

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

230

ala

Phe

Thr

Gln

Ala

310

Leu

Thr

Gly

Arg

Tyr

135

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

215

Ser

Glu

Thr

Thr

Pro

295

Val

Leu

Gln

Phe

Ala
375

Trp

Ala

Cys

Tyr

200

Arg

Gly

Asp

Phe

Pro

280

Leu

His

Val

Gln

Arg

360

Glu

Gly

Ala

Arg

185

Trp

Met

Ser

val

Gly

265

Ala

Ser

Thr

Val

Gln

345

Leu

Gly

183

Gln

Pro

170

Ser

Phe

Ser

Gly

Gly

250

Ala

Pro

Leu

Ile

330

Val

Leu

Arg

Gly

Gly

155

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

235

val

Gly

Arg

Arg

Gly

315

Leu

Thr

Asn

Gly

Thr

140

Ser

Ile

Lys

Gln

Leu

220

Ala

Tyr

Thr

Pro

Pro

300

Leu

Phe

Phe

Pro

Ser
380

Thr

Gly

Pro

Ser

Arg

205

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

285

Glu

Asp

Ala

Leu

His

365

Leu

Leu

Gly

val

Leu

190

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

270

Thr

Ala

Fhe

val

Leu

350

Pro

Leu

Thr

Thr

175

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

255

Glu

Pro

Cys

Ala

Asp

335

Lys

Lys

Thr

val

Gly

160

Pro

Asn

Gln

val

Arg

240

Gln

Leu

Ala

Arg

Cys

320

Thr

Ile

Pro

Cys



Gly

385

Arg

Glu

Lys

Lys

Cys

465

Ile

Gly

Arg

Ala

Leu

545

Phe

Met

Thr

Lys

Arg

Asp

Ala

Val

Ser

Glu

450

Leu

Glu

Ala

Arg

Ser

530

Lys

Glu

Met

Ile

Arg

610

FPro

val

Asn

Leu

Ala

435

Gln

Cys

Gly

Ile

Asn

515

Ser

Lys

Thr

Leu

Cys

595

Gly

Val

Glu

Leu

Glu

420

Ser

Glu

Fhe

Asp

Phe

500

Ala

Ile

Ser

Lys

Phe

580

Gly

Arg

Gln

Glu

Ala

405

Ile

Ser

Phe

Gly

Ile

485

Phe

Thr

Ala

Cys

565

Leu

Ala

Lys

Thr

ES 2 828 669 T3

AsSn

390

Leu

Ser

Pro

Leu

Thr

470

Phe

Ser

Tyr

Gly

Ala

550

Phe

Thr

Gly

Lys

Thr

Pro

Pro

Pro

Pro

Gly

455

Val

Ser

Ile

Leu

Gly

535

Tyr

Met

Ile

Glu

Leu

615

Gln

Gly Pro

Gln Glu

Gln Glu
425

Leu His
440

Val Thr

Val Cys

Ser Phe

Ser Gly

505

Val Arg
520

Thr Gly

Ile His

Ala Ser

Leu Gly

B85

Glu Leu
600

Leu Tyr

Glu Glu

184

Met

Pro

410

Val

Thr

Gln

Ser

Lys

490

Met

Gly

Ile

Ile

Phe

570

Len

Lys

Ile

Asp

Asp

395

Ser

Ser

Trp

Ile

Val

475

Ala

Leu

Ser

Thr

His

555

Ser

Gly

Gly

Phe

Gly

Thr

Ser

Ser

Leu

Leu

460

Leu

Gly

Ser

Leu

Ile

540

Ser

Thr

Ser

Asn

Lys

620

Cys

Glu

Val

Gly

Thr

445

Thr

Asp

Tyr

Ile

Gly

525

Leu

Cys

Glu

Ala

Lys

605

Gln

Ser

Ser

Pro

Arg

430

Val

Ala

Ile

Pro

Ile

310

Ala

Ile

Gln

Ile

val

590

Val

Pro

Cys

AsSn

Ala

415

Leu

Leu

Met

Ser

Phe

495

Ser

Asn

Ile

Lys

Val

575

Ser

Pro

Phe

Arg

Arg

400

Phe

Leu

Lys

Ile

His

480

Trp

Glu

Thr

Asn

Phe

560

Val

Leu

Glu

Met

Phe



10

625

Pro Glu

Thr Leu

Pro Gly

Glu Gln
690

Ala Ile
705

Leu Lys

Arg val

Gln Asn

Asp Val
770

Pro Arg
785

Asp Lys

Arg Arg

Thr Lys

<210> 126
<211> 2547
<212> ADN

