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DESCRIPCION
Célula
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a proteinas de fusién y a proteinas truncadas que permiten manipular o modular las
rutas de sefalizacién que se propagan tras la activacion de las células inmunitarias.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia adoptiva con células T autélogas implica el aislamiento de las células T a partir del paciente seguido
de su estimulacion, modificacién y/o expansion ex vivo con el fin de generar una poblacion de células T que muestra
especificidades antitumorales. Una vez reinfusionadas en el paciente, dichas células son capaces de reconocer los
antigenos expresados en el tumor y que median en el rechazo tumoral.

Este enfoque ya se ha demostrado en varios ensayos en diferentes contextos que presenta el potencial de ser un
tratamiento potente, eficaz y duradero para el cancer. Por ejemplo, los tumores controlados por el VEB, tal como la
enfermedad linfoproliferativa secundaria al trasplante de un érgano soélido, puede tratarse eficazmente con células T
especificas de VEB expandidas ex vivo.

Una terapia similar para las neoplasias malignas no viricas implica linfocitos infiltrantes de tumor (LIT), que se aislan
a partir de fragmentos resecados de tumor y después se someten a estimulacion y expansion con muestras de tumor
autologo. Los cultivos de células T expandidos que muestran reactividad tumoral a continuacion pueden reinfusionarse
en el paciente.

Al contrario que seleccionando y refinando las especificidades de las células T con la exposicién repetida a antigenos,
puede proporcionarse la especificidad antitumoral deseada a las células T mediante modificacion génica e introduccion
de un receptor de células T (RCT) especifico tumoral o un receptor de antigeno quimérico (RAQ). Estas células se
expanden ex vivo con el fin de producir un numero suficiente de células para conseguir respuestas clinicas
significativas en el paciente.

Sin embargo, los enfoques detallados anteriormente adolecen de limitaciones. Por ejemplo, las células T transferidas
adoptivamente pueden mostrar una persistencia y expansion in vivo limitadas debido a una sefializacion, falta de IL-2
o diferenciacion insuficiente. A titulo de ejemplo adicional, las células T transferidas adoptivamente pueden sucumbir
a los estimulos inhibitorios dentro del microambiente tumoral. Por ejemplo, pueden agotarse, experimentar muerte
celular inducida por activacion como consecuencia de la sobreactivacion, o pueden causar efectos en dianas fuera del
tumor.

Otro enfoque prometedor de la activacion de la inmunidad antitumoral terapéutica es el bloqueo de los puntos de
control inmunitario. Los puntos de control inmunitario se refieren a las diversas rutas inhibitorias del sistema inmunitario
que resultan importantes para mantener la autotolerancia y modular la duraciéon y amplitud de las respuestas
inmunitarias fisioldgicas en tejidos periféricos.

Es conocido que los tumores explotan determinadas rutas de punto de control inmunitario como mecanismo principal
de resistencia inmunitaria, particularmente contra células T que son especificas para antigenos tumorales. Muchos de
los puntos de control inmunitario resultan iniciados por interacciones de ligando-receptor, lo que implican que pueden
resultar bloqueados por anticuerpos o modulados por formas recombinantes de ligandos o receptores. Los anticuerpos
citotdxicos del antigeno 4 asociado a linfocitos T (CTLA4) son los primeros de dicha clase de inmunoterapéuticos en
conseguir la autorizacion de la US Food and Drug Administration (FDA). Mas recientemente, se han desarrollado
bloqueantes de proteinas adicionales de punto de control inmunitario, tales como la proteina 1 de muerte celular
programada (PD1), y se ha demostrado que potencian la inmunidad antitumoral. John et al. (John et al.,
Oncolmmunology, 2: 10, €26286, 2013) han dado a conocer que el bloqueo de la inmunosupresion de PD-1 refuerza
la terapia de células T RAQ.

Un problema de la utilizacién de los inhibidores de punto de control inmunitario es que existe una multitud de rutas
inhibitorias inducidas por una multitud de interacciones de ligando:receptor. La utilizaciéon de un anticuerpo o de una
forma recombinante del ligando/receptor sélo bloqueara una de dichas rutas inhibitorias, dejando la posibilidad abierta
de que el tumor pueda compensar el bloqueo de punto de control inmunitario especifico utilizando otras moléculas.

Descripciéon resumida de aspectos de la invencion

Los presentes inventores han desarrollado un sistema para modular y/o manipular las rutas de transduccion de sefales
en células inmunitarias, tales como células T y células asesinas naturales (NK).

Las rutas de sefalizacion intracelular resultan iniciadas y controladas por la modificacion post-traduccional reversible
2
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de las proteinas. Los presentes inventores han determinado que las rutas de sefalizacion activadoras e inhibidoras
en las células T pueden resultar moduladas y/o manipuladas por proteinas de fusién o proteinas truncadas que
comprenden dominios SH2 procedentes de proteinas de transduccion de sefiales inmediatas de células T. En otras
palabras, las rutas de sefalizacion activadoras e inhibidoras en las células T pueden modularse y/o manipularse con
proteinas de fusion o proteinas truncadas que comprenden dominios SH2 de proteinas que son capaces de unirse a
motivos inmunorreceptores de activacion a base de tirosinas fosforiladas (ITAM, por sus siglas en inglés) o motivos
inmunorreceptores de inactivacion a base de tirosinas fosforiladas (ITIM).

La invencién proporciona una célula que comprende un receptor de antigeno quimérico (RAQ) y una proteina truncada
que comprende un dominio SH2 de una proteina que se une a un motivo inmunorreceptor de inactivacién a base de
tirosinas (ITIM) pero que no presenta un dominio de fosfatasa.

En algunas realizaciones, la proteina truncada comprende el dominio SH2 de PTPNG6 pero no presenta el dominio de
fosfatasa de PTPNG6.

En algunas realizaciones, la proteina truncada comprende el dominio SH2 de SHP-2 pero no presenta el dominio de
fosfatasa de SHP-2.

En algunas realizaciones, la proteina truncada comprende la secuencia mostrada en SEC ID n® 6 o una o ambas
secuencias mostradas en SEC IDn°7 y n° 8.

En algunas realizaciones, la proteina truncada comprende o consiste en la secuencia mostrada en SEC ID n° 10, n°®
110n°12.

La invencién proporciona ademas un constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una proteina truncada segun la invencién y una secuencia de acidos nucleicos codificante de
un receptor de antigeno quimérico.

La invencion proporciona ademas un vector que comprende un constructo de acidos nucleicos segun la invencion.

La invencion proporciona ademas un conjunto de vectores que comprende una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una proteina truncada segun la invencién y una secuencia de acidos nucleicos codificante de un receptor de
antigeno quimeérico.

La invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende una pluralidad de células segun la
invencion.

La invenciéon proporciona ademdas una composicion farmacéutica segun la invencion para la utilizacion en el
tratamiento y/o la prevencién de una enfermedad.
En algunas realizaciones, el tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad comprende las etapas siguientes:

(i) provisién de una muestra que contiene células a partir de un sujeto,

(ii) transduccion o transfeccion de las células con un constructo de acidos nucleicos segun la invencion, un vector
segun la invencién o un juego de vectores segun la invencion, y

(iii) administracion de las células de (ii) en el sujeto.

En algunas realizaciones, la enfermedad es el cancer.

La invencion proporciona ademas un método para producir una célula segun la invencion, que comprende la etapa de
introducir: un constructo de acidos nucleicos segun la invencion, un vector segun la invencion o un juego de vectores
segun la invencidn, en la célula ex vivo.

En algunas realizaciones, la célula es de una muestra aislada a partir de un sujeto.

Descripcion de las figuras

Figura 1 (a) - Diagrama de rutas de activacion inmediata de células T. La activacion de receptores de las células T
resulta en la fosforilacién de los ITAM. Los ITAM fosforilados resultan reconocidos por los dominios SH2 de ZAP70.
Con el reconocimiento, ZAP70 resulta captado en la regidon yuxtamembranal y su dominio de quinasa
seguidamente fosforila LAT. LAT fosforilado es posteriormente reconocido por los dominios SH2 de GRAP, GRB2
y PLC-y. (b) - Diagrama de rutas de inhibicion inmediata de células T. La activacion un inmunorreceptor inhibitorio
tal como PD1 resulta en la fosforilacion de los dominios ITIM. Estos resultan reconocidos por los dominios SH2 de
PTPNG6. Con el reconocimiento, PTPN6 resulta captado en la regidon yuxtamembranal y su dominio fosfatasa
seguidamente desfosforila dominios ITAM, inhibiendo la activacién inmunitaria.

Figura 2 - Diagrama de un sistema de sefial de bloqueo - a) ZAP70 truncado que no comprende un dominio de
quinasa resulta sobreexpresado. En consecuencia, compite con ZAP70 de longitud completa para los ITAM y
reduce la sefalizacion de ITAM. (B) Un PTPNG6 truncado que no comprende un dominio de fosfatasa se
sobreexpresa, compitiendo para PTPNG de longitud completa, reduciendo la sefalizacién de ITIM.

Figura 3 - Diagrama de un sistema de sefializacion de cruce: (a) SH2 de ZAP70 se fusiona con la PTPNG6 fosfatasa;
por lo tanto, actua amortiguando la fosforilacion de ITAM, ((b) SH2 de PTP6 se fusiona con la ZAP70 quinasa,
resultando en la activacion paraddjica en respuesta a una sefal inhibitoria.
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Figura 4 - Diagrama de un sistema de sefializacion amplificada: (a) ZAP70 de longitud completa presenta un
endodominio zeta de CD3 unido a su extremo amino-terminal de manera que se ensambla una cascada de ITAM.
(b) PTPNG6 de longitud completa presenta un endodominio PD1 unido a su extremo amino-terminal de manera que
se ensambla una cascada de ITIM.

Figura 5 - Diagrama de ejemplos de un sistema de sefalizacién de derivacién: (a) ZAP70 fusionado con
endodominio de CD28; (b) ZAP70 fusionado con endodominio de 41BB; (c) ZAP70 fusionado con AKT quinasa;
(d) el dominio SH2 de PTPNG se fusiona con el endodominio 41BB.

Figura 6 - Diagrama de un sistema ilustrativo de sefiales transcripcionales: a) se coexpresa una fusion ZAP-TeV
con un factor de transcripciéon anclado a membrana que puede liberarse de la membrana mediante corte de su
motivo de reconocimiento TeV. Se muestra lo anterior coexpresado con un RAQ de CD19. Por lo tanto, tras el
reconocimiento de CD19 sobre una célula diana, la célula T resulta activada y, ademas, el factor de transcripcion
se activa. (b) Un sistema alternativo que utiliza alternativamente una fusion de PTPNG6-TeV. En la presente
memoria, el RAQ consiste en un endodominio portador de ITIM. Por lo tanto, con el reconocimiento de CD19 por
el RAQ, el factor de transcripcion se activa, aunque es independiente de la activacion de las células T.

Figura 7 - diagrama de un sistema de sefalizacion de castracion: se muestran dos RAQ - uno reconoce CD19 y
es activador, y uno que reconoce CD33 y es inhibitorio - estas especificidades se proporcionan unicamente a titulo
ilustrativo (a) Y NO castracion de sefial; se capta una proteina de fusion SH2-Tev en el RAQ ITIM con su activacion.
Lo anterior resulta en la escision de los ITAM respecto de un RAQ activador que se construye de manera que un
sitio de corte TeV conecta el dominio transmembranal con el dominio ITAM. Por lo tanto, se inhibe el RAQ activador.
(b) Y castracion de sefales: En la presente memoria, se cata una proteina de fusién SH2-TeV en un RAQ ITIM
tras su activacion. Lo anterior resulta en la liberacion de un dominio de fosfatasa respecto de un RAQ activador
que se construye de manera que se conecta una fosfatasa a su extremo carboxi-terminal mediante un dominio de
corte TeV. Lo anterior resulta en la liberacion de la inhibicién constitutiva, permitiendo que el RAQ se active en
presencia del antigeno afin.

Figura 8 - Se construyeron varias fusiones de diferentes dominios SH2 y dominio de quinasa AKT. ZAP-AKT,
GRAP-AKT, GRB-AKT y PLC-y.

Figura 9(a) Tincién fosfo-AKT de células T transducidas con las diferentes fusiones de SH2/AKT con y sin
activacion con el anticuerpo mitogénico OKT3. (b) Tincion fosfo-AKT de células T transducidas con fusion ZAP-
AKT, una fusién ZAP-AKT mejorada en la que ZAP y AKT se conectan mediante un conector flexible y un ZAP-
AKT de control, en el que la sustitucion R190K elimina la capacidad de ZAP de unirse a los ITAM. Las células T
se estimularon con OKT3 o no se estimularon con OKT3. Los graficos de facs se superpusieron sobre los de las
células T no transducidas.

Figura 10(a). Transferencia fosfo-AKT de células T activadas con cantidades crecientes de OKT3. (B) Microscopia
de ZAP-AKT o células T de control no estimuladas, estimuladas con solo OKT3 o estimuladas con OKT3 e IL-2.
Las células T ZAP-AKT estimuladas con solo OKT3 son similares a las células T no transducidas estimuladas con
OKT3 e IL2.

Figura 11(a). Implementacion del interruptor transcripcional de TeV directo. Se sustituye un endodominio de RAQ
de CD19 con la proteasa TeV. También se coexpresa un factor de transcripcion VP16/GAL4 anclado a membrana.
Un informador de luciferasa detecta la actividad de VP16/GALS5. (b) Implementaciéon con ZAP-TeV. Se coexpresa
un RAQ de CD19 estandar con la fusion ZAP-TeV junto con el factor de transcripciéon anclado a membrana.
Figura 12. Actividad de interruptores transcripcionales basados en ZAP-TeV y células T expresantes de control
tras la exposicion a dianas negativas para CD19 (izquierda) o positivas para CD19 (derecha). La actividad se mide
a partir de la produccién de luz tras la adicién de luciferasa. En orden, las condiciones sometidas a ensayo son:
(a) RAQ aCD19 coexpresado con ZAP-TeV, (b) RAQ aCD19 coexpresado con (R190K) inactivo, (c) RAQ aCD19
coexpresado con ZAP-TeV vy el factor de transcripcidon anclado a membrana, (d) RAQ aCD19 coexpresado con
(R190K) ZAP-TEV inactivo coexpresado con el factor de transcripcion anclado a membrana, (e) fusion RAQ aCD19
| TeV coexpresada con el factor de transcripcion anclado a membrana, (f) factor de transcripcion GAL4/VP16
constitutivamente activo.

Figura 13(a). Arquitectura generalizada de un RAQ: un dominio de union reconoce el antigeno; el espaciado eleva
el dominio de unién respecto de la superficie celular; el dominio transmembranal ancla la proteina a la membrana
y el endodominio transmite sefiales. (b) a (d): diferentes generaciones y permutaciones de los endodominios RAQ:
(B) los disefios iniciales transmitian sefiales de ITAM solas a través del endodominio FceR1-y o Cd3¢, mientras
que disefos posteriores transmitian sefiales adicionales, una (c) o (d) dos sefiales coestimuladoras en cis.

Figura 14. Secuencias de proteina ilustrativas que incluyen secuencias de la presente invencion.

Figura 15. Bloqueo de la sefal de PD-1 utilizando células PBMC de SHP-1 truncada (PTPN6) o SHP-2 truncada,
se cotransdujeron con PD1 y RAQ solo (FMC63) o un constructo bicistrénico que contenia RAQ y SHP-1 truncada
o RAQ y SHP-2 truncada. Dichas células se cocultivaron durante 48 horas con células SupT1 transducidas con
CD19, PDL1 o ambas y se midio la liberacion de IFNy mediante ELISA.

Figura 16. Secuestro de la sefial de PD-1 utilizando una fusién de dominios SHP-2 SH2 y Zap70 quinasa. Se
cotransdujeron células PBMC con PD1 y RAQ solo (FMC63) o un constructo bicistronico que contenia RAQ y una
proteina de fusién que comprendia dominios SHP-2 SH2 y la ZAP70 quinasa. Dichas células se cocultivaron en
una proporcion 1:1 durante 24 horas con células SupT1 transducidas con CD19 o PDL1. Se midid la liberacion de
IFNy mediante ELISA (A) y la eliminacion de las células SupT1 se cuantific6 mediante FACS (B).

Descripcion detallada
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Las rutas de sefalizaciéon de las células T pueden modularse y alterarse mediante, por ejemplo, los mecanismos

indicados en la Tabla 1.
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Tabla 1: aplicacion de la modulacion de senales

Tipo

Mecanismo

Aplicacion

Sefial de bloqueo

ZAP70, SHP-2 o PTPN6 se
truncaron - manteniendo el
dominio SH2 solo

ZAP70, SHP-2 o PTPN6 truncado compite con
ZAP70, SHP-2 o PTPNG6 de longitud completa de
tipo salvaje. Debido a que lo anterior no sefaliza,
se inhibira la activacion. Entre las aplicaciones se
incluyen, por ejemplo, con ZAP70 en el caso de que
una sefial de activacion muy fuerte resulte
perjudicial, o con PTPN6 o SHP-2 en el caso de que
el efecto de una sefal inhibitoria, p.ej. PD1/PDL1,
necesite reducirse.

Sefal cruzada

SH2 de ZAP70 fusionado con
PTPN6/SHP-2 fosfatasa, o
SH2 de PTPN6/SHP-2
fusionado con ZAP70
quinasa, por ejemplo.

En la presente realizacion, se fusiona un SH2 de
ZAP70 con la fosfatasa de PTPN6/SHP-2, o a la
inversa, es decir, el dominio SH2 de PTPN6/SHP-2
se fusiona con el dominio de ZAP70 quinasa. En el
caso de que la célula T reciba una sefial inhibitoria,
la interpreta como una sefial de excitacién o
viceversa.

Sefial amplificada

ZAP70 fusionado con
dominios ITAM adicionales o
PTPN6/SHP-2 fusionado con
dominios ITIM adicionales.

Un Udnico fosfo-ITAM o ITIM conduce a una
concatenacién de dominios ITAM o ITIM que lleva
a una sefal aumentada o a una sensibilidad
incrementada al antigeno.

Senal de derivacion

SH2 de ZAP70 o SH2 de
PTPN6/SHP-2 fusionado con,
p.ej., ectodominios CD28 o
41BB, o dominio de AKT
quinasa, un dominio de JAK
quinasa, etc.

En la presente realizacion, puede unirse una sefial
“no fisiologica” a la ruta de ITAM/ITIM. De esta
manera, una sefal de ITAM/ITIM puede conducir a
una sefal coestimuladora, o una sefal tal como
AKT o una sefal de tipo citoquina.

Sefial de
transcripcién

SH2 de ZAP70 o SH2 de
PTPN6/SHP-2 fusionado con
dominio de proteasa junto con
la coexpresion de un factor de
transcripcion anclado a
membrana con un sitio de
corte de proteasa liberador.

En la presente realizacion, se transmite una sefial
transcripcional con la activacién o inhibicion del
receptor inmunitario. Dicha sefial puede resultar,
por ejemplo, en la expresion de una citoquina
particular tras la activacion o inhibicién de la célula
T.

Sefial de castracion

El dominio SH2 de ZAP70 o el
dominio SH2 de PTPN6/SHP-
2 fusionado con un dominio de
proteasa; un receptor
reciproco presenta un sitio de
corte de proteasa.

En la presente realizacion, la activacion o inhibicion
de un receptor resulta en la inhibicion o activacion
de otro receptor.

PROTEINA

La presente exposiciéon proporciona una proteina truncada que comprende un dominio SH2.

La presente exposicion proporciona ademas una proteina de fusion que comprende: (i) un dominio SH2 e (ii) un
dominio heterdlogo.

El dominio SH2 puede proceder de una proteina que se une a un motivo de activacién de inmunorreceptor (ITAM) a
base de tirosinas fosforiladas o proceder de una proteina que se une a un motivo de inhibicién de inmunorreceptor
(ITIM) a base de tirosinas fosforiladas.

Un ejemplo de una proteina que se une a un ITAM es ZAP70. Entre los ejemplos de proteinas que se unen a ITIM se
incluyen PTPN6 y SHP-2.

Por lo tanto, la proteina de fusién de la exposicién comprende un dominio SH2 y por lo menos un dominio adicional
gue no se encuentra presente en una proteina de tipo salvaje a partir de la que se deriva el dominio SH2.

DOMINIO DE HOMOLOGIA 2 RESPECTO A SRC (SH2)
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Las rutas de sefializacion intracelular resultan iniciadas y controladas por la modificacion post-traduccional reversible
de las proteinas, incluyendo la fosforilacion, la ubiquitinilacion y la acetilacion.

Los dominios SH2 son dominios de proteina modulares que sirven como adaptadores y median en interacciones
proteina-proteina mediante la unién a péptidos fosforilados en sus parejas de uniéon a proteina respectivas, con
frecuencia receptores de superficie celular. Los dominios SH2 tipicamente se unen a un residuo de tirosina fosforilada
en el contexto de un motivo peptidico mas largo dentro de una proteina diana, y los dominios SH2 representan la clase
mas grande de dominios de reconocimiento de pTyr conocidos. Aunque los dominios SH2 no presentan ninguna
actividad catalitica intrinseca, se acoplan frecuentemente con dominios cataliticos independientes y, de esta manera,
en respuesta a una sefial de entrada especifica, sirven para localizar dichos dominios cataliticos en localizaciones
subcelulares particulares o en la vecindad de sustratos, activadores o inhibidores apropiados. Ademas, también
pueden encontrarse dominios SH2 unidos a dominios proteicos adaptadores, de manera que pueden servir para la
formacion de grandes complejos multiproteina.

PROTEINA QUINASA 70 ASOCIADA A CADENA ZETA (ZAP70)

ZAP70 es una proteina normalmente expresada en proximidad a la membrana superficial de las células T y las células
asesinas naturales. Es parte del receptor de células T (RCT) y desempefia una funcién critica en la sefializaciéon de
las células T. Su peso molecular es de 70 kDa y estd compuesto de 2 dominios SH2 N-terminales y un dominio de
quinasa C-terminal. Es un miembro de la familia de las proteina-tirosina quinasas.

La primera etapa en la activacion de las células T es el reconocimiento de un péptido complejo de CMH sobre la célula
diana por parte del RCT. Dicho suceso inicial causa la asociacion estrecha de la Lck quinasa y la cola citoplasmatica
de CD3-zeta en el complejo de RCT. A continuacion, Lck fosforila los residuos de tirosina en la cola citoplasmatica de
Cd3-zeta, que permite la captacion de ZAP70. ZAP70 es una quinasa que contiene SH2 que desempefia una funcién
crucial en la activacién de las células T tras el acoplamiento del RCT. Los dominios SH2 en tandem en ZAP70 se unen
a CD3 fosforilado que resulta en que ZAP70 es fosforilado y activado por Lck o por otras moléculas de ZAP70 en trans.
A continuacién, la ZAP70 activa es capaz de fosforilar corriente abajo las proteinas membranales, clave entre ellos es
el conector de proteina de células T activadas (LAT). LAT es una proteina de andamiaje y su fosforilacion sobre
multiples residuos permite que interactie con otras varias proteinas que contienen dominio SH2, incluyendo Grb2,
PLC-g y Grap, que reconocen los péptidos fosforilados en LAT y transmiten la sefial de activacion de las células T
corriente abajo, resultando finalmente en un abanico de respuestas de células T. Dicho procedimiento se resume en
la figura 1.

La proteina ZAP70 humana presenta el nimero de acceso de UniProtKB P43403. Dicha secuencia presenta 619
aminoacidos de longitud y se muestra en la SEC ID n° 1.

Secuencia de aminoacidos de ZAP70 (SEC ID n° 1)

MPDPAAHLPFFYGSISRAEAEEHLKLAGMADGLF LLRQCLRSLGGYVLSLVHDVRFHHFPIERQLNGTYA
IAGGKAHCGPAELCEFYSRDPDGLPCNLRKPCNRP SGLEPQPGVEDCLRDAMVRDYVRQTWKLEGEALEQ
ATIISQAPQVEKLIATTAHERMPWYHSSLTREEAERKLYSGAQTDGKFLLRPRKEQGTYALSLIYGKTVYH
YLISQDKAGKYCIPEGTKFDTLWQLVEYLKLKADGLIYCLKEACPNSSASNASGAAAPTLPAHPSTLTHP
QRRIDTLNSDGYTPEPARITSPDKPRPMPMDTSVYESPYSDPEELKDKKLFLKRDNLLIADIELGCGNFEG
SVROGVYRMRKKQIDVAIKVLKQGTEKADTEEMMREAQIMHQLDNPYIVRLIGVCQAEALMLVMEMAGGG
PLHKFLVGKREEIPVSNVAELLHQVSMGMKYLEEKNFVHRDLAARNVLLVNRHYAKISDFGLSKALGADD
SYYTARSAGKWPLKWYAPECINFRKFSSRSDVWSYGVIMWEALSYGQKPYKKMKGPEVMAFIEQGKRMEC
PPECPPELYALMSDCWIYKWEDRPDFLTVEQRMRACYYSLASKVEGPPGSTQKAEAACA

La proteina de fusién de la exposicion puede comprender un dominio SH2 de ZAP70. La proteina truncada de la
exposicion puede comprender o consistir en un dominio SH2 de ZAP70. A este respecto, la fusién o proteina truncada
puede comprender o consistir en la secuencia mostrada en SEC ID n° 2.

Dominio SH2 completo de ZAP70 (SEC ID n° 2)

MPDPAAHLPFFYGSISRAEAEEHLKLAGMADGLFLLRQCLRSLGGYVLSLVHDVRFHHFPIERQLNGTYA
IAGGKAHCGPAELCEFYSRDPDGLPCNLRKPCNRP SGLEPQPGVFDCLRDAMVRDYVRQTWKLEGEALEQ
ATIISQAPQVEKLIATTAHERMPWYHSSLTREEAERKLYSGAQTDGKFLLRPRKEQGTYALSLIYGKTVYH
YLISQDKAGKYCIPEGTKFDTLWQLVEYLKLKADGLIYCLKEACPNSSASNASGAAAPTLPAHPSTLTHP

ZAP70 presenta dos dominios SH2 en el extremo N-terminal de la secuencia, en los residuos 10-102 y 163-254 de la
secuencia mostrada en SEC ID n° 1. La proteina truncada o la proteina de fusién de la invencién puede comprender,
por lo tanto, una o ambas secuencias mostradas en SEC ID n° 3y n° 4.
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SH2 1 de ZAP70 (SEC ID n° 3)

FFYGSISRAEAEEHLKLAGMADGLFLLRQCLRSLGGYVLSLVHDVRFHHFPIERQLNGTYATAGGKAHCG
PAELCEFYSRDPDGLPCNLRKPC

SH2 2 de ZAP70 (SEC ID n° 4)

WYHSSLTREEAERKLYSGAQTDGKFLLRPRKEQGTYALSLIYGKTVYHYLISQDKAGKYCIPEGTKEFDTL
WOLVEYLKLKADGLIYCLKEAC

La proteina de fusion puede comprender una variante de SEC ID n° 2, n° 3 o n° 4 con una identidad de secuencia de
por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99%, con la condicién de que la secuencia variante es una secuencia de
dominio SH2 presenta las propiedades requeridas. En otras palabras, la secuencia variante deberia ser capaz de
unirse a los residuos de tirosina fosforilados en la cola citoplasmatica de Cd3-zeta que permite la captacion de ZAP70.

Los métodos de alineacion de secuencias son bien conocidos de la técnica y se llevan a cabo utilizando programas
de alineacion adecuados. El % de identidad de secuencia se refiere al porcentaje de residuos aminoacidos o
nucledtidos que son idénticos en las dos secuencias una vez se han alineado éptimamente. La homologia o identidad
de secuencias de nucleétidos y de proteinas pueden determinarse utilizando algoritmos estandares, tales como un
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool en el National Center for Biotechnology Information) utilizando
parametros por defecto, que se encuentra disponible publicamente en http://blast.ncbi.nim.nih.gov. Entre otros
algoritmos para determinar la identidad u homologia de secuencias se incluyen: LALIGN
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psal/lalign/ and http://www.ebi.ac.uk/Tools/psallalign/nucleotide.html). AMAS (analisis de
secuencias multiplemente alineadas, en: http://www.compbio.dundee.ac.uk/Software/Amas/amas.html), FASTA
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/), Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/), SIM (http://web.expasy.org/sim/) y EMBOSS Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html).

La proteina de fusidon puede comprender el dominio SH2 de ZAP70 y el dominio de quinasa de ZAP70. Por ejemplo,
la proteina de fusidon puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 1 o una variante de la misma que
presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

PROTEINA-TIROSINA FOSFATASA NO RECEPTORA TIPO 6 (PTPNG)

PTPNG6 también es conocida como fosfatasa-1 que contiene la regién 2 del dominio de homologia de Src (SHP-1). Es
un miembro de la familia de las proteina-tirosina fosfatasas.

La region N-terminal de PTPNG6 contiene dos dominios SH2 en tdndem que median en la interacciéon de PTPNG y sus
sustratos. La region C-terminal contiene un dominio de proteina-tirosina fosfatasa.

PTPN6 es capaz de unirse y propagar sefiales de varios receptores inmunitarios inhibitorios o receptores que
contienen ITIM. Entre los ejemplos de dichos receptores se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, PD1, PDCD1,
BTLA4, LILRB1, LAIR1, CTLA4, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1 y KIR3DL3.

La proteina PTPN6 humana presenta el nimero de acceso de UniProtKB P29350. Dicha secuencia presenta 595
aminoacidos de longitud y se muestra en la SEC ID n° 5.

Secuencia de aminoacidos de PTPN6 (SEC ID n° 5)

MVRWFHRDLSGLDAETLLKGRGVHGSFLARPSRKNQGDFSLSVRVGDQVTHIRIQNSGDFYDLYGGEKFA
TLTELVEYYTQQQOGVLODRDGTITHLKYPLNCSDPTSERWYHGHMSGGQAETLLOAKGEPWTFLVRESLS
QPGDFVLSVLSDQPKAGPGSPLRVTHIKVMCEGGRYTVGGLETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLR
QPYYATRVNAADIENRVLELNKKQESEDTAKAGEFWEEFESLOQKQEVKNLHOQRLEGQRPENKGKNRYKNIL
PFDHSRVILQGRDSNIPGSDYINANYIKNQLLGPDENAKTYIASQGCLEATVNDFWQOMAWQENSRVIVMT
TREVEKGRNKCVPYWPEVGMORAYGPYSVINCGEHDTTEYKLRTLOQVSPLDNGDLIREIWHYQYLSWPDH
GVPSEPGGVLSFLDQINQRQESLPHAGPIIVHCSAGIGRTGTIIVIDMLMENISTKGLDCDIDIQKTIQM
VRAQRSGMVQTEAQYKFIYVAIAQFIETTKKKLEVLOSQKGQESEYGNITYPPAMKNAHAKASRT SSKHK
EDVYENLHTKNKREEKVKKQRSADKEKSKGSLKRK

La proteina truncada de la invencién puede comprender o consistir en un dominio SH2 de PTPNG. A este respecto, la
proteina truncada puede comprender o consistir en la secuencia mostrada en SEC ID n° 6.

Dominio completo SH2 de PTPN6 (SEC ID n° 6)
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MVRWEFHRDLSGLDAETLLKGRGVHGSFLARPSRKNQGDFSLSVRVGDQVTHIRIQNSGDFYDLYGGEKFA
TLTELVEYYTQOQGVLOQDRDGTITHLKYPLNCSDPTSERWYHGHMSGGQAETLLQAKGEPWIFLVRESLS
QPGDFVLSVLSDQOPKAGPGSPLRVTHIKVMCEGGRYTVGGLETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLR
QPYY
PTPNG6 presenta dos dominios SH2 en el extremo N-terminal de la secuencia, en los residuos 4-100 y 110-213 de la
secuencia mostrada en SEC ID n° 5. La proteina truncada de la invenciéon puede comprender, por lo tanto, una o
ambas secuencias mostradas en SEC ID n° 3y n° 4.

SH2 1 de PTPNG6 (SEC ID n° 7)

WEHRDLSGLDAETLLKGRGVHGSFLARP SRKNQGDF SLSVRVGDQVTHIRIQONSGDFYDLYGGEKFATLT
ELVEYYTQOQGVLODRDGTIIHLKYPL

SH2 2 de PTPNG (SEC ID n° 8)

WYHGHMSGGQAETLLOAKGEPWTFLVRESLSQPGDEVLSVLSDQPKAGPGSPLRVTHIKVMCEGGRYTVG
GLETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLRQPY

La proteina puede comprender una variante de SEC ID n° 6, n° 7 o n° 8 con una identidad de secuencia de por lo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99%, con la condicion de que la secuencia variante es una secuencia de dominio
SH2 presenta las propiedades requeridas. En otras palabras, la secuencia variante deberia ser capaz de unién a los
residuos de tirosina fosforilada en la cola citoplasmatica de por lo menos de PD1, PDCD1, BTLA4, LILRB1, LAIR1,
CTLA4, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1 o KIR3DL3 que permite la captacion de PTPNG.

En determinadas realizaciones, la proteina puede comprender el dominio SH2 de PTPNG6 y el dominio de fosfatasa de
PTPNG. Por ejemplo, la proteina de fusiéon puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 5 o una variante
de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

SHP-2

SHP-2, también conocido como PTPN11, PTP-1D y PTP-2C es un miembro de la familia de la proteina tirosina
fosfatasa (PTP). Al igual que PTPN6, SHP-2 presenta una estructura de dominio que consiste en dos dominios SH2
en tandem en su extremo N-terminal seguido de un dominio de proteina tirosina fosfatasa (PTP). En el estado inactivo,
el dominio SH2 N-terminal se une al dominio PTP y bloquea el acceso de los potenciales sustratos al sitio activo. De
esta manera, SHP-2 se encuentra autoinhibida. Tras la union a los residuos fosfotirosilo diana, el dominio SH2 N-
terminal se libera del dominio PTP, activando cataliticamente el enzima mediante liberacion de la autoinhibicion.

La SHP-2 humana presenta el nimero de acceso de UniProtKB P35235-1. Dicha secuencia presenta 597 aminoacidos
de longitud y se muestra en la SEC ID n° 9.