Glu

Asn

Pro

675

Ala

Leu

Ile

Lys

Gln

755

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
B35

Glu

Phe

660

Ala

Phe

Gln

Phe

740

Leu

Asp

Lys

Ala

Lys

820

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CAR multicatenario

<400> 126

Glu

645

Asp

Ile

Ala

Leu

Val

725

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

805

Gly

Tyr

ES 2 828 669 T3

630

Gly Gly Cys

Leu Leu Lys

Pro Ala Val
680

Leu Gly Glu
695

Tyr Gly Ile
710

Arg Lys ala

Arg Ser Ala

Asn Glu Leu
760

Arg Arg Gly
775

Pro Gln Glu
790

Ala Tyr Ser

His Asp Gly

Asp Ala Leu
B840

Glu

Leu

665

Val

Pro

Val

Ala

Asp

745

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

825

His

185

Leu

650

Ala

Leu

Gln

Leu

Ile

730

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

810

Tyr

Met

635

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr

715

Thr

Pro

Gly

Pro

Tyr

795

Gly

Gln

Gln

Ser

Asp

Leu

Cys

700

Leu

Ser

Ala

aArg

Glu

780

Asn

Met

Gly

Ala

Gly

val

Leu

685

Tyr

Leu

Tyr

Tyr

Arg

765

Met

Glu

Lys

Leu

Leu
845

val

Glu

670

Leu

Ile

Tyr

Glu

Gln

750

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

830

Pro

Lys

655

Ser

Leu

Leu

Cys

Lys

735

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

815

Thr

Pro

640

Gln

Asn

Val

Asp

Arg

720

Ser

Gly

Tyr

Lys

Lys

800

Arg

Ala

Arg



atggctectyg
gatggegtgt
goctoocgtea
tgggtgaage
gacgggacca
tcctctaceg
tgcgcaaggy
actctcacag
agcgatattg
agcatcagcect
tggtttctge
gectetgggg
atetcocagag
cectttacet
gotecaagge
gaggcctgte
gattttittta
tcaactcagc
cttctgaacc
ctgctgacct
agagcaaatc
atatcteccece
catacatggc
actgctatga
attgagggag
ttttetattt
agaggaagee
ctgatcatea
tttgagacca
ctcaccattc
ctcaaaggaa
cagcctttca
cctgaggaag
gaccttctca
gtcttgctct
tatatcetgyg
ctgaagatee
tecaggageg
aaccteoggga
atgggaggaa
gataagatgg

gggcacgatg
cacatgcagg

ccatggaate
tageagaggt
agatgtectg
agaagcecagyg
aatacaacga
cctacatgga
gcacatacta
tgagctcagg
tcatgaccca
goccggtcocag
agaggcccgd
tgeecgatag
tegaggeega
teggageegyg
cecctaccee
ggeccgetge
tccecattgtt
agcaggtcac
cacatcctaa
gocggcgacgt
ttgctctece
aggaagtatc
tgacagtttt
tatgectttyg
acatttttte
ctggaatgtt
tgggagcaaa
acctgaagaa
agtgctttat
tgggacttygg
acaaggttcc
tgcggoccagt
aggaaggcgd
agttggeggyg
tactcctttt
atgocateoct
aagtgcgaaa
cagatgecec
ggcgegaaga
agecoceggayg
cogaggecta
ggctctacca
cccttecace
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cectacteta
geagttgeag
caaggocage
ccaggggett
gaaattcaag
gctcagectcco
ctatggectct
cggaggaggce
ggcagcccct
caagagcctg
ccagagccct
atttagtggg
agacgtgggg
cacaaagcetg
cgcacecaact
tggaggegca
ggtggtgatt
atttctettg
gccaaacccc
ggaggagaac
acaggagcct
ttcaggcaga
gaaaaaagag
ttttggaaca
atcatttaaa
gtcaattata
cactgocage
gagcttggece
ggcttecttt
tagtgctgtg
agagaaacgg
gcagacaacc
gtgcgagety
agacgtggag
ggttgaacaa
gtttetgtat
ggcagetata
cgcctateaa
atacgacgtg
gaagaacect
ctcagagate
ggggctgage
ccggtga