Secuencia de aminoacidos de SHP-2 (SEC ID n° 9)

MTSRRWEHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIQNTGDYYDLYGGEK
FATLAELVQYYMEHHGQLKEKNGDVIELKYPLNCADPTSERWFHGHLSGKEAEKLLTEKGKHGSFLVRES
QSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYDVGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVL
QLKQPLNTTRINAAEIESRVRELSKLAETTDKVKQGFWEEFETLQQQECKLLYSRKEGQRQENKNKNRYK
NILPFDHTRVVLHDGDPNEPVSDYINANIIMPEFETKCNNSKPKKSYIATQGCLQNTVNDFWRMVFQENS
RVIVMTTKEVERGKSKCVKYWPDEYALKEYGVMRVRNVKESAAHDYTLRELKLSKVGQALLOGNTERTVW
QYHFRTWPDHGVPSDPGGVLDFLEEVHHKQESIVDAGPVVVHCSAGIGRTGTFIVIDILIDIIREKGVDC
DIDVPKTIQMVRSQRSGMVQTEAQYRFIYMAVOQHYIETLORRIEEEQKSKRKGHEYTNIKYSLVDQTSGD
QSPLPPCTPTPPCAEMREDSARVYENVGLMQQOQRSFR

La proteina truncada de la invencion puede comprender o consistir en un dominio SH2 de SHP-2. A este respecto, la

proteina truncada puede comprender o consistir en el primer dominio SH2 de SHP-2, comprendiendo por ejemplo los

aminoacidos 6 a 102 de SEC ID n° 9 o el segundo dominio SH2 de SHP-2, comprendiendo por ejemplo los aminoacidos

112 a 216 de SHP-2. La proteina truncada puede comprender o consistir en la secuencia mostrada en SEC ID n° 10,
11 012.
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Primer dominio SH2 de SHP-2 (SEC ID n° 10)

WEHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIQONTGDYYDLYGGEKFATLA
ELVOYYMEHHGQLKEKNGDVIELKYPL

Segundo dominio SH2 de SHP-2 (SEC ID n° 11)

WEHGHLSGKEAEKLLTEKGKHGSFLVRESQSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYDV
GGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVLQLKQPL

Ambos dominios SH2 de SHP-2 (SEC ID n° 12)

WFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIQONTGDYYDLYGGEKFATLA
ELVQYYMEHHGQLKEKNGDVIELKYPLNCADPTSERWFHGHLSGKEAEKLLTEKGKHGSFLVRESQSHPG
DFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYDVGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVLQLKQP
L

La proteina puede comprender una variante de SEC ID n° 10, n°® 11 o n® 12 con una identidad de secuencia de por lo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%, con la condicion de que la secuencia variante sea una secuencia de dominio
SH2 capaz de unién a un dominio que contiene ITIM. Por ejemplo, la secuencia variante puede ser capaz de unién a
los residuos de tirosina fosforilada en la cola citoplasmatica de PD1, PDCD1, BTLA4, LILRB1, LAIR1, CTLA4,
KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1 o KIR3DL3.

DOMINIO HETEROLOGO

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “dominio heterdlogo” se refiere a cualquier dominio de proteina
que no se encuentra presente en:

i) ZAP70 de tipo salvaje (ver la SEC ID n° 1) para proteinas de fusiéon que comprenden un dominio SH2 de ZAP70,
ii) PTPNG de tipo salvaje (ver la SEC ID n° 5) para proteinas de fusion que comprenden un dominio SH2 de PTPNG,
o}
iii) SHP-2 de tipo salvaje (ver la SEC ID n° 9) para proteinas de fusién que comprenden un dominio SH2 de SHP-
2.

El dominio heterdlogo puede ser, o puede ser derivable de (p.ej., puede ser parte de) una proteina diferente de ZAP70,
SHP-2 o PTPNG.

Alternativamente, la proteina de fusién puede comprender una fusion de dominio SH2 de ZAP70 y un dominio de
PTPNB®, tal como el dominio de PTPN6 quinasa. Del mismo modo, la proteina de fusién puede comprender una fusion
de dominio SH2 de PTPNG6 y un dominio de ZAP70, tal como el dominio de ZAP70 quinasa.

SENAL AMPLIFICADA

La presente exposicidn proporciona una proteina de fusién que comprende: un dominio SH2 de una proteina de union
a ITAM y un dominio que contiene ITAM.

La presente exposicion proporciona ademas una proteina de fusién que comprende: un dominio SH2 de una proteina
de unién a ITIM y un dominio que contiene ITIM.

Estas moléculas de sefializacion “amplificadas” amplificaran una sefial de excitacién o inhibitoria dentro de una célula
inmunitaria, tal como una célula T.

Tal como se muestra en la figura 4, la presencia de dichas moléculas conducira a una concatenacion de ITAM o ITM
que conduce a una sefal activadora o inhibidora aumentada, respectivamente.

La amplificacién de una sefial activadora resulta Util en situaciones en las que resulta deseable incrementar la
sensibilidad de la célula inmunitaria (tal como una célula T-RAQ) al antigeno. Lo anterior puede ser el caso cuando,
por ejemplo, el antigeno diana se expresa a niveles bajos sobre las células diana.

La amplificacion de un sistema inhibidor en situaciones en las que resulta deseable reducir o evitar la activacion de
las células T. El documento n® WO2015/075469 describe un panel de pares de receptores de antigeno quimérico de
“puerta logica” que, al ser expresado por una célula, tal como una célula T, es capaz de detectar un patrén particular
de la expresion de por lo menos dos antigenos diana A y B. La “puerta Y/NO” descrita en la presente solicitud
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comprende una pareja de RAQ, de manera que la célula T se induce Unicamente en el caso de que se encuentre
presente el antigeno A pero no el antigeno B sobre la célula diana. En dicha puerta Y/NO, un RAQ (que reconoce el
antigeno A) presenta un endodominio activador que comprende un ITAM, mientras que el otro RAQ (que reconoce el
antigeno B) presenta un endodominio inhibidor que puede comprender un ITIM. En presencia del antigeno A solo, la
presencia de RAQ inhibidora no ligada resulta insuficiente para evitar la activacion de las células T, de manera que se
produce la activacion. Sin embargo, en presencia de ambos antigenos, se forman zonas de membrana con
concentraciones elevadas de RAQ tanto activadores como inhibidores. Debido a que ambos endodominios se
encuentran concentrados, se bloquea o se reduce la activacion de las células T.

La amplificacién de la sefial inhibidora utilizando una molécula de sefializacién amplificada de la presente invencion
podria utilizarse en una puerta Y para reducir o eliminar cualquier sefalizacion residual que se produce en presencia
de ambos antigenos, es decir, por la inhibicién incompleta del RAQ activador por el RAQ inhibidor.

DOMINIO QUE CONTIENE ITAM

La proteina de fusién puede comprender un dominio SH2 de ZAP70 y un dominio que contiene dominio de activacion
de inmunorreceptor a base de tirosinas (ITAM).

Una fusién de ZAP70 de longitud completa con un dominio que contiene ITAM resulta en una estructura que amplifica
una sefal inmunitaria activadora. En la presente memoria, la proteina de fusién se capta en un endodominio de
inmunorreceptor fosfo-ITAM. ZAP7UO funciona normalmente propagando la sefal, aunque ademés proporciona otro
juego de ITAM que resultan fosforilados y captan mas ZAP70. Lo anterior puede resultar util para incrementar la fuerza
de la sefal y puede incrementar la sensibilidad a antigenos a baja densidad, por ejemplo. La fusiéon puede incluir solo
el dominio SH2 de ZAP70 con un endodominio que contiene ITAM (p.ej., la fusion no contiene un dominio de ZAP70
quinasa). La proporciéon de dominios cataliticos de ZAP70 (dominios de quinasa) con ITAM puede modificarse para
afectar a la cinética de activacion en respuesta a la dinamica de las interacciones de receptor activadoras con una
diana afin.

Un ITAM es una secuencia conservada de cuatro aminoacidos que se repite dos veces en las colas citoplasmaticas
de determinadas proteinas de superficie celular del sistema inmunitario. EI motivo contiene una tirosina separada de
una leucina o isoleucina por cualesquiera dos otros aminoacidos, proporcionando la firma YxxL/l. Dos de dichas firmas
estan tipicamente separadas por 6 a 8 aminoacidos en la cola de la molécula (YxxL/Ix(6-8)YxxL/I).

Los ITAM resultan importantes para la transduccién de sefiales en las células inmunitarias. Por lo tanto, se encuentran
en las colas de importantes moléculas de sefializacion celular, tales como las cadenas CD3 y ¢ del complejo de
receptores de células T, las cadenas alfa y beta de CD79 del complejo de receptores de células B, y determinados
receptores de Fc. Los residuos de tirosina dentro de dichos motivos resultan fosforilados tras la interaccion de las
moléculas de receptor con sus ligandos y forman sitios de acoplamiento para otras proteinas que participan en las
rutas de sefializacion de la célula.

Es conocido que varias proteinas contienen endodominios con uno o mas motivos ITAM. Entre los ejemplos de dichas
proteinas se incluyen la cadena epsilén de CD3, la cadena gamma de CD3 y la cadena delta de CD3, entre otras. El
motivo ITAM puede reconocerse facilmente como una tirosina separada de una leucina o isoleucina por cualesquiera
otros dos aminoacidos, proporcionando la firma YxxL/I. Tipicamente, aunque no siempre, dos de dichos motivos estan
separados por 6 a 8 aminoacidos en la cola de la molécula (YxxL/Ix(6-8)YxxL/I). Por lo tanto, el experto en la materia
puede encontrar facilmente proteinas existentes que contienen uno o mas ITAM para transmitir una sefial de
activacion. Ademas, dado que el motivo es simple y no resulta necesaria una estructura secundaria compleja, el
experto en la materia puede disefar polipéptidos que contienen ITAM artificiales para transmitir una sefial de activacion
(ver el documento n°® WO 2000/063372, que se refiere a moléculas de sefializacion sintéticas).

El dominio que contiene ITAM puede ser o comprender un endodominio CD3-zeta. Convenientemente, el dominio que
contiene ITAM puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 13 o una variante de la misma que presenta
una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% que conserva la capacidad de resultar
fosforilada y captar ZAP70.

RVEFSRIADAPAYQOGONQLYNELNLGRREEY DV LDERRGRDPEMGGKPRRENPQEGLYNELOEDEMAER
YSEIGMEGERRRGEGHDGLYQGLSTATEDTYDALHMOALPFR

A titulo de ejemplo, la proteina de fusién puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 14, que
contiene un dominio ZAP70-SH2 fusionado con un endodominio CD3-zeta.

SECIDn°® 14
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MRRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMA
EAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMOALPPRSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSMPDPA
AHLPFFYGSISRAEAEEHLKLAGMADGLFLLRQCLRSLGGYVLSLVHDVRFHHFPIERQLNGTYAIAGGK
AHCGPAELCEFYSRDPDGLPCNLRKPCNRPSGLEPQPGVFDCLRDAMVRDYVRQTWKLEGEALEQAIISQ
APQVEKLIATTAHERMPWYHSSLTREEAERKLYSGAQTDGKFLLRPRKEQGTYALSLIYGKTVYHYLISQ
DKAGKYCIPEGTKFDTLWOLVEYLKLKADGLIYCLKEACPNSSASNASGAAAPTLPAHPSTLTHPQRRID
TLNSDGYTPEPARITSPDKPRPMPMDTSVYESPYSDPEELKDKKLFLKRDNLLIADIELGCGNFGSVRQG
VYRMRKKQIDVAIKVLKQGTEKADTEEMMREAQIMHQLDNPYIVRLIGVCQAEALMLVMEMAGGGPLHKF
LVGKREEIPVSNVAELLHQVSMGMKYLEEKNFVHRDLAARNVLLVNRHYAKISDFGLSKALGADDSYYTA
RSAGKWPLKWYAPECINFRKFSSRSDVWSYGVIMWEALSYGQKP YKKMKGPEVMAF IEQGKRMECPPECP
PELYALMSDCWIYKWEDRPDFLTVEQRMRACYYSLASKVEGPPGSTQKAEAACA

Convenientemente, la proteina de fusion puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 14 o una variante
de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99%.

DOMINIO QUE CONTIENE ITIM

La proteina de fusion puede comprender un dominio SH2 de PTPN6 y un dominio que contiene dominio de inhibicion
de inmunorreceptor a base de tirosinas (ITIM).

Una fusién de PTPNG6 de longitud completa con un dominio que contiene ITIM resulta en una estructura que amplifica
una sefial inmunitaria inhibidora. En la presente memoria, la proteina de fusién se capta en un endodominio de
inmunorreceptor fosfo-ITIM. PTPN6 funciona normalmente propagando la sefial, aunque ademas proporciona otro
juego de ITIM que resultan fosforilados y captan mas PTPNG. La fusion puede incluir solo el dominio SH2 de PTPN6
con un endodominio que contiene ITIM (p.ej., la fusidn no contiene un dominio de PTPNG fosfatasa). La proporcion de
dominios cataliticos de PTPN6 (dominios de fosfatasa) con ITIM puede modificarse para afectar a la cinética de
activacion en respuesta a la dinamica de las interacciones de receptor inhibidoras con una diana afin.

Un ITIM es una secuencia conservada de aminoacidos (S/I/V/ILxYxxI/V/L) que se encuentra en las colas
citoplasmaticas de muchos receptores inhibitorios del sistema inmunitario. Tras la interaccién de receptores inhibitorios
que poseen ITIM con su ligando, su motivo ITIM resulta fosforilado por enzimas de las Src quinasas, permitiendo que
capten PTPN6 mediante interacciones entre el dominio SH2 de PTPNG y los dominios ITIM fosforilados.

Entre los endodominios que contienen ITIM se incluyen los de CD22, LAIR-1, la familia de receptores inhibitorios
asesinos (KIR), LILRB1, CTLA4, PD-1, BTLA, por ejemplo.

Los endodominios ITIM de PDCD1, BTLA4, LILRB1, LAIR1, CTLA4, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1 y
KIR3DL3 se muestran en SEC ID n° 15 a 24, respectivamente.

SEC ID n* 15 endodominio PDCDA
CESRAMRGTIGARRTGOPLEEDP SAVEVE SVDYGELDFOWREKTPEPEPVPCVPEQTEYATI
YVFPSGMGTSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWEL

SECID n*16: BTLA4

KLGRRWERT S OOGLOEN S S G SFEVERNEKVRRAPLSEGPHSLGCYNPMMEDGISYTTLRFPEMNIPRTG
DAESSEMQRPPPDCDDTVTY SALHERQVGDYENVIPDFPEDEGIHY SELT
QFGVGERFOAQENYVDYVILKH

SECID n*17: LILRE

LRHRROGKHW T S TORKADEFQHPAGAVGPEPTDRGLOWRS SPAADAQEENLY AAVEHTQPEDGVEMDTRS P
HDEDEFQAVTYAEVEHSRPRREMASFPSPLSGEFLDTEDRQAEEDROMDTEARASEAPQDVTYAQLHSLTL
FREATEPPPSOEGPSPAVPSIYATLAIH

SEC ID n* 18: LAIR1

HRONOIKQGPPRSKDEEQKPOQORFDLAVDYVLERTADKATVHNGLPEKDRETDTSALARGS SQEVTYAQLDH
WALTORTARAVSPOSTKPMAESITYAAVARH

SECID n"19: CTLA4

FLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVSLSEMLEKRSPLTTGVYVEMPFTEFECEKQFQFYFIFPIN
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SEC ID n® 20: KIR2DLA1

GHSRHLAVLIGTEVVIIPFAILLFF LLHEWCANKENAVVMDQEEAGHETYVHREDSDEQDEQEVTY TQLHH
CVETORKITRPSQRPETPEFTDIIVYTELPHAESRESEVVECE

SEC ID n® 21: KIR2DL4

GIARHLHRVIRYSVAIILFTILFFFLLERWCSKKKENAAVMNEPAGHRTVNREDSDEQDFOEVTYAQLD
HCIFTORFITGE SURSERPSTDISVOIELPNAEPRALSPAHERHSOAIMGESRETTRALSQTOLASSHVEA
AGI

SEC ID n* 22 KIR2DLS

TGIRRHLHILIGTSVAIILFIILFFFLLHCCOSHEKNAAVMDOEPAGDRTVNREDSDDGOFOEVTYADLD
RCVFTOTEITSPSORPRTFFTD T TMYMELPHARPRSLEFPARKHASOALRGSSRETTALSONEVASSHVEA
AGT

SEC ID n® 23: KIR3DLA

KDPRHLHAILIGTEVVIILFILLLFFLLALWC SHEENAAVHMDQEPAGHETANSEDSDEQDPEEVTY AQLDH
CVETORKITRPSQRPRETEPFTDTILY TELPNAKPRESEVVECE

SEC ID n® 24: KIR3DL3
KDPGHSRHLHAVLIGTSVVI IPFATILLFF LLERNCANKENAYVMEOEP AGHRTVHRED SDEQDEQEVTY AL
LHACVFTOQREITEPSQRPETPPTDTEV

El dominio que contiene ITIM puede ser o puede comprender un endodominio PDCD1, BTLA4, LILRB1, LAIR1, CTLA4,
KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1 o KIR3DL3. Convenientemente, el dominio que contiene ITIM puede
comprender la secuencia mostrada en cualquiera de las SEC ID n°® 15 a 24 o una variante de las mismas con una
identidad de secuencias de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% que conserva la capacidad de resultar
fosforiladas por Src quinasas y amplificar una sefial inmunitaria inhibitoria.

A titulo de ejemplo, la proteina de fusién puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 25, que
contiene un dominio PTPN6-SH2 fusionado con un endodominio PD1.

SECID " 25

MTGOPLEEDP SAVPVE SVDYGELDEFOWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVEPSGMGTSSPARRGSADGPRS
AQPLRPEDGHCSWP LS GGG GGGGEEGGGESGEGEEMVRWFHRDLSGLDAETLLEGRGVHGSFLARPSRE
HOGDESLEVEVGDOVTHIRIONSGDE Y DLY GGERFATLTELVEY Y TOQOGVLODRDGT ITHLEYPLNCSD
PTSERWYHGHMSGGOAETLLOAKGEPWIFLVRESLEQPGDFVLSVLEDOPKAGPGSPLEVTHIKVMCEGSG
RY TVGGLETFDSLTDLVERFEKTGIEEASGAFVY LROPYYATRVNAAD IENRVLELNKKQESEDTAKAGE
WEEFESLOQEQEVENLAQRLEGORFENKGENRYENILEFDHSRVI LOGRDSHIPGSDY INANY IKNQLLGE
DENARTYIASQGCLEATVNDEFWOMAWQENSEV IVMI TREVEKGENECVEYWFEVGMORAYGFYSVINCGE
HDTTEYKLRTLOVSPLDNGDLIREIWHY QY LSWPDHGVESEPGGVLSFLDQINQROQESLPHAGEPIIVHCS
AGIGRTGTIIVIDMLMENISTRGLDCDIDIQKTIOMVRAQRSGMVOTEAQYKFIYVAIAQFIETTEEKKLE
VLOSOKGOESEYGNITYPPAMENAHARKASRT SSEHREDVYENLHTENKREERVERURSADEKEKSKGS LER
.

Convenientemente, la proteina de fusion puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 25 o una variante
de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

SENAL CRUZADA

La presente exposiciéon proporciona una proteina de fusién que comprende: un dominio SH2 de una proteina de union
a ITAM y un dominio de fosfatasa.

La presente exposicion proporciona ademas una proteina de fusién que comprende: un dominio SH2 de una proteina
de union a ITIM y un dominio de quinasa.
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Estas moléculas de sefializacion “amplificadas” amplificaran una sefial de excitacién o inhibitoria dentro de una célula
inmunitaria, tal como una célula T. Al recibir una célula T una sefial de excitacién, por ejemplo, tras el reconocimiento
de un antigeno diana por un RAQ, o péptido de CMH por un RCT, la presencia del primer tipo de molécula cruzada
resultara en que la célula interpretara la sefial de excitacién como una sefial inhibitoria.

La amortiguacién o revisacion de la activacion de las células T puede resultar util en una diversidad de situaciones,
por ejemplo puede utilizarse para células T expresantes de RAQ en las que hay un nivel elevado de expresion del
antigeno diana sobre la célula diana. Puede utilizarse para evitar la sobreactivacion de las células T que puede
conducir al agotamiento de las células T y/o a la muerte celular inducida por activaciéon. La prevencion de que una
célula resulta activada excesivamente o con excesiva rapidez también puede evitar o reducir los efectos secundarios
patoldgicos del tratamiento de RAQ-células T, tal como el sindrome de liberacién de citoquinas (SLC).

La situacion inversa es que una célula T reciba una sefial inhibitoria, por ejemplo, tras la ligacion de PD1 y la presencia
del segundo tipo de molécula cruzada resulta en que la célula interpreta la sefial inhibitoria como una sefial de
excitacion.

La reduccion o reversion de la inhibicion de las células T ayudara a la célula a superar los estimulos inhibitorios dentro
del microambiente tumoral hostil y, por lo tanto, deberian incrementar la persistencia y expansion in vivo de las células
T.

La proteina de fusién puede comprender un dominio SH2 de PTPNG6 y un dominio de quinasa de ZAP70. La presente
proteina de fusion puede comprender un dominio SH2 de ZAP70 fusionado con un dominio de PTPNG6 quinasa.

En el caso de que la proteina comprenda un dominio SH2 de ZAP70 fusionado con el dominio de fosfatasa de PTPNG,
en el caso de que la célula T reciba una sefial de excitacion, la interpreta como una sefial inhibitoria debido a que el
dominio de PTPNG6 fosfatasa resulta captado en el ITAM activado mediante el dominio SH2 de ZAP70.

En el caso de que la proteina comprenda un dominio SH2 de PTPNG6 fusionado con el dominio de quinasa de ZAP70,
en el caso de que la célula T reciba una sefial inhibitoria, la interpreta como una sefial de excitacién debido a que el
dominio de ZAP70 quinasa resulta captado en el ITIM activado mediante el dominio de PTPNG6. Una fusion entre el
dominio SH2 de PTPN6 y dominio de ZAP70 quinasa resultara en la competicion para ITIM fosforilados con PTPN6
de tipo salvaje, bloqueando las sefiales inhibitorias, aunque ademas transmitira una sefal de activacion paraddjica.
Lo anterior puede presentar una aplicacién en la superacion de las sefales de bloqueo del punto de control en un
microambiente tumoral.

Las secuencias de los dominios humanos de ZAP70 quinasa, PTPNG6 fosfatasa y SHP-2 fosfatasa se muestran en
SEC ID n°® 26, n° 27 y n°® 28, respectivamente.

SEC ID n* 26 - dominio quinasa de FAPTD

HOLDHPY IVRLIGY AR ALMLYMEMAGGGFLHKF LYVGKREE IFVSHVAELLHOVESMGMEYLEEENEVHR
DLAARNYVLLYVNREAY AR I SDPGLSKALGADD S Y Y TARSAGEWE LEWY APECTIHERET SSREDVWS Y GV THW
EALSYGOXPYKEMKGFEVHMAF IEQGKRMECFFECFFELYALMSDOWI Y KWEDRFDF LTVEQRMEACY YSL
ASEVEGPPGSTORAEARCA

SEC ID n° 27 - dominio fosfat le PTPNS

FWEEFESLOXEVENLHORLEGREENKGENRYENI LFFDHSEVILQGROSHIFGE DY INAN Y THNQLLG
FDENARTY IASOGCLEATVHDFWOMANGEN SRV IVMT TREVEKGRNECVEYWFEVGMORAYGP Y SVTHNCG
EHDTTEYELRTLOWV ISP LDNGDLIREIWHY QY LEWPDHGVEPSEPGGVLEFLOQINOROESLPHAGPITVHC
SAGIGRTGTIIVIDMLMEN I STRGLOCD IDICKT IOMYRADRSGMVOTEASY KF IYVATAQF IETTEREL

SEC ID n* 28 - dominio fosfatasa de SHP-2

WEEFETLOOUECKLLY S REEGOROENENENRY KNILFFDHTRY VLHDGDPNEPYSIY INANI

MPEFE TKONNSKPKES Y 1A TQGULON TVNDFWRMV FQENSRVIVM TTKEV ERGESKOVE Y WIDEY ALKE
YOVMRVRENVEESAAHDY TLRELELSKVGOALLOGN TER TVWOY HFR TWPDHGY PSDPGGVLDFLEEVH
HEQESIMDAGPYVYVHCSAGIGR TG TRFIVIDILIDIRERGY DEDIDYVPETIOM YV RSQRSGM Y QTEAQDY RIFTYM
A

El dominio de ZAP70 quinasa, el dominio de PTNP6 fosfatasa o el dominio de SHP-2 fosfatasa pueden ser o pueden
comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 26, SEC ID n° 27 o SEC ID n° 28, respectivamente, o una variante
de las mismas que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% que
conserva la capacidad de fosforilar o desfosforilar proteinas corriente abajo de la misma manera que los dominios de
quinasa/fosfatasa de tipo salvaje.
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Se muestran ejemplos de proteina de fusién que comprende un dominio SH2 de PTPN6 fusionado con un dominio
quinasa de ZAP70, un dominio SH2 de ZAP70 fusionado con un dominio quinasa de PTPNG6, y un dominio SH2 de
SHP-2 fusionado con un dominio quinasa de ZAP70 en SEC ID n° 29, SEC ID n° 30 y SEC ID n° 61, respectivamente.

SEC ID n° 29 - fusisn de dominio SH? de PTPN6:domini . 1o ZAPT0
MVEWEHRDLSGLDAET LLEGRGYVHGEFLARPSEENQGDF SLEVEVGDOVTHIRIQNSGDE YD LY GGEEEFA
TLTELVEY ¥ TOOOGVLODRDGT I THLEYPLHCSDPTSERWY HGHMS GGRAET LLOAKGEPHNTFLVRESLS
QPFGDEVLSVLSDOPEAGEGSPFLEVTHIEVMCEGGRY TVGGLETFLELTDLVEHAFEETGIEEASGAFVY LR
OFYY SGGGEEDPEELEDEELFLERDNLLIAD IELGCGHFGEVREOGYVYRMEEEQ IDVATEVLEQETERADT
EEMMBREACIMEQLDHNPY IVELIGVCOAEALMLYVMEMAGGGEFLHEFLVGEREEIFVSNVAELLHOV SMGME
YLEERNFVHRDLAARNVLLVNERY AR I SDFGLERALGADDEY Y TARSAGEWP LEWYAFECINFEREFSSRE
VWS Y GVTMWEALS Y GORPY REMEGEP EVMAR IEQGEEMECFFECEPELYALMEDCWIYEWEDEPDELTVE
ORMRACYYSLASKVEGPEGSTOKABARCA

SEC ID n® 30 - fusidn de dominio SH2 de FAP70:dominio fosfatasa de PTPNG

MFDPAAHLEPFFYGS ISRARAEREHLELAGMADGLEFLLROCLRS LGGY VLS LVHDVREFHHFP IERQLNGTY A
[AGGRAHCGFAELCEF Y SROPDGLPCHLEKPCHRPSGLEPOPGVEDCLEDAMVEDY VEOTWR LEGEALEQ
AL ISRPOVERLIATTAHERMPWYHS SLTREEAERELY SGAQTDGEF LLEPREEGGTYALSLIYGETVYH
YLISODEAGEYCIPEGTEFDTLWOLVEY LKLEADGLIYC LEEACPHNISAZHASGARAFTLPAHPSTLTHR
SGEGGEEGGEEIGEEGSEEEESFWEEFES LOECEVENLHORLEGCRFENEGENEYENILPFDHSEVILOGE
CSHIPGSDY IHANY IKNQLLGFDEHNART Y IASOGC LEATVHDEWOMAWDENSEVIVHMITREVEEGENECY
BYWPEVGMORAY GEYSVINCGEAD TTEYELRT LOVSFLDNGDLIREIWHY Q¥ LEWP DHGVESEP GGVLSF

LOOINGROESLPHAGPIIVRCSAGIGRTGTIIVIDMLMEN ISTRGLDCDIDIQRT IGMVERADRSGHVTE
AOYRFIYVATIAQFTETTEREL

SEC ID n” 61 - dominios SH2? duales de SHP-? fusionados con dominio guinasa de FAPT0

WEHPNITGVEAENLLLTRGVDGSF LARPSKSNEGDF TLSVRRNGAVTHIK IONTGDY YDLYGGEKFATLA
ELVOYYMEHHGOLKEKHGOVI ELK Y FLNCADP TS ERWFHGHL SGKEARKLLTEKGEHGSF LVRES QS HE G
DFVLSVRTGDDKGESHDGE SV THVMIRO)ELK Y DVGGGERFDS LTDLVERY KENFMVE T LG TVLOLEGF
LNTTRINPHSSASHASGARABTLEAHPS TLTHEQRRIDTLNADGY TPESART TSPDEFRPMEMD TSVYES
PYSDPEELKDEKLELERDHNLLI ADI ELGCGNE GSVROGYY RMREKO IDVAIKVLEQGTERAD TEEMMRER
OIMHOLDHEY IVELIGYOOARALMLYMEMAGGGE LHKF LYVGEREET PVSHVAEL LAQV SMGHMEY LEEKNE
YHRDLAARNYLLVNEHY AK I SDFGLAKALGADDSY ¥ TARS AGKWE LKW Y APEC INE EKF SSRSDVAHS Y GV
TMWEALSY GOKE Y KKMEGPEVMAR I EQGKEMECEPECPPELY ALMSDOWI YKWEDRPDF LTVEGEMRACY

YSL

La proteina de fusién puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 29, SEC ID n° 30 o SEC
ID n° 61 o una variante de las mismas que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 98% 0 99%.

DOMINIO DE SENALIZACION HETEROLOGO

La presente proteina de fusion puede comprender (i) un dominio SH2 de ZAP70, PTPN6 o SHP-2 e (ii) un dominio de
sefializacion heterdlogo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “dominio de sefializacion heterélogo” se refiere a un dominio
de sefalizacion que no se encuentra presente en la proteina ZAP70, PTPN6 o SHP-2 de tipo salvaje. De esta manera,
en donde la proteina de fusién comprende un dominio SH2 de ZAP70, comprende un dominio de sefializacién que no
es el dominio de ZAP70 quinasa. Alternativamente, en el caso de que la proteina de fusion comprende un dominio
SH2 de PTPNG, comprende un dominio de sefializacion que no es el dominio de PTPNG6 fosfatasa.

SENAL DE DERIVACION

El dominio de sefalizacién heterélogo puede ser de una molécula de sefializacidon que no se activa habitualmente con
un receptor que contiene ITAM. En otras palabras, el dominio de sefalizacion heterdlogo puede ser de una molécula
de sefializacién que no participa en la propagacion de la sefial inmunitaria n°® 1 tras la unién del antigeno al RCT. La
sefal inmunitaria n° 1 resulta suficiente para inducir la eliminacion de las células T de células diana afines, pero no
activa por completo las células T para la proliferacion y supervivencia.

La presente exposicién proporciona una proteina de fusién que comprende: (i) un dominio SH2 de una proteina que
se une a un ITAM, y (ii) un dominio de sefializacion heterdlogo.

Una fusion entre, por ejemplo, ZAP70 y otra molécula de sefializacion no tipicamente activada con un receptor que
14
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contiene ITAM puede actuar derivando la sefial de una ruta a otra. Un ejemplo es la coestimulacién. Una fusién entre
ZAP70 y el endodominio de CD28 puede transmitir una sefial coestimuladora de CD28, asi como una sefial activadora
de ITAM. De manera similar, una fusion entre ZAP70 y el endodominio 41BB o OX40 puede transmitir una sefal
coestimuladora de 41BB o OX40. También pueden captarse otras rutas, por ejemplo, una fusién entre ZAP70 y el
dominio de AKT quinasa puede resultar en la transmisién de una sefial de AKT al fosforilarse ITAM. Entre otros
ejemplos puede incluirse el dominio de quinasa de JAK. De esta manera, una célula T puede interpretar una sefal
simple de reconocimiento de antigeno como transmisora de una sefial coestimuladora e incluso de tipo citoquina.

Dichas proteinas de fusiéon pueden resultar Utiles en, por ejemplo, enfoques en los que las estimulaciones ex vivo
repetidas de células T pueden resultar en poblaciones que no presentan antigenos de superficie coestimuladores y
que presentan una capacidad proliferativa limitada in vivo, dando como resultado una persistencia y eficacia limitadas.
La pérdida de antigenos de superficie coestimuladores que conducen a la activacion de las células T unicamente a
través del RCT se ha asociado a un mayor grado de muerte celular inducida por activaciéon que impactaria
negativamente sobre la eficacia y persistencia in vivo. El efecto puede revertirse mediante la activacién de 4-1BB y
OX40 expresados en superficie, que demuestra que coestimulacidon puede evitar la muerte celular inducida por
activacion y puede permitir una mayor expansion de las células T especificas tumorales.

La presente exposicién proporciona una proteina de fusién que comprende: (i) un dominio SH2 de una proteina que
se une a un ITIM, y (ii) un dominio de sefializacién heterdélogo.

Por ejemplo, puede fusionarse un dominio SH2 de PTPN6 o un dominio SH2 de SHP-2 con un endodominio
coestimulador de manera que una célula T interpreta una sefial inhibidora como una coestimuladora.

El dominio de sefializacion heterélogo puede proceder de, por ejemplo, CD28, 41BB o OX40.

CD28 proporciona una potente sefial coestimuladora - es decir, una sefial inmunitaria 2 que induce la proliferacion de
las células T. CD28 es el receptor para las proteinas CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2).

41BB (CD137) es una glucoproteina transmembranal de tipo 2 perteneciente a la superfamilia de TNF, expresada
sobre las células T activadas. El entrecruzamiento de 41BB potencia la proliferacion de las células T, la secrecion de
IL-2, la supervivencia y la actividad citolitica.

0OX40 (CD134) es una molécula coestimuladora secundaria, que se expresa 24 a 72 horas después de la activacion;
su ligando, OX40L, tampoco se expresa sobre las células presentadoras de antigeno en reposo, aunque si se expresa
después de su activacion. La expresion de OX40 es dependiente de la activacién total de la célula T; sin CD28, se
retrasa la expresion de OX40 y los niveles son cuatro veces inferiores. La sefializacion a través de OX40 resulta
necesaria para la supervivencia prolongada de las células T después de la activacion y proliferacion iniciales.

Los dominios de sefalizacion de CD28, 41BB y OX40 (endodominios) se muestran como SEC ID n° 31, n°® 32 y n°® 33,
respectivamente.

SEC ID n° 31 - endodominio de CD28
MRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

SEC ID n° 32 - endodominio de 41BB
MKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

SEC ID n° 33 - endodominio de OX40
MRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

El dominio de sefalizacion heterélogo puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 31; SEC
ID n° 32 0 SEC ID n° 33, respectivamente, o una variante de las mismas que presenta una identidad de secuencia de
por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

El dominio de sefializacion heterélogo puede ser o puede comprender un dominio de sefalizacion inhibitorio.