ctgtgtgtag
cagtcagggce
gggtacactt
gagtggattg
ggcaaageea
ctgaccteccg
agggtgttcyg
agtggcggag
agtatccctg
ctgaacagta
cagctgctga
ageggatccg
gtctattact
gagetgaage
attgcctece
gtgecatacaa
ctgtttgetg
aagattaaga
aaaaacaaca
ccaggcceca
tccagtgtge
ctattgaagt
caggagttcc
gttgtectget
goaggttate
tetgaaagga
agecatagetg
tatatccaca
tccactgaaa
tcactcacaa
ggccggaaga
caagaggagyg
ggttetggeg
tccaacccag
gcagcggcce
ggaattgtec
accagetatg
cagggecaga
ttggataaga
caggaggged

gggatgaagg
acagccacaa
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cettactgtt
cagagttgat
tcaccageta
ggtacatcaa
cactcaccte
aggatagcgc
actactgggg
ggggaagtgy
tgactccagg
acggaaacac
tttaccgcecat
geacagettt
gtatgcaaca
gggctgacac
agecactete
ggggcctega
tggacacagy
gaaccaggaa
gagccgaggy
tggacacaga
ctgcatttga
cggecctecatce
tgggggtaac
ctgtacttga
cattectggga
gaaatgcaac
ggggaacggyg
tecacagttyg
ttgtagtgat
tctgtggage
agctcctcta
atgggtgttc
tgaaacagac
ggcccatgat
tgggagagcc
tcaccctect
agaaatcaaq
accagcteta
gaagggggcyg
tgtacaacga
gggagcggcyg
aggacacata

cttegeteca
taageccgga
cgtcatgeat
cecctacaac
cgataagtee
tgtgtattac
gcagggcact
gggcggoggc
cgagagcgty
atacctctac
gtcaaatctt
tacattgegg
cctggaatac
cacaacecee
actgecggect
tttegectge
attatttate
aggcttcaga
cagaggcagc
aagtaatagg
agtcttggaa
cccaccactg
acaaattctg
tatttcacac
agecatattt
atatctggtg
aattaccate
ccagaaattt
gatgetgttt
tggggaagaa
catttttaag
ctgcagattc
tttgaatttt
tccagcagty
tcagctctge
ctactgtega
agtgaagtte
caacgagett
ggaceccgag
goctgeagaag
cogogggaayg
cgacgccttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2547



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 828 669 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método de preparacion de uno o mas linfocitos T humanos para inmunoterapia, que comprende:

(a) proporcionar uno o mas linfocitos T humanos de un cultivo celular o de una muestra de sangre;
(b) modificar genéticamente dicho uno o mas linfocitos T inactivando al menos:

- un primer gen que codifica una proteina del punto de control inmunitario y
- un segundo gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR);

(c) introducir en dicho uno o mas linfocitos T un receptor quimérico de antigenos (CAR); y

(d) expandir dicho uno o mas linfocitos T,

en donde dicho gen del punto de control inmunitario se selecciona del grupo que consiste en: PD1, CTLA-4, LAG3,
Tim3, BTLA, BY55, TIGIT, B7H5, LAIR1, SIGLEC10 y 2B4.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende modificar linfocitos T:

(a) introduciendo en dicho linfocito T al menos una endonucleasa de sitio de corte infrecuente que pueda inactivar
selectivamente por escision de ADN respectivamente:

- dicho gen que codifica una proteina del punto de control inmunitario y
- al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR); y