Por ejemplo, el dominio de sefalizacién inhibitorio puede comprender el endodominio de CD148 o CD45. CD148 y
CD45 se ha demostrado que actuan naturalmente sobre las tirosinas fosforiladas corriente arriba de la sefializacion
de RCT.

CD148 es una proteina tirosina fosfatasa de tipo receptor que regula negativamente la sefializaciéon de RCT mediante
la interferencia con la fosforilacién y la funcién de PLCy1 y LAT.

CD45 presente sobre todas las células hematopoyéticas es una proteina tirosina fosfatasa que es capaz de regular la
transduccion de sefiales y las respuestas funcionales, nuevamente mediante fosforilacion de PLC y1.
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Un dominio de sefializacién inhibitorio puede comprender la totalidad o parte de una tirosina fosfatasa de tipo receptor.
La fosfatasa puede interferir con la fosforilacion y/o la funcién de elementos que participan en la sefializacion de las
células T, tal como PLCy1 y/o LAT.

El dominio de sefalizacién inhibitorio puede ser o comprender el endodominio de ICOS, CD27, BTLA, CD30, GITR o
HVEM.

El dominio de sefalizacién inhibitorio puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 34 a n° 39 o una variante
de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%.

SEC ID n° 34 - endodominio de ICOS
CWLTKKKYSSSVHDPNGEYMFMRAVNTAKKSRLTDVTL

SEC ID n° 35 - endodominio de CD27
QRRKYRSNKGESPVEPAEPCHYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPACSP
SEC ID n® 36 - {odominio de BTLA
ERHOGKOMELEDTAGREINLYVDAHLKSEOTEASTRONEQVLLEETGIYDNDEDLCFRMOEGSEVY SHNECL
EENKFGIVYASLHHSV IGPNSELARNVEEAPTEYASICVES
SEC ID n° 37 - {odominio de CD30

HERACRERIROKELHLCYEVOTSQPRLELYVDSRPERSSTOLESGASVTEPYAEERGLMSQP LMETCHEVGA
AYLESLPLODASPRGGPSSPRDLPEFRVSTEHTHNHNEIERI Y IMEAD TV IVETVEAELFEGRGLAGEAEFE
LEEELEADATFHYPEQETEFPLGSCSDVMLEVEEEGREDEP LETAASGE

SEC ID n° 38 - endodominio de GITR
QLGLHIWQLRSQCMWPRETQLLLEVPPSTEDARSCQFPEEERGERSAEEKGRLGDLWYV

SEC ID n® 39 - endodominio de HVEM
CVKRRKPRGDVVKVIVSVQRKRQEAEGEATVIEALQAPPDVTTVAVEETIPSFTGRSPNH

Una secuencia de variante puede presentar una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98%
0 99% respecto ala SEC ID n° 34 a n° 39, con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializacion
intracelular eficaz.

Convenientemente, la proteina de fusion puede ser o puede comprender cualquiera de las secuencias mostradas en
SEC ID n°® 40 a n°® 45.

(SEC ID n” 40) - endodominio de CD28 fusionado con e exiremo amnolerminal de ZAP de longihud completa

MRSERSRLLHSDYMNMTPRREFGFTREHYQPYAPPRDFAAYRSSGGGGEGGGGEGLGGGIGGEGGSMEPDFARH
LFFFYGSISRAEAEEHLELAGMADGLE LLEQCLRS LGGY VLS LVHDVRFHAFP IERQLNGTYATAGGRAH
CGPAELCEFYSRDPDGLPCNLREPCHRPSGLEPQPGVFDCLRDAMVRDYVROTWRKLEGEALEQAI ISQAR
OVEKLIATTAHERMPHYHSSLTREEAERKLY SGAQTDGRF LLRPREEQGTYALSLIYGETVYHY LISQDK
AGKYCIPEGTRFDTLWOLVEYLELKADGLIYCLREACPNSSASNAS GARAPTLPAHPSTLTHPQRRIDTL
NEDGYTPEPARITSPDKPRPMPMD TS VYESPY SDPEELKDEKELFLERDNLLIADIELGCGHNF GSVRQGVY
EMRKRQIDVAIRVLEQGTEKADTEEMMREAQIMHQLDNEY IVRLIGVCOAEATLMLYVMEMAGGGE LHKFLV
GEREEIPFVESNVAELLHOVSMGMEY LEEENFVHRDLAARNVLLVNRAYAKISDFGLSKALGADDEYYTARS

AGKWPLKWYAPECINFRKFSSRSDVWSYGVIMWEALSYGQKP YKKMKGPEVMAF IEQGKRMECPPECPPE
LYALMSDCWIYKWEDRPDFLTVEQRMRACYYSLASKVEGPPGSTQKAEAACA
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=EC D 0*° 41] - endodominio de 4188 fusionado con extremo aminoterminal de ZAP de longiiud complet a

MERGREELLY IFKQPFMREVOT TOEEDGC SCRFPEEEEGGCELSGEGGEGGGEEGGEEEGEEGEMPIPAA
HLEPFPY G ISRAEAREHLELAGHMADGLF LLEQC LES LGGY VLELYVHDVEFHHEF IEROLNGT Y AT AGERA
HCGPAELCEFYSROPDGLECHLEKPCHEP SGLEPQPGVEDCLEDAMYRDY VROTWK LEGEALEQATIS0A
POVERLIATTAHERMPWY HE SLTREEARRRLY SGAQTDGRE LLEPRREQGTY ALSLIYGRTVYHYLISOD
RAGEYCIPEGTRFDILWGLVEY LKLEADGLIYCLEEACFHSSASHASGAARP TLFAHE STLTAFORRIDT
LHGDGEY TPEPARITZFDEPRPMPMDT SVYESPY SDPEELEDEELF LERDNLLIAD IELGI GHNF G VROGY
YREMREEQIDVAIRVLEQGTERADTEEMMREAQIMHQ LDNPY IVRELI GVCOARALMLYMEMAGGZFLHKFL
VGEREEIPVSHNVAELLAGVIMGMEY LEEENFVHRD LAARNVLLVHNRHY AK IS GLEKALGADDEYYTAR
SAGEWE LEWYAFPEC INFREF SSREDVWSY GV TMWEALS YGOKFYEKMEGFEVHAF IEQGKRMECFFECEF
ELYALMSDCWIYKWEDRPDF LT VECRMEACY Y SLASKVEGPPGSTORAEAACR

SEC D 0" 42) - endodominio de OX40 fusionado con exiremo amnotermingl de ZAP de longibud completa

MELORLEPFDAHE PP GGGEFRTE IQEEQADAHS TLAK I SGGEEESGEEGECEEGIGGEEEMPDFARHLFEERY
GEISRAEAEEHLELAGMADGLE LLEQUCLRSLGGY VLI LVHDVEFHHFP IERQLNGT YA TAGGEAHCGPRAE
LCEFYSRDPDGELECHNLEKFCHNRESGLEPQP GVFDCLEDAMYVEDY VRO TWKLEGEALEQAT ISQAPOVERL
IATTAHERMPWYHSSLTREEAERKLY SGAOTDGRFLLEFREEQGTYALSLIYGRTVYHY LISQDEAGKYC
IPEGTEED T LW LVEY LKLEADGLIYCLEEACEFN A SASHASGRAARP TLPAHPSTLTHPORRIDTLHSDGY
TPEPARITSPDEPREMPMOT SV YESPYSDPEELKDKELFLERDHLLIADI ELGUGHEGSVRQGVY RMERK
QIDVAIEYVLEOGTERADTEEMMREAQ IMAQLDHP Y IVRLIGVCQAEALMLVMEMAGGEF LHEF LVGKREE
IPYVSHVAELLHOVSMGHME Y LEERHNEVHRD LAARNY LLYVHRAY AR I SDF GLESKALGADDSY Y TARSAGENE
LEWY APECINEFREE SSRSDVWEYGVTMWEALS Y GOKP Y KEMEGPEVHAF IEQGREMECPPECPPELY ALM
SDCWIYEWEDREDE LTVEQRMRACY Y SLASKVEGPPGS TQRAEARCA

(SEC ID n* 43) - endodominio de CD28 fusionado con exiremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPNG

MESKRSRLLHSDYMNMTPRREGE TREHY P Y APPRDFAAY RS SGGEGSGGEGGSGEGESGEEGSMYVEWEHR
DLASGLDAETLLEGRGYHGSFLARF SRENCGDF SLEVREVGDOVTHIRIQNSGDEYDLYGEGERFATLTELVE

T TGV LODRDGTI IHLEY P LN SDP T SERWY HGHMSGEOAETLLOAKGEPWTIF LVRESLEQPGDEVL
VLD PEAGPGSPLEVTHIKVMCEGGRY TVGGLETFDELTDLVEHFERTGIEEASGAFVYLROEY

(SEC D n” 44) - endodominio de 4188 fusionado con extremo aminoterminal de dominio SHZ? de PTPNG
MERGREKLLY IFKQPFMREVOT TOEEDGCSCRFPEEEEGGCELAGEGGSGEGEIGEEESGEEESMYENFHE
EDLEGLLAET LLEGRGVHGE P LARP SEENGGDE SLAVEVGLOVTHIRIQNSGREYDLY GGERFATLTELY

EY Y TG VLODEDGT I THLEY PLNCSDP TS ERWY HGHMS GERAETLLOARGEPWTFLVRES LIQPGLEY
LEVLSDOPKAGEGSFLEVTHIKVMCEGGRY TVGGLETF DS LTDLYEHFERTGIEEASGAF VY LROPY

[SEC D 0 45) - endodominio de OX40 fusionado con extremo aminoterminal de dominio SH? de PTPNG
MEDORLPPOAHKPPGGGSFRIP IQEEQADARSTLAK I SGGGEGEGGEESEGEGEEGEEEEMVRWFHRDLEGL
DAETLLEGRGVHGSFLARFPSEENQGDFSLEVREVGDGVTRIRIQNSGDEYDLY GGERFATLTELVEY Y T
OGVLODRDGTIIRLEYPLNCSDFTSERWYHGHMEGGERAET LLOAKGEPWIF LVRESGLEQPGDFVLEVLSD
OPRAGPGSPLEVTHIRVMCEGGRY TVGGLETF DS LTDLVEHFKETGIEEASGAR VY LROPY

Convenientemente, la proteina de fusién puede comprender la secuencia mostrada en cualquiera de SEC ID n° 40 a
n°® 45 o una variante de las mismas que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
98% 0 99%.

DOMINIO DE QUINASA

El dominio de sefalizacion heterélogo puede ser un dominio de quinasa. Por ejemplo, el dominio de sefalizacion
heterdlogo puede comprender un dominio de quinasa AKT o un dominio de quinasa JAK.

Akt, también conocida como proteina quinasa B (PKB), es una proteina quinasa especifica de serina/treonina que
desempefia un papel clave en multiples procesos celulares, tales como el metabolismo de la glucosa, la apoptosis, la
proliferacion celular, la transcripcion y la migracién celular.

Tras la activacion de los RCT, las células T secretan IL2, que promueve la supervivencia y la proliferacion. Sin
embargo, dicha secrecion es transitoria y las células T que resultan activadas y expandidas in vitro se vuelven
dependientes de IL2 exdgeno para la supervivencia. Mediante el incremento de la fosforilacion por AKT tras la
fosforilacion de ITAM asociada a la activacion de RCT o RAQ, puede reducirse o eliminarse la dependencia de las
células T activadas respecto de IL2 exdgeno y potenciarse su proliferacion y supervivencia.

El dominio de quinasa Akt se muestra en SEC ID n° 46.
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SEC ID n* 46 - dominio de quinasa Akt

AEEMEVSLAKPEHRVTMNEFEYLELLGEGTFGEVILVEEKATGRYYAMKI LEKEVIVAKDEVAHTLTENR
VLUONSRHFFLTALRYSFUTHDRLUFVMEYANGGELFFHLSRERVE SEDRARF YGAEIVSALDY LHSERNV
YVYRDLELENLMLDKDGHIKITDFGLCREGIKDGATMETEFCGTPEY LAPEVLEDND Y GRAVDWWGLGVVMY
EMMCGRLEFYHNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLEKDFEQRLGGGSEDAKE IMOHRFFAG
IVWOHVYEKELSFFFEPOVISETDTRYFDEEF TAQMITITFPDODDSHECVDSERRFHFPOFSYSASGTA

El dominio de sefializacion heterélogo puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 46, o una
variante de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99%,
con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de quinasa eficaz.

A titulo de ejemplo, la proteina de fusion puede ser o puede comprender cualquiera de las secuencias mostradas en
SEC ID n°47 an°49y n° 62 que contienen un dominio ZAP70-SH2 fusionado directamente con un dominio de quinasa
Akt, un dominio ZAP70-SH2 fusionado con un dominio de quinasa Akt mediante un conector, un ZAP70 mutado para
ser no funcional y fusionado con un dominio de quinasa Akt y un dominio dual SHP-2 SH2 fusionado con un dominio
de quinasa Akt, respectivamente.

SECID n" 47 - dominio FAPT0-5H2 fusionado directametne con un dominio de quinasa Akt

MEDPAAHLEFFY I ISRAEARERLELAGMADGLFLLROC LS LGGY VLALVHDVRFHHFPIERQLNGTY A
[AGGRAHCGEAELCEF Y SRDPDGLECHNLREPCHRP SGLEPQFGYEDCLRDAMVED Y VEQTWE LEGEALEQ
Al ISOAPOVERLIATTAHERMFWY HESLTREEAERELY SGAQTDGRF LLEPREEQGTY ALSELIYGETVYH
YLISODEAGRYCIPEGTEFDTLWGLVEY LELEADGLIYCLEEACPHNSSASNASGARAFTLPARFSTLTHR
AEEMEVSLAKFEHRVIMNEF EYLELLGEGTFGEYV I LVEERATGRY Y AMKI LEKEVIVARKDEVAHTLTENR
VLOHSRHPELTALEY SFQTHDRLOFVME YANGGELFFHLARERVESEDRARFYGAEIVEALDY LHSEENY
VYRDLELENLMLDEDGHIKITOFGLOCKE GIKD GATMRTF CGTPEYLAPEV LEDHNDY GRAVDWWELGVWVHY

EMMCGRLPFYNODHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEARSLLSGLLEKDPEQRLEGGSELAKEIMOHRFFAG
IVWOHVYEKKLSFPERPOVT SETDTRYFDEEF TAQMITITPPDODLSMECYDSEREPHFPOFSY SASETA

SEC ID n® 48 - dominio ZAPY0-5SH2 fusionado con un dominio de quinasa Akt mediante un conector

MFOPAAHLEFFYGS ISRAEAEEHLELAGMADG LELLEDC LES LGGY VLALVHDVRFHHFP IERDLNGTY A
[AGGKAHCGEAELCERY SRDPDGLECHLEKPOCNRP SGLEPOFGVEDC LEDAMVED Y VROTWE LEGEALE]
AL ISAPOVERLIATTAHERMFWYHE S LTREEAERELY SGAQTDGRF LLEPRREQGTYALSLIYGETVYH
YLISODRAGKYCIPEGTREFDTLWCLYVEY LKLEADGLIYC LEEACPHNSSASNASGARAPTLFAHPSTLTHE
SEGEEEGGEEESGEEGEGEGEEAEEMEY S LARPEHEVTHNEFEY LELLGEGTF GEVILVEERATGRYYAME
ILEKEVIVAKDEVAETLTENRYVLONSRAPFLTALEY SR THDRLOFVMEY ANGGELFFHLERERVFSEDR
ARFYGAREIVSALDYLESERNVVYRDLELENLMLDEDGHIKITOF GLOCKEG IKDGATHETF G TREYLARE
VLEDWDY GRAVDWNGLGY VMY EMMCGRLPEYNODEEKLFELI LMEE IRFFRTLGPEAK SLLAGLLEEDPE
QRLGGESEDAKE IMOHRFFAGIVWOHVY EXELSPFPFRPOVTAETDTRYFDEEFTAOMITI TFFDQDDSME
CYVDSERRPHFPOFSYSASGTA

SEC ID n* 49 - FAP70 mutado para ser no funcional y fusionado con un dominio de quinasa Akt

MFDFAAHLPFFYGS ISRAEAEERLELAGHMADGLELLROC LESLGGY VLS LYVHDVREFHHFF IERDLNGTY A
IAGGKAHCGPAELCEF Y SRDPDGLPCHLEXFCHRP SGLEPOFGVEDC LRDAMVED Y VREOTWHLEGEALEQ
ALISQAPOVERLIATTAHERMEWY HSSLTREEAERKLY SGAOQTDGRF LLRFREEGGTYALSLIYGETVYH
YLIGODRAGRYCIPEGTEFDTLW G LVEY LELEADGLIYCLEEACPHSSASHASGARAFTLFAHPSTLTHE
AEEMEVSLARPEHRVTIMHNEF EY LELLGEGTFGEV I LVEEEATGRY Y AMEI LEREVIVARDEVAHTLTENR
VLONGRHPELTALEY SFQTHDRLCFVME YANGGELF FHLSRERVEZEDRARF Y GAEIVSALDY LHSERNY
VYRDLELENLMLDEDGHIKITDFGLOKEGIKDGATMETF CGTREY LAPEVLEDN DY GRAVDWNWE LGV WHY
EMMCGRLEFYNODHEKLFELILMEEIRFFRTLGPEARS LLSGLLEKDPEORLGEGSEDAKEIMOHRFFAG
[VHCGHVYERRLEPPFRPOVTSETD TRYFDEEF TRAQMITITPPDOOOSMECYD SERRFHFPOFSY SASGETA
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SEC ID n* 62 - dominio 5H2 de SHP-2 dual fusionado con un dominio de quinasa Akt

WFHPHNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSHNPGDF TLSVRRNGAVTHIKIONTGDY YDLYGGEKFATLA
ELVOYYMEHHGOLEEEKNGDVIELKYPLNCADPTSERWNFHGHLESGEEAEELLTERKGEHGSFLVRESQSHPG
DFVLSVRTGDDEGE SNDGESKVTHVMIRCOELKYDVGGGERFDSLTDLVEHY KKNPMVETLGTVLOLEQPR
LNTTRINAEEMEVS LAKPEHRVTMHNEFEY LELLGEGTFGEVILVEEKATGRY Y AMKILKKEVIVAEDEVA
HTLTENRVLONSRHPFLTALRY SFOTHDRLCEFVMEY ANGGELFFHLSRERVF SEDRARFYGAEIVSALDY
LHEEENVVYRDLELENLMLDEDGHIEITDFGLCKEGIKDGATMETECGTPEY LAPEVLEDND Y GRAVDWN
GLGVVMYEMMCGRLPFYNODHERLFELILMEEIRFPRTLGPEARSLLSGLLERKDPEORLGGGSEDAKEIM
QHRFFAGIVWOHVYEKKELSPPFEPOVTSETDTRYFDEEFTAQMI TITPPDODDSMECVDSERRPHFEQFS
YSASGTA

La proteina de fusién puede comprender la secuencia mostrada en cualquiera de SEC ID n°47 an®49 0 n°62, o una
variante de las mismas que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99%.

La quinasa Janus (JAK) es una familia de tirosina quinasas no receptoras intracelulares que transducen las sefales
mediadas por citoquinas mediante la ruta JAK-STAT. Los cuatro elementos de la familia de JAK son: quinasa Janus 1
(JAK1), quinasa Janus 2 (JAK2), quinasa Janus 3 (JAK3) y tirosina quinasa 2 (TYK2).

SEC ID n*® 50 - dominio que contiene quinasa de JAKZ

RHEDLIFNESLGOGTFTKIFKGVRREVGDY GOLHETEVLLEVLDKAHRNY SESFFEAASHMMEKLEHEHLY
LHYGVCVCGDEN ILVQEFVEPGSLDTYLEENENC INI LWE LEVARQLAWAMHAFLEENTLI HGNVCAKNIL
LIREEDRETGHNPPFIKLSDPGISITVLPED ILQERIPWVPPECIENPENLNLATDEWSFGTTLWEICSGG

DKPLSALDSQRKLOFYEDRHQLPAPKWAELANLINNCMDYEPDFRPSFRAIIRDLNSLFTPDYELLTEND
MLPNMRIGALGEF SGAFEDRDPTQFEERHLKFLQQLGKGNFGSVEMCRYDPLODNTGEVVAVKKLQHSTEE
HLRDFEREIEILKSLOHDNIVKYKGVCYSAGRRNLKLIMEYLPYGSLRDYLQKHKERIDHIKLLQYTSQTI
CKGMEYLGTKRYIHRDLATRNILVENENRVKIGDFGLTKVLPQDKEYYKVKEPGESPIFWYAPESLTESK
FSVASDVWSFGVVLYELFTYIEKSKSPPAEFMRMIGNDKQGOMIVFHLIELLKNNGRLPRPDGCPDEIYM
IMTECWNNNVNQRP SFRDLALRVDQIRDNM

DOMINIO DE PROTEASA

La presente exposicion proporciona ademas una proteina de fusion que comprende: (i) un dominio SH2 de una
proteina que se une a un ITAM o una proteina que contiene ITIM y (ii) un dominio de proteasa.

El dominio de proteasa puede ser cualquier proteasa que es capaz de cortar en una secuencia de reconocimiento
especifica. De esta manera, el dominio de proteasa puede ser cualquier proteasa que permita la separacion de un
unico polipéptido en dos polipéptidos diferentes mediante corte en una secuencia diana especifica.

El dominio de proteasa puede ser un dominio de proteasa del virus del grabado del tabaco (TeV, por sus siglas en
inglés).

La proteasa del TeV es una cisteina proteasa altamente especifica de secuencia que es una proteasa de tipo
quimiotripsina. Es muy especifica para su sitio diana de corte y, por lo tanto, se utiliza frecuentemente para el corte
controlado de proteinas de fusion tanto in vitro como in vivo. El sitio de corte de TeV de consenso es ENLYFQ\S
(donde ‘\’ denota el enlace peptidico cortado). Las células de mamifero, tales como las células humanas, no expresan
la proteasa de TeV enddégenamente.

De acuerdo con lo anterior, el sitio de reconocimiento de corte de TeV se muestra en SEC ID n°® 51.
SEC ID n° 51 - sitio de corte de TeV

ENLYFQS

El dominio de proteasa de TeV se muestra en SEC ID n° 52.

SEC ID n” 52

SLFKGPRDYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPFII THEHLFRRNNGTLLVQSLHGVEEVENTTTL

WIQTKDGQCGSFLVETRDGF IVGIHSASNF THTHNYFTSVPENFME LLTNQEAQOWV SGWRLNADSVLWG
GHEVFMSKPEEFPFQPVEEATQLMNELVY 30

De acuerdo con lo anterior, el dominio de proteasa puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID
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n® 52, o una variante de la misma que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
98% 0 99%, con la condicién de que la secuencia proporcione una funcién de proteasa eficaz.

A titulo de ejemplo, la proteina de fusion puede ser o puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 53 o n°
54, que contiene un dominio ZAP70-SH2 fusionado con una secuencia de proteasa de TeV o un dominio PTPN6-SH2
fusionado con una secuencia de proteasa de TeV, respectivamente.

SEC 1D n" 53

MEDFAAHLEFFY 3 ISRAEAEERLELAGMADGLELLROCLRS LGGY VLS LVHDVRF HRFF IERQLHGTY A
[AGGRAHCGPAELCEF Y SRDPDGLEFCHLREPCHRF SGLEPQPGVEDCLRDAMVED Y VEQTWELEGEALEQ
AIISOAPOVERLIATTAHERMFWYHESLTREEAERELY SGAQTDGEF LLEFREECQETYALSLIYGRTVYH
YLIGQDEAGEYCIPEGTRFDTLW LVEY LKLEADGLIYCLEEACPNS SASNASGRRAFTLFARPZTLTHR
SEGEEIEEEEIGEEGIEEGGESLFEGFRDY NP ISSTICALTHESDGHT TS LY GIGFGFFIITHEHLFRER
HGTLLVOSLHGYVERVENTTTLOOALIDGRDMI T IRMFEDF FFFPOELEFREFQREERICLVTTNRQTESM
SEMVSDTSCTFPSSDGIFWEHWIGTRDGOCGSP LY STRDGFIVGIHSASNFTHTHNYFTSVFENFMELLT
HOBEADOWV SGYWRLHAD SV LWGGHEVEMESRFEEPFQPVEEATOLMNELYY SO

SECID n® 54

MVEWEHRDLSGLOAET LLEGRGVAGSFLARP SREHNOQGDE SLEVENVGDOVTHIRIOH SGDE YD LY GGEREA
TLTELVEY Y TQoOGYLODRDGTITHLEYPFLNCSDPTSERW Y HGHMSGGOAET LLOARGEPWTFLVEESLS
OFGDEVLEVLEDOPKAGPGSFLEVIHIKVMCEGGRY TVGGLETFDSLTDLVERFEKTGIEEASGAFVY LR
OPYY GGG SLERGPRDY NP ISSTICHLTHESDGATTSLY GIGFGPF II THRHLE RENHGTLLYVOQSLHG
VEFEVENTTTLOOHLIDGRDMII IRMPEDEPPFPOQELEFREPOREERICLVTTHNFQTESMSSMVEDTSCTE
PFSSDGIFWEHWIQTED OGS FLYSTRDGE INGIHSASHE THTHNYFT SVEFENFMELL THOEACGOW Y S GW
RLHADSVIWGGHEVFMSEPEEFFOEVEEATQLMHELVY S0

La proteina de fusion puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 53 o n°® 54, o una variante de las mismas
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

El dominio SH2 y el dominio heterdlogo de la proteina de fusion pueden estar separados por un conector a fin de
separar espacialmente el dominio SH2 y el dominio heterdlogo.

SENAL TRANSCRIPCIONAL

Una proteina de fusidon que comprende una proteasa, tal como se indica en la seccidn anterior, puede coexpresarse
en una célula con una proteina anclada a membrana que presenta un sitio de corte de proteasa. El corte de la proteina
anclada a membrana en el sitio de proteasa liberara la parte distal a la membrana de la proteina.

La proteina anclada a membrana puede ser, por ejemplo, un factor de transcripcion anclado a membrana. Al producirse
el corte, el transcrito resulta liberado de su anclaje y es libre de transitar hasta el nucleo.

Una fusién entre el dominio SH2 de ZAP70 o el dominio SH2 de PTPNG y un dominio de proteasa resultara en la
captacién proximal a membrana de la proteasa después de la fosforilacion de ITAM o ITIM, respectivamente.

La fosforilacion de los dominios ITAM o ITIM resulta en la captacion de SH2 de ZAP70 o SH2 de PTPNG6 fusionado
con el dominio de proteasa, respectivamente, en la zona proximal a membrana. Lo anterior resulta en que el factor de
transcripcion es cortado de su anclaje y transferido al nucleo. Lo anterior puede presentar muchas aplicaciones: por
ejemplo, con la activacion, la célula T puede programarse para expresar factores de transcripcion que actuan evitando
la diferenciacion de la célula T. Por ejemplo, con la activacién, la célula T puede programarse para expresar una
citoquina, tal como IL2, IL7 o IL15, que puede actuar para estimular la proliferacién y la supervivencia de la célula T,
0 IL12 que puede convertir un microambiente tumoral hostil en uno que favorece el rechazo inmunitario de un tumor.

En particular, se proporciona una célula que coexpresa:

(i) una proteina de fusiéon que comprende un dominio SH2 de una proteina que se une a un ITAM fosforilado, y
(i) un factor de transcripcion anclado a membrana,

en la que el factor de transcripcién, al ser liberado del anclaje a membrana, incrementa la expresion de IL2, IL7 y/o
IL15 en la célula.

Se proporciona ademas una célula que coexpresa:
(i) una proteina de fusién que comprende un dominio SH2 de una proteina que se une a un ITIM fosforilado, y

(i) un factor de transcripcion anclado a membrana,
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en la que el factor de transcripcion, al ser liberado del anclaje a membrana, incrementa la expresion de IL2 en la célula.
Sitio de reconocimiento de proteasa

El sitio de reconocimiento de reconocimiento de proteasa puede ser cualquier secuencia de aminoacidos que permita
que el dominio de proteasa de la proteina de fusién corte especificamente el factor de transcripcion anclado a
membrana entre el anclaje de membrana y el factor de transcripcion. Por ejemplo, en una realizacion, el dominio de
proteasa es un dominio de proteasa de TeV y sitio de reconocimiento de proteasa es un sitio de reconocimiento de
proteasa de TeV.

Anclaje de membrana

El anclaje de membrana puede ser cualquier secuencia, sefial o dominio que sea capaz de localizar el factor de
transcripcion y el sitio de reconocimiento de proteasa proximal a una membrana. Por ejemplo, el anclaje de membrana
puede ser una sefal de miristilacion o un dominio transmembranal.

Convenientemente, un dominio transmembranal puede ser cualquier estructura proteica que sea termodinamicamente
estable en una membrana. Lo anterior es tipicamente una hélice alfa que comprende varios residuos hidrofébicos. El
dominio transmembranal de cualquier proteina transmembrana puede utilizarse para suministrar la parte
transmembranal. La presencia y envergadura de un dominio transmembranal de una proteina puede ser determinado
por el experto en la materia utilizando el algoritmo TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/). Ademas,
dado que el dominio transmembranal de una proteina es una estructura relativamente simple, es decir, una secuencia
polipeptidica que se predice que forma una hélice alfa hidrofébica de longitud suficiente para atravesar toda la
membrana, también puede utilizarse un dominio TM de disefo artificial (el documento n°® US 7052906 B1 describe
componentes transmembranales sintéticos).

El dominio transmembranal puede derivarse de CD28, que proporciona una buena estabilidad.
Factor de transcripcién

El factor de transcripcion puede ser cualquier factor de transcripcion seleccionado para estimular una respuesta
deseada después de la fosforilacion de los motivos ITAM o ITIM relevantes.

El factor de transcripcion puede ser natural o artificial. Los factores de transcripcion artificiales pueden derivarse de,
por ejemplo, TALEN, ensamblajes de dedos de cinc o CrispR/CAS9, coexpresandose este ultimo con un ARNm guia.

Preferentemente, el factor de transcripcion contendra una sefial de localizacion nuclear para ayudar a su transporte
hasta la nucleasa después del corte por el dominio de proteasa.

A titulo de ejemplo, la secuencia de acido nucleico (ii) (que codifica una proteina que comprende un factor de
transcripciéon anclado a membrana que comprende: (I) un anclaje a membrana, (ii) un sitio de reconocimiento de
proteasa, y (iii) un factor de transcripcién) puede codificar una proteina que consiste en, o que comprende, la secuencia
mostrada en SEC ID n° 55, que contiene un dominio RQRS8, un dominio transmembranal CD4-Endotox1, un sitio de
reconocimiento de proteasa de TeV y un factor de transcripcion VP16-GAL4.

SEC ID n* 55
MGETSLLCWMALCLLGADHADACPY 51
GGGGSPAPRPPTPAPTIASQPLSLREFE

SLCSGGGGSELPTQG

ACRPAARGGAV

" SHNVSTHVSPAKPTTTACPYSNPSLCS

HTRGLDFACDMALIVLGGVAGLLLFIGLGIFFC

LHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSFPGPGFTPHDSAPYGALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGGSGG
GEMOILVASDATMELLSSIEQACDICRLEKLECSKERPEC AKCLENNWECRY SPRTERSPLTRAHLTEVE
SRLERLEQLFLLIFPREDLDMILKMDS GLEVQDNVNKDAVTDRLASVETDMPLTLRQHRIS

ATS55EESSNEGQROLTV

Convenientemente, la proteina puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 55 o una variante de la misma
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

RECEPTOR

La presente exposicion proporciona ademas un constructo de acidos nucleicos que comprende: (a) una secuencia de
acido nucleico codificante de una proteina de fusién segun el primer aspecto adicional de la presente exposicion que
comprende un dominio SH2 de PTPN6 o una proteina truncada segun el tercer aspecto adicional de la presente
exposicion, y (b) una secuencia de acido nucleico codificante de un receptor que comprende un endodominio que
contiene ITIM.
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SENAL DE CASTRACION

Una proteina de fusiéon que comprende una proteasa, tal como se ha indicado anteriormente, puede coexpresarse en
una célula con un receptor diana que comprende un sitio intracelular de corte de proteasa. El corte del receptor diana
en el sitio de proteasa liberara una parte intracelular distal respecto a la membrana del receptor diana.

El receptor diana puede ser, por ejemplo, un receptor de células T (RCT) o un receptor de antigeno quimérico (RAQ).

El receptor puede comprender un endodominio activador o coestimulador situado en el extremo de la parte intracelular
de la proteina. El corte en el sitio de corte de proteasa a continuacion elimina el endodominio activador o coestimulador
del RAQ diana, reduciendo o bloqueando la activacién de las células T mediada por el receptor diana.

Alternativamente, el receptor diana puede comprender un endodominio inhibitorio situado en el extremo de la parte
intracelular de la proteina. El corte en el sitio de corte de proteasa a continuacion elimina el endodominio inhibitorio
del RAQ diana, “activando” el potencial de activacion de las células T mediado por el receptor diana.

El endodominio inhibitorio puede comprender, por ejemplo, un endodominio CD148 o CD45 o un endodominio que
contiene ITIM de una proteina, tal como PD1, PDCD1, BTLA4, LILRB1, LAIR1, CTLA4, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DL5,
KIR3DL1 o KIR3DLS3.

A titulo de ejemplo, el receptor diana puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 56, que contiene un
RAQ contra CD33 que contiene un endodominio ITIM de PD-1.

SEC ID n” 56

MAVPTOVLGLLLLWLTDARCDIOMTOSP SSLSASVGDRVT ITCRASEDIYFNLVWY QOKPGEAPKLLIYD
THRLADGY P SRE SGSGSGTY TLTIS S L PEDFATY YCQHYENYPLTFGRGTKLEIKRSGGGGSGEGGESG
GGGSGGGESRSEVOLVESGGGLVIPGGSLELSCAASGF TLENYGMHWIRQAP GRGLEWVSSISLNGGSTY
YRDSVEGRFTISRDNARS TLY LOMNS LRAEDTAVY Y CARQDAY TGGYFDYWGOGTLVIVSSMDPATTTER
VLRTPSPVHRPTGTSQPQRPEDCRPRGSVEGTGLDFACD IYVGVVGELLGSLYVLLVWVLAVICSRAARGTI
GARRTGQPLEEDPSAVEVESVDYGELDFQWREKTPEPFVFCVPEQTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSADG
PRSAQPLRFEDGHCSWEL

Convenientemente, la proteina puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 56 o una variante de la misma
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

En donde el receptor comprende un sitio de corte de proteasa entre un dominio transmembranal y un endodominio
activador, la proteina de fusién de sefial de castracion puede utilizarse para inhibir el receptor. Por ejemplo, podria
construirse un primer RAQ en el que su endodominio se encuentre separado del dominio transmembranal por un sitio
de corte de proteasa. Un segundo RAQ que reconozca un antigeno diferente podria comprender un endodominio que
contiene ITIM. El reconocimiento del antigeno afin del segundo receptor resultaria en la captacion de la proteina de
fusion de sefial de castracién en la membrana y el posterior corte en el sitio de reconocimiento de proteasa. Dicho
corte separaria el endodominio activador respecto del primer receptor y evitaria la activacién y propagacion de la sefal
a partir de dicho receptor.