(b) expandiendo dichos linfocitos T.
3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el gen del punto de control inmunitario es PD1 o CTLA-4.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el al menos un primer y un segundo gen inactivados se
seleccionan del grupo que consiste en PD1 y TCR alfa, PD1 y TCR beta, CTLA-4 y TCR alfa, CTLA-4 y TCR beta,
LAG3y TCR alfa, LAG3 y TCR beta, Tim3 y TCR alfa, Tim3 y TCR beta, BTLAy TCR alfa, BTLAy TCR beta, BY55 y
TCR alfa, BY55 y TCR beta, TIGIT y TCR alfa, TIGIT y TCR beta, B7H5 y TCR alfa, B7H5 y TCR beta, LAIR1y TCR
alfa, LAIR1y TCR beta, SIGLEC10 y TCR alfa, SIGLEC10y TCR beta, 2B4 y TCR alfa, y 2B4 y TCR beta.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el ARNm que codifica dicha al menos una endonucleasa de
sitio de corte infrecuente se introduce en dichos linfocitos T por electroporacion.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicha al menos una endonucleasa de sitio de corte
infrecuente es una nucleasa TALE.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que al menos una nucleasa TALE se dirige contra una de las
secuencias diana génicas de TCRalfa seleccionadas de SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO: 57 a SEQ ID NO: 60.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que al menos una nucleasa TALE se dirige contra una de las
secuencias diana génicas de TCRbeta seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 39.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que al menos una nucleasa TALE se dirige contra una de las
secuencias diana génicas de PD1 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 78.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que al menos una nucleasa TALE se dirige contra una de las
secuencias diana génicas de CTLA-4 seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 74 y SEQ ID NO: 76.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dichos uno o mas linfocitos T en la etapa a) derivan de
linfocitos T inflamatorios, linfocitos T citotdxicos, linfocitos T reguladores o linfocitos T auxiliares, y/o de linfocitos T
CD4+ y/o linfocitos T CD8+.

12. Un linfocito T humano aislado, en que al menos dos genes se han inactivado, que son genes seleccionados del
grupo que consiste en: PD1y TCR alfa, PD1y TCR beta, CTLA-4 y TCR alfa, CTLA-4 y TCR beta, LAG3 y TCR alfa,
LAG3 y TCR beta, Tim3y TCR alfa, Tim3 y TCR beta, BTLA y TCR alfa, BTLAy TCR beta, BY55y TCR alfa, BY55y
TCR beta, TIGIT y TCR alfa, TIGIT y TCR beta, B7H5 y TCR alfa, B7H5 y TCR beta, LAIR1 y TCR alfa, LAIR1y TCR
beta, SIGLEC10 y TCR alfa, SIGLEC10 y TCR beta, 2B4 y TCR alfa, y 2B4 y TCR beta, comprendiendo ademas una
secuencia polinucleotidica exégena que codifica un receptor quimérico de antigenos.

13. El linfocito T aislado de la reivindicacién 12, en donde dicho receptor quimérico de antigenos es un receptor
quimérico de antigenos multicatenario.

14. El linfocito T aislado de la reivindicacién 13, en donde dicho receptor quimérico de antigenos comprende al menos
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un dominio de transduccién de sefales, en donde dicho dominio de transduccion de sefiales es CD137 (4-1BB).
15. El linfocito T aislado de la reivindicacién 12 para su uso como medicamento.

16. El linfocito T aislado de la reivindicacion 12 para su uso en un método de tratamiento de un cancer o una infeccion
virica.

17. El linfocito T aislado de la reivindicacion 12 para su uso en un método de tratamiento de linfoma.
18. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un linfocito T aislado de la reivindicacion 12.

19. Una poblacion de linfocitos T humanos modificados preparados de acuerdo con el método de la reivindicacion 1
para su uso en el tratamiento de un paciente.

20. La poblacion de acuerdo con la reivindicacion 19, para el uso de la reivindicacion 19, en donde dicho paciente esta
diagnosticado con cancer o infeccion virica.
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Antigeno

Fig.1

X alterado para
ausencia de
alorreactividad

Y alterado para
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CAR multicatenario

Talloy TM
de FceRla

Activacion
de dominios
de sefalizacién

- La cadena beta permite que todos
los dominios de sefalizacion estén
en la posicion yuxtamembranaria
natural

- La cadena beta ya esta colocada para
las interacciones de las sefiales que
provienen de FcRg o TCRzeta

Fig.3
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1 3 4
Aislamiento y estimulacion Inactivacion  EXPansion celular - Acondicionamiento
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de preTCR%, +/-
nh

% ©

%
Donante 2 Células p% Paciente

Transduccion i i .
sano (CAR + pTa) inactivadas con cancer

Exposicion de linfocitos T
con anticuerpos biespecificos

< (D52 La alteracion de CD52 proporciona resistencia a quimioterapia
®, TCR La alteracion de TCRa elimina la alorreactividad (GvHD)