Lo anterior resultaria en una puerta légica de tipo “Y/NO”, en la que se transmitiria una sefial sostenida unicamente
en el caso de que el primer RAQ resulte activado aisladamente (es decir, en el caso de que el primer RAQ se una a
su antigeno afin pero el segundo RAQ no se une a su antigeno afin). Dichas ‘puertas légicas’ pueden resultar utiles,
por ejemplo, debido a que es relativamente raro que la presencia (o ausencia) de un uUnico antigeno describa
eficazmente un cancer, lo que puede conducir a una falta de especificidad. La utilizacion como diana de la expresién
de antigenos sobre las células normales conduce a toxicidad en la diana, fuera del tumor. En algunos canceres, un
tumor se define mejor a partir de la presencia de un antigeno (tipicamente un antigeno especifico de tejido) y la
ausencia de otro antigeno que si se encuentra presente sobre células normales. Por ejemplo, las células de leucemia
mieloide aguda (LMA) expresan CD33. Las células madre normales expresan CD33, aunque expresan ademas CD34,
mientras que las células de LMA son tipicamente negativas para CD34. La utilizacién como diana de CD33 solo para
tratar la LMA se asocia a toxicidad significativa, ya que reduce el numero de células madre normales. Sin embargo, la
utilizacién como diana especifica de células positivas para CD33, pero no positivas para CD34 evitaria dicha
considerable toxicidad fuera de diana.

En la Tabla 2 se muestran potenciales parejas de antigenos para dicha puerta “Y/NO'.

TABLA 2
Enfermedad TAA Célula normal que Antigeno expresado por células normales
expresa TAA pero no por células cancerosas
LMA CD33 Células madre CD34

22



10

15

20

25

30

35

40

ES 2791 338 T3

Enfermedad TAA Célula normal que Antigeno expresado por células normales
expresa TAA pero no por células cancerosas
Mieloma BCMA células dendriticas CD1c
LLC-B CD160 Células asesinas CD56
naturales
Cancer de PSMA Tejido neural NCAM
prostata
Cancer de A33 Epitelio intestinal HLA clase |
intestino normal

A titulo de ejemplo, el receptor que comprende un sitio de corte de proteasa entre un dominio transmembranal y un
endodominio activador puede ser la secuencia mostrada en SEC ID n° 57, que contiene un RAQ contra CD19 con un
endodominio CD3-zeta escindible.

SEC ID n® 57

MSLPVTALLLPLALLLAAARFDIOQMTOTTSSLSASLGDRVTISCRASODISKY LW YQOEPDGTVELLIY
HTSRLHGGVF SRF SGEGEGTDY SLTI SN LEQED TATYECOOGHTLEY TRGGGTRELEI TRAGGGGEIGGEES
GGEGSGEGESEVELOESGPGLVAPSQSLEVTCTVSGVSLPDY GVSWIRQPPRKGLENLGVIWGSETTY YN
SALKSRLTIIKDNSKSQVFLEMNSLOTDDTAIYYCAKHY Y YGGS YAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTRAERP
PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI FWVLVVVGGVLACYSLLVIVAFI IFWVRCRHR
RROAERMAQTKRVVSEKKTACAPHRFOKTCSP I SGGEGSENLYFOMRRVEF SRSADAP AYOQGONQLYNE
LNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKE RRENPOEGLYNELOKDKMAEAY SF IGMKGERRRGKGHDGLYOGL
STATEDTYDALHMOALPPR

Convenientemente, el receptor puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 57 o una variante de la misma
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

En el caso de que el receptor comprenda un endodominio activador fusionado con un endodominio inhibitorio mediante
un sitio de corte de proteasa, puede utilizarse una proteina de fusion de sefial de castracion para activar los dominios
de sefializacion artificiales. Por ejemplo, podria construirse un primer RAQ en el que su endodominio comprende un
endodominio activador fusionado con un dominio inhibitorio mediante un sitio de corte de proteasa. Un segundo RAQ
que reconozca un antigeno diferente podria comprender un endodominio que contiene ITIM. El reconocimiento del
antigeno afin del segundo receptor resultaria en la captacion de la proteina de fusiéon de sefial de castracion en la
membrana y el posterior corte del endodominio inhibidor respecto del endodominio activador del primer receptor. El
corte, y de esta manera la separacién, del dominio inhibitorio respecto del dominio activador permitiria la activacion
del primer RAQ tras la union de antigeno y, por lo tanto, la activacién de la sefializacién mediante el primer receptor.

Lo anterior resultaria en una puerta Iégica de tipo “Y” en la que la sefializacién productiva sélo se produciria en el caso
de activacion de tanto el primer como el segundo receptor. Dichas ‘puertas ldgicas’ resultan utiles, por ejemplo, debido
a que la mayoria de canceres no pueden diferenciarse de los tejidos normales a partir de un Unico antigeno. Por lo
tanto, se produce considerable toxicidad “en la diana fuera del tumor”, en la que tejidos normales resultan dafiados
por la terapia. Para algunos canceres, la utilizacion como diana de la presencia de dos antigenos del cancer puede
resultar mas selectiva y, por lo tanto, mas eficaz que utilizar como diana uno solo. Por ejemplo, la leucemia linfocitica
croénica de células B (LLC-B) es una leucemia comun que actualmente se trata utilizando como diana CD19. Lo anterior
trata el linfoma, aunque también agota todo el comportamiento de células B de manera que el tratamiento presenta un
considerable efecto toxico. La LLC-B presenta un fenotipo inusual en el aspecto de que se coexpresan CD5 y CD19.
Mediante la utilizacion como diana de sélo las células que expresan CD5 y CD19, resultaria posible reducir
considerablemente la toxicidad en la diana fuera del tumor.

En la Tabla 3 se muestran potenciales parejas de antigenos para dicha puerta Idgica ‘Y’.

Tabla 3
Tipo de cancer Antigenos
Leucemia linfocitica crénica CD5, CD19
Neuroblastoma ALK, GD2
Glioma EGFR, Vimentina
Mieloma muiltiple BCMA, CD138
Carcinoma de células renales Anhidrasa carboénica IX G250
LLA-T CD2, N-cadherina
Cancer de prostata PSAM, hepsina (u ofras)

A titulo de ejemplo, el receptor que comprende un endodominio activador fusionado con un dominio inhibitorio
mediante un sitio de corte de proteasa puede ser la secuencia mostrada en SEC ID n° 58, que contiene un RAQ contra
CD19 con un endodominio CD3-zeta y un endodominio de CD148 escindible.
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SEC ID n* 58
MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMIQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQOKPDGTVELLIY
HTSRLHSGVE SRFSGSGSGTDY SLTISHNLEQED IATYFCQOGHNTLPY TFGGGTELEITKAGGGGSGGGGES
GGGEGSGGEGESEVELOESGPGLYVAP SQSLEVICTVSGYSLPDY GVSWIRQPPREGLEWLGVIWGSETTYYN
SALKSRLTIIKDNSKSQVFLEMNSLOTDDTAT Y Y CARKHY Y YGGSYAMDYWGQGTSVIVSSDPTTTPAPRE
PTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACY SLLVIVAF I IFWVRRVEF
SREADAPAYQQGONOQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRODPEMGGEFRRENFOEGLY NE LOK DKM
GMEGERRRGEGHDGLYQGLSTATEDT YDALHMOQALPPRENLYFOMAVFGCIFGALVIVIVGEGGEF IFWREER
KDAKNNEVSFSQIKPEKSELIRVENFEAYFREQQADSNCGFAEEYEDLELVGISOPKY AAELAENRGENR
YHNVLPYDISRVELSVOTHSTDDY INANYMPGYHSKEDFIATQGPLPNTLEDFWRMVWEKNVYAT IMLTK
CVEQGRTECEEYWP SKQAQDYGDI TVAMT SEIVLPEWT IRDFTVENIQTSESHP LEQFHFTSWFDHGVED
TTDLLINFRYLVEDYMEQSPPESP ILVHCSAGVGRTIGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHREPL
MVOTEDQYVELNQCVLDIVRSQKDSEVDLIYONTTAMT IYENLAPVTTFGETHNGY IA

Convenientemente, el receptor puede comprender la secuencia mostrada en SEC ID n° 58 o una variante de la misma
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%.

SENAL DE BLOQUEO

La presente exposicion proporciona una proteina truncada que comprende un dominio SH2 de una proteina que se
une a un motivo de activacion de inmunorreceptor basado en tirosinas (ITAM) fosforilado pero que no presenta un
dominio de quinasa.

Por ejemplo, la proteina truncada puede comprender el dominio SH2 de ZAP70 pero no presentar el dominio de
quinasa de ZAP70. En otras palabras, la presente exposicion proporciona una proteina truncada que: (i) comprende
la secuencia mostrada en SEC ID n° 2, pero no comprende la secuencia mostrada en SEC ID n° 26.

La sobreexpresion del dominio SH2 de ZAP70 resulta en la competicion con ZAP70 de longitud completa/de tipo
salvaje. Debido a que ZAP70 truncado no puede propagar sefales, se reduce la transmisién de la sefial en proporcion
a la relacion entre ZAP70 de tipo salvaje y la proteina truncada. Lo anterior puede resultar util para reducir la fuerza
de la activacion de las células T, por ejemplo para evitar la sobreactivacion de las células T que puede resultar en el
agotamiento de las células T, la muerte celular inducida por activacion y, en un contexto clinico, puede resultar en
tormentas de citoquinas.

Una proteina truncada de la invencién comprende un dominio SH2 de una proteina que se une a un motivo de
inhibicion de inmunorreceptor basado en tirosinas (ITIM) fosforilado pero que no presenta un dominio de fosfatasa.
Por ejemplo, la proteina truncada puede comprender el dominio SH2 de PTPNG pero no presentar el dominio de
PTPNG6 fosfatasa. En otras palabras, una proteina truncada de la invencién puede comprender la secuencia mostrada
en SEC ID n° 6, pero no comprende la secuencia mostrada en SEC ID n° 27.

En dicho caso, la sefalizacion de ITIM puede estar reducida en proporcion a la relacion entre PTPNG de tipo salvaje
y la proteina truncada. Lo anterior puede resultar util para reducir las sefales inhibitorias, tales como la sefalizacién
de PD1. Lo anterior puede presentar aplicacion en el caso de que las células T presenten como diana un tumor que
sobreexpresa PDL1 (o receptores inhibitorios similares) para evadir el rechazo inmunitario.

La utilizacion de una sefial de bloqueo o una sefial cruzada tal como se ha indicado anteriormente, ofrece una ventaja
significativa respecto a los enfoques de bloqueo de punto de control inmunitario tradicionales, que tipicamente
bloquean la interacciéon de un unico ligando/receptor, tal como PD-L1/PD1, con un anticuerpo. Tal como se ha
explicado anteriormente, la clase de receptores inmunitarios inhibitorios contiene muchos elementos con redundancias
y patrones de expresion que fluctian con el estado de las células T. La utilizacion de un anticuerpo o un
ligando/receptor recombinante puede bloquear eficazmente un receptor inhibitorio, aunque no afectara a las sefales
inhibitorias transmitidas desde el resto. La edicién gendmica de receptores inhibitorios individuales (Menger et al.,
Cancer Res. 76(8):2087-93, 15 de abril de 2016) presenta limitaciones similares. Las estrategias de fusiones entre
receptores inhibitorios individuales y dominios coestimuladores también adolece de limitaciones similares (Liu et al.,
Cancer Res. 76(6):1578-90, 15 de marzo de 2016).

El método de la presente exposicion bloqueara (y, dependiendo de la estrategia, reinterpretara) sefiales inhibitorias
transmitidas mediante un ITIM. Por lo tanto, una clase entera de sefiales inhibitorias resulta modulada. Se proporciona
una lista de receptores inhibitorios que sefializan a través de los ITIM en la Tabla Il de Odorizzi y Wherry, J. Immunol.
188:2957-2965, 2012. Entre ellos se incluyen: PD1, BTLA, 2B4, CTLA-4, GP49B, Lair-1, Pir-B, PECAM-1, CD22,
Siglec 7, Siglec 9, KLRG1, ILT2, CD94-NKG2A y CD5.

ACIDO NUCLEICO
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En un aspecto, la presente invencién proporciona un acido nucleico que codifica una proteina truncada segun la
presente invencion.

Tal como se utilizan en la presente memoria, los términos “polinucleétido”, “nucledtido” y “acido nucleico” pretenden
ser sinénimos entre si.

El experto en la materia entendera que numerosos polinucleétidos y acidos nucleicos diferentes pueden codificar el
mismo polipéptido como consecuencia de la degeneracion del cédigo genético. Ademas, debe entenderse que el
experto en la materia puede, utilizando técnicas rutinarias, realizar sustituciones de nucleétidos que no afectan a la
secuencia polipeptidica codificada por los polinucleétidos indicados en la presente memoria a fin de reflejar el uso de
los codones de cualquier organismo huésped particular en el que deben expresarse los polipéptidos.

Los acidos nucleicos segun la invencion pueden comprender ADN o ARN. Pueden ser de cadena sencilla o de doble
cadena. También pueden ser polinucleétidos que incluyen dentro de los mismos nucleétidos sintéticos o modificados.
Se conocen de la técnica varios tipos diferentes de modificacion de los oligonucledtidos. Entre ellos se incluyen
esqueletos metilfosfonato y fosforotioato, adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’ de la
molécula. Para los fines de la utilizaciéon tal como se indica en la presente memoria, debe entenderse que los
polinucledtidos pueden modificarse mediante cualquier método disponible la técnica. Dichas modificaciones pueden
llevarse a cabo con el fin de potenciar la actividad in vivo o periodo de vida de los polinucleétidos de interés.

Los términos “variante”, “homdlogo” o “derivado” en relacion a una secuencia de nucledtidos incluyen cualquier
sustitucion, variacién, modificacion, reemplazamiento, deleciéon o adicién de un acido nucleico, o mas de uno, de la
secuencia o a la secuencia.

CONSTRUCTO DE ACIDOS NUCLEICOS

En un aspecto, la presente invencién proporciona un constructo de acidos nucleicos que codifica una proteina truncada
de la presente invencidn con otra proteina. El constructo de acidos nucleicos puede comprender: una secuencia de
acidos nucleicos codificante de una proteina truncada de la presente invencion y un acido nucleico codificante de otra
proteina.

La presente invencion proporciona un constructo de acidos nucleicos que coexpresa una proteina truncada de la
presente invencion con un receptor de antigeno quimérico. El constructo de acidos nucleicos comprende: (i) una
secuencia de acido nucleico codificante de una proteina truncada de la presente invencion, y (ii) un acido nucleico
codificante de un receptor de antigeno quimérico.

El receptor de antigeno quimérico (RAQ) puede ser un RAQ activador que comprende un endodominio que contiene
ITAM, tal como CD3 zeta. El RAQ puede ser un RAQ inhibitorio que comprende un endodominio de “apagado de
ligacion”, tal como se indica en el documento n°® WO2015/075469, que puede comprender la totalidad o parte del
endodominio de una tirosina fosfatasa de tipo receptor, tal como CD148 o CD45. El RAQ puede ser un RAQ inhibitorio
que comprende un endodominio de “apagado de ligacion”, tal como se indica en el documento n® W0O2015/075470,
que puede comprender un dominio ITIM.

Las proteinas truncadas de la invencién pueden utilizarse junto con una célula que expresa una combinacion de “puerta
I6gica” de dos o0 mas RAQ. Una puerta O comprende dos RAQ activadores tal como se indica en el documento n°
WO02015/075468. Una puerta Y comprende un RAQ activador y un RAQ inhibidor de “apagado de ligacion” tal como
se indica en el documento n°® WO2015/075469. Y la puerta Y comprende un RAQ activador y un RAQ inhibidor de
“apagado de ligacion” tal como se indica en el documento n°® WO2015/075470.

De esta manera, la presente invencidn proporciona un constructo de acidos nucleicos que comprende:

(i) una secuencia de acido nucleico codificante de una proteina truncada de la invencion,
(i) un primer receptor de antigeno quimérico (RAQ), y
(lii) un segundo receptor de antigeno quimérico.

En referencia al aspecto de sefal de transcripcion de la exposicion, se proporciona un constructo de acidos nucleicos
que comprende: (i) una secuencia de acido nucleico codificante de una proteina de fusiéon que comprende un dominio
SH2 y un dominio de proteasa, y (ii) una secuencia de acido nucleico codificante de un factor de transcripcion anclado
a membrana que comprende: un anclaje a membrana, un sitio de reconocimiento de proteasa y un factor de
transcripcion.