CAR Redireccion de linfocitos T/reconocimiento del tumor

PTa pre-TCRa(pTa) dirige la proliferacion celular

Fig.5
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Tamaiio
DIANA DE LA espiiia- DIANA DE LA
MITAD IZQUIERDA (‘:3;) MITAD DERECHA |
TRAC TTGTCCCACAGATATCC | 15 | CCGTGTACCCAGCTGAGA
32 | mcctccractcacear | 15 | CTACRGCTANGAGCA

P(;:i::s Secuencia e r:ea " Secuencia | f:“n’;l‘::as"r:
inespecificas, emparejada espacia- emparejada incorrec- |
izquierda (‘:)‘I’;) derecha | tos |

1 ttgctctCaccAgtaTd | 25 | TTtTeaggtaaglgcaa | 8

2 tCActcttacctgGace | 19 | CCtacaggttaagGgeCa| 7

3 tctcagAtgAtacacCC | 24 | AgtacaggCalgageCa | 8

4 tGAtcccacagahatAc | 18 | qCatTtctgtgggalCa | 8

5 ttCctethacctgtall = 25 | gAtCcaggtaagGlcaa | 8

6 tAgtcccCeagatatGA | 19 | aAggtqTgGaTgaggaa | 8

7 ttgtchcacaTataCeG | 21 | TgGtatTtgtglgacaa | 8

§ | tAActcttacctgtaGl | 16 | AgatTtctCtgogGeaa | 8

9 ttActcchacthacTat | 16  cegtTtaceGgetTaga = 7

10 tGgctcAtacctqtaGl | 14 | aGgAtgagGTggaggaa | 8

11 ttgctcAtacAtgtGeA | 21 | atqCtgTqtaggTggTa | 8

12 | ttgtcccacagaCatTe | 18 | ccACgtaGeagetgGga | 6

13 | tcAcaCctggtacaTAg | 27 | GtqTtTagtaggGggaa | 8

14 | ttgtcccacaqCtaCcc | 29 | gAgtCtTtgtAggacaa | 6

15 | tctcaActgMlacadgg | 23 | TgtahtgTCaagagcaa 8

Fig. 94
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Transfeccion de control Transfeccion con

(Sin ARN) CD52-TALEN+TRAC+TALEN

Nimero | Name- | Indelesde | Nimero |pngme- | Indeles de
sec. ro frecuencia sec. ia frecuencia
analiza- |indeles| (menosde) | analiza- |jhdeles | (Menos de)
das das

W65 | 0 | 25804 | TS0 | 3 0,4

1046 0 9,56E-04 | 2266 | 1056 0,47

Secuencia
emparejada |

(D52-R_TRAC-R 7132 148-04 7684 | 1 | 1,38-04

CD52-R_TRAC-R . 6431 1,6E-04 = 7377 2 2,7E-04

CD52-R_TRAC-R | 2771 3,6E-04 | 2704 80 | 3,7E-04

TRAC-L_CD52-L ' 5525 1,8E-04 | 4739 0 | 2,1E-04

~ |cD52-R_TRAC-R | 27958 3,6E-05 | 16646 0 6, 0E-05

TRAC-L_CD52-L | 22456 | 4,5E-05 | 32912 10 | 3,08-04

| TRAC-L_CD52-L| 8275 1,28-04 | 5629 0 | 1,88-04

| TRAC-L_CD52-R | 23253 4,305 | 2054 | 16 | 7,3E-04

oOlo oo R oo oo oo o o o o

| CD52-L_TRAC-R | 13371 7,56-05 | 13688 | 1 | 7,3E-05
’ (D52 22856 4,48-05 | 31292 | 0 | 3,28-05
(D52 3238 3,1E-04 | 3064 | 0 | 3,3E-04

TRAC 4530 2,004 | 4652 0 | 2,1E-04

- | CD52-L_TRAC-R | 17361 5,0E-05 | 14454 0 | 6,9E-05
| TRAC-L_CD52-L | 32823 3,08-05 | 33911 | 1 | 2,9E-05
CD52-R_TRAC-R | 6479 1,56-04 | 6088 0 | 1,6E-04

Fig.9B
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Células BFP+: factor de induccion hasta el dia 2

Células BFP+: factor de induccién hasta el dia 2
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