En referencia al aspecto de sefial de castracion de la exposicion, se proporciona un constructo de acidos nucleicos
que comprende: (i) una secuencia de acido nucleico codificante de una proteina de fusion que comprende un dominio
SH2 y un dominio de proteasa (p.ej., un dominio de TeV) y (ii) una secuencia de acido nucleico codificante de un
receptor que comprende un sitio de corte de proteasa.
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Por ejemplo, la presente exposicion proporciona un constructo de acidos nucleicos que comprende: (a) una secuencia
de acido nucleico codificante de una proteina de fusion que comprende: (i) dominio SH2 de PTPNS, y (ii) un dominio
de proteasa (p.ej., un dominio de TeV), (b) una secuencia de acido nucleico codificante de un receptor que comprende
un sitio de corte de proteasa, y (c) una secuencia de acido nucleico codificante de un receptor que comprende un
endodominio que contiene ITIM.

El receptor puede ser un receptor de células T (RCT) o un receptor de antigeno quimérico (RAQ).

Convenientemente, la proteina codificada por la secuencia de acido nucleico (b) puede ser un receptor de células T
(RCT) o un receptor de antigeno quimérico (RAQ) que comprende: (i) un sitio de corte de proteasa entre un dominio
transmembranal y un endodominio activador, o (ii) un endodominio activador fusionado con un endodominio inhibidor
mediante un sitio de corte de proteasa.

En el caso de que el constructo de acidos nucleicos de la invencion produzca polipéptidos discretos, tal como en el
caso de que coexprese una proteina de la invencion y una RAQ, puede comprender ademas una secuencia de acido
nucleico que habilita la expresiéon de ambas proteinas. Por ejemplo, puede comprender una secuencia codificante de
un sitio de corte entre las dos secuencias de acidos nucleicos. El sitio de corte puede ser autoescindible, de manera
que al producir el polipéptido naciente, resulta inmediatamente cortado en dos proteinas sin necesidad de ninguna
actividad de corte externa.

Se conocen diversos sitios de autoescision, incluyendo el péptido autoescindible 2a del virus de la fiebre aftosa (VFA),
que presenta la secuencia mostrada:

SEC ID n° 59
RAEGRGSLLTCGDVEENPGP
o

SEC ID n° 60
QCTNYALLKLAGDVESNPGP

La secuencia coexpresante puede ser una secuencia interna de entrada al ribosoma. La secuencia coexpresante
puede ser un promotor interno.

RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO (RAQ)

Los RAQ, que se muestran esquematicamente en la figura 13, son proteinas transmembranales de tipo | quiméricas
que conectan un dominio extracelular de reconocimiento de antigeno (ligante) con un dominio de sefializacion
intracelular (endodominio). El ligante es tipicamente un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) derivado de un
anticuerpo monoclonal (mAb), aunque puede estar basado en otros formatos que comprenden un sitio de unién a
antigeno de tipo anticuerpo. Habitualmente resulta necesario un dominio espaciador para aislar el ligante respecto de
la membrana y para permitir una orientaciéon adecuada. Un dominio espaciador comun utilizado es Fc de IgG1. Pueden
resultar suficientes espaciadores mas compactos, p.ej., el tallo de CD8a € incluso Unicamente la bisagra de IgG1 solo,
segun el antigeno. Un dominio transmembranal ancla la proteina en la membrana celular y conecta el espaciador con
el endodominio.

Los disefios de RAQ iniciales presentaban endodominios derivados de las partes intracelulares de la cadena y de
FceR1 o CD3C. En consecuencia, dichos receptores de primera genecion transmiten la sefial inmunitaria n° 1, que
resulta suficiente para inducir la eliminacion por células T de células diana afines, aunque no consigue activar por
completo las células T para la proliferacion y supervivencia. Para superar dicha limitacion, se han construido
endodominios compuestos: la fusiéon de la parte intracelular de una molécula coestimuladora de células T con CD3(
resulta en receptores de segunda generacién que pueden transmitir una sefal activadora y coestimuladora
simultdneamente después del reconocimiento de antigeno. El dominio coestimulador utilizado mas comunmente es el
de CD28. Lo anterior, suministra la sefial coestimuladora mas potente; es decir, una sefial inmunitaria n® 2 que induce
la proliferacion de las células T. Se han descrito algunos receptores que incluyen endodominios de la familia de
receptores de TNF, tales como los estrechamente relacionados OX40 y 41BB, que transmiten sefiales de
supervivencia. Ahora se han descrito RAQ de tercera generacion todavia mas potentes que presentan endodominios
capaces de transmitir sefales de activacion, proliferacion y supervivencia.

Pueden transferirse acidos nucleicos codificantes de RAQ a células T utilizando, por ejemplo, vectores retroviricos.
Pueden utilizarse vectores lentiviricos. De esta manera, puede generarse un gran numero de células T especificas de
cancer para la transferencia celular adoptiva. En el caso de que el RAQ se una al antigeno diana, lo anterior resulta
en la transmisiéon de una sefial activadora a la célula T sobre la que se expresa. De esta manera, el RAQ dirige la
especificidad y la citotoxicidad de la célula T para las células tumorales que expresan el antigeno diana.

Por lo tanto, los RAQ tipicamente comprenden: (i) un dominio de unién a antigeno, (ii) un espaciador, (iii) un dominio
transmembranal, y (iii) un dominio intracelular que comprende o se asocia a un dominio de sefalizacion.
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DOMINIO DE UNION A ANTIGENO

El dominio de unién a antigeno es la parte del RAQ que reconoce el antigeno. Se conocen de la técnica numerosos
dominios de unién a antigeno, incluyendo los basados en el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo, miméticos de
anticuerpo y receptores de células T. Por ejemplo, el dominio de unién a antigeno puede comprender: un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal, un ligando natural del antigeno diana, un
péptido con suficiente afinidad para la diana, un anticuerpo de dominio Unico, un ligante Unico artificial, tal como un
Darpin (proteina de repeticion de anquirina de disefio) o una cadena sencilla derivado de un receptor de célula T.

El dominio de unién a antigeno puede comprender un dominio que no se basa en el sitio de unién a antigeno de un
anticuerpo. Por ejemplo, el dominio de union a antigeno puede comprender un dominio basado en una proteina/péptido
que es un ligando soluble para un receptor de superficie de célula tumoral (p.ej., un péptido soluble, tal como una
citoquina o una quimioquina), o un dominio extracelular de un ligando anclado a membrana o un receptor para el que
la contrapartida de la pareja de unidn se expresa sobre la célula tumoral.

El dominio de unién a antigeno puede estar basado en un ligando natural del antigeno.

El dominio de unién a antigeno puede comprender un péptido de afinidad de una biblioteca combinatorial o una
proteina/péptido de afinidad de disefio de novo.

DOMINIO ESPACIADOR

Los RAQ comprenden una secuencia espaciadora para conectar el dominio de uniéon a antigeno con el dominio
transmembranal y separan espacialmente el dominio de unién a antigeno respecto del endodominio. Un espaciador
flexible permite que el dominio de unién a antigeno se oriente en direcciones diferentes para facilitar la union.

En aspectos de la presente invencion que requieren dos RAQ, el primer y el segundo RAQ pueden comprender
diferentes moléculas espaciadoras. Por ejemplo, la secuencia espaciadora puede comprender, por ejemplo, una regiéon
Fc de IgG1, una bisagra de IgG1 o un tallo de CD8 humano o el tallo de CD8 de ratdn. El espaciador puede comprender
alternativamente una secuencia conectora alternativa que presenta una longitud y/o propiedades espaciadoras de
dominio similares, tales como regién Fc de IgG1, una bisagra de IgG1 o un tallo de CD8. Puede alterarse un espaciador
de IgG1 humano para eliminar los motivos de unién a Fc.

Todos los dominios espaciadores mencionados anteriormente forman homodimeros. Sin embargo, el mecanismo no
se encuentra limitado a la utilizacion de receptores homodiméricos y debe funcionar con receptores monoméricos con
la condicién de que el espaciador sea suficientemente rigido. Un ejemplo de dicho espaciador es CD2 o CD22
truncado.

Debido a que los RAQ son tipicamente homodimeros (ver la figura 13a), el emparejamiento cruzado puede resultar
en un receptor de antigeno quimérico heterodimérico. Lo anterior resulta indeseable por diversos motivos, por ejemplo:
(1) el epitopo puede no encontrarse al mismo “nivel” sobre la célula diana de manera que un RAQ de emparejamiento
cruzado puede ser capaz de solo unirse a un antigeno, ((2) el VH y el VL de los dos scFv diferentes podrian
intercambiarse y cualquiera de ellos no conseguir el reconocimiento, o peor, podrian reconocer un antigeno inesperado
y no predicho. Para las puertas “Y” e “Y/NO” indicadas anteriormente, el espaciador del primer RAQ puede ser
suficientemente diferente del espaciador del segundo RAQ para evitar el emparejamiento cruzado, aunque
suficientemente similar para la colocalizacion. Pueden utilizarse parejas de secuencias espaciadoras ortélogas. Son
ejemplos de tallos de CD8 murinos y humanos, o alternativamente dominios espaciadores que son monomeéricos, por
ejemplo, el ectodominio de CD2.

Se muestran ejemplos de parejas espaciadoras que se colocalizan en la tabla a continuacion:

Espaciador de RAQ estimulador Espaciador de RAQ inhibitorio
CD8aSTK humano CD8aSTK de raton

CD28STK humano CD8aSTK de raton

IgG-bisagra humano Ectodominio de CD3z humano
CD28aSTK humano CD28STK de raton

CD28STK humano CD28STK de raton

IgG-bisagra humano-CH2CH3 IgM-bisagra humano-CH2CH3CD4

DOMINIO TRANSMEMBRANAL
El dominio transmembranal es la secuencia del RAQ que atraviesa la membrana.

Un dominio transmembranal puede ser cualquier estructura proteica que sea termodindmicamente estable en una
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membrana. Lo anterior es tipicamente una hélice alfa que comprende varios residuos hidrofébicos. EI dominio
transmembranal de cualquier proteina transmembranal puede utilizarse para suministrar la parte transmembranal de
la invencién. La presencia y envergadura de un dominio transmembranal de una proteina puede ser determinado por
el experto en la materia utilizando el algoritmo TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/). Ademéas, dado
que el dominio transmembranal de una proteina es una estructura relativamente simple, es decir, una secuencia
polipeptidica que se predice que forma una hélice alfa hidrofébica de longitud suficiente para atravesar toda la
membrana, también puede utilizarse un dominio TM de disefo artificial (el documento n°® US 7052906 B1 describe
componentes transmembranales sintéticos).

El dominio transmembranal puede derivarse de CD28, que proporciona una buena estabilidad del receptor.
ENDODOMINIO ACTIVADOR

El endodominio es la parte de transmision de sefiales del RAQ. Puede ser parte o estar asociado al dominio intracelular
del RAQ. Tras el reconocimiento del antigeno, los receptores se agregan, CD45 y CD148 nativos resultan excluidos
de la sinapsis y se transmite una sefial a la célula. EI componente del endodominio utilizado mas comunmente es el
de CD3-zeta, que contiene 3 ITAM. Lo anterior transmite una sefial de activacion a la célula T tras la unién del antigeno.
CD3-zeta puede no proporcionar una sefial de activacion totalmente competente y puede requerirse una sefializacion
coestimuladora adicional. Por ejemplo, puede utilizarse CD28 y OX40 quiméricos con CD3-Zeta para transmitir una
sefal proliferativa / de supervivencia, o pueden utilizarse los tres juntos.

En el caso de que un Rag comprenda un endodominio activador, puede comprender el endodominio CD3-Zeta solo,
el endodominio CD3-Zeta con el de CD28 o OX40, o el endododominio de CD28 y OX40 y el endodominio CD3-Zeta.

Cualquier endodominio que contenga un motivo ITAM puede actuar como un endodominio de activacion en la presente
invencioén. En la presente memoria se describen endodominios adecuados que contienen un motivo ITAM.

DOMINIO INHIBITORIO

En realizaciones indicadas anteriormente como puerta “Y”, el primer RAQ puede comprender un endodominio
activador fusionado con un endodominio inhibitorio mediante un sitio de corte de proteasa. De esta manera, el
endodominio inhibitorio inhibe la activacion de las células T por el primer RAQ en ausencia de activacion del segundo
RAQ. Con la activacion del segundo RAQ, el ITIM en el endodominio del segundo RAQ resulta fosforilado y la proteina
de fusién de PTPN6/dominio de proteasa es captado en la membrana. Lo anterior resulta en el corte del primer RAQ
entre el endodominio activador y el endodominio inhibitorio, habilitando de esta manera la activacion de la célula T.

Los endodominios inhibitorios pueden comprender cualquier secuencia que inhibe la sefalizacion de células T por el
RAQ activador en el caso de que se encuentre en el mismo endodominio.

El endodominio inhibitorio puede ser o comprender una tirosina fosfatasa, tal como una tirosina fosfatasa de tipo
receptor. Un endodominio inhibitorio puede ser o comprender cualquier tirosina fosfatasa que sea capaz de inhibir la
sefalizacion de RCT al colocalizarse con el endodominio activador del RAQ. Un endodominio inhibitorio puede ser o
comprender cualquier tirosina fosfatasa con una velocidad catalitica suficientemente rapida para los ITAM fosforilados
que permita la inhibicién de la sefializacién de RCT al colocalizarse con el endodominio activador del RAQ.

VECTOR

La presente invencion proporciona ademas un vector, o kit de vectores, que comprende una o0 mas secuencias 0 uno
0 mas constructos de acidos nucleicos segun la presente invencion. Dicho vector puede utilizarse para introducir una
0 mas secuencias o constructos de acidos nucleicos en una célula huésped de manera que exprese las proteinas
codificadas por la secuencia o constructo de acidos nucleicos.

El vector puede ser, por ejemplo, un plasmido o un vector virico, tal como un vector retrovirico o un vector lentivirico,
0 un vector a base de transpos6n o ARNm sintético.

El vector puede ser capaz de transfectar o transducir una célula T.
CELULA

La presente invencion se refiere ademas a una célula inmunitaria que comprende la proteina truncada, acido nucleico
y/o constructo de acidos nucleicos de la presente invencion.

La célula puede ser una célula inmunitaria citolitica.

Las células inmunitarias citoliticas pueden ser células T o linfocitos T que son un tipo de linfocitos que desempefian
un papel crucial en la inmunidad mediada por células. Pueden distinguirse de otros linfocitos, tales como células B y
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células asesinas naturales (células NK), por la presencia de un receptor de célula T (RCT) sobre la superficie celular.
Existen diversos tipos de célula T, tal como se resume posteriormente.

Las células T ayudantes (células TH) ayudan a otros glébulos blancos en los procesos inmunitarios, incluyendo la
maduracion de las células B en células plasmaticas y células B de memoria, y la activacién de células T citotoxicas y
macréfagos. Las células TH expresan CD4 sobre su superficie. Las células TH resultan activadas al ser presentadas
con antigenos peptidicos por moléculas del CMH de clase Il sobre la superficie de células presentadoras de antigenos
(CPA). Estas células pueden diferenciarse en varios subtipos, incluyendo TH1, TH2, TH3, TH17, TH9 o TFH, que
secretan diferentes citoquinas para facilitar diferentes tipos de respuesta inmunitaria.

Las células T citoliticas (células TC, o CTL) destruyen las células infectadas por virus y las células tumorales, y también
participan en el rechazo del trasplante. Las CTL expresan CD28 en su superficie. Estas células reconocen sus dianas
mediante la unién a antigenos asociados al CMH de clase |, que se encuentra presente sobre la superficie de todas
las células nucleadas. Mediante IL-10, la adenosina y otras moléculas secretadas por las células T reguladoras, las
células CD8* pueden resultar inactivadas en un estado anérgico, evitando las enfermedades autoinmunitarias, tales
como la encefalomielitis autoinmune experimental.

Las células T de memoria son un subgrupo de células T especificas de antigeno que persisten a largo plazo después
de la resolucién de una infecciéon. Se expanden rapidamente hasta un gran nimero de células T efectoras tras la
reexposicion a su antigeno afin, proporcionando de esta manera al sistema inmunitario “memoria” frente a infecciones
pasadas. Las células T de memoria comprenden tres subtipos: células T de memoria centrales (células TCM) y dos
tipos de células T de memoria efectoras (células TEM y células TEMRA). Las células de memoria pueden ser CD4* o
CD8". Las células T de memoria tipicamente expresan la proteina de superficie celular CD45R0O.

Las células T reguladoras (células Treg), anteriormente conocidas como células T supresoras, resultan cruciales para
el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria. Su funcion principal es cerrar la inmunidad mediada por células T hacia
el final de la reaccion inmunitaria y suprimir las células T autorreactivas que escapan al proceso de seleccion negativa
en el timo.

Se han descrito dos clases principales de células Treg CD4": las células Treg naturales y las células Treqg adaptativas.

Las células Treg naturales (también conocidas como células Treg CD4*CD25*FoxP3*) aparecen en el timo y se han
relacionado con interacciones entre las células T en desarrollo y las células dendriticas tanto mieloides (CD11c*) como
plasmacitoides (CD123*) que han sido activadas con TSLP. Las células Treg naturales pueden distinguirse de otras
células T por la presencia de una molécula intracelular denominada FoxP3. Las mutaciones del gen de FOXP3 pueden
evitar el desarrollo de células T reguladoras, causando la enfermedad autoinmunitaria fatal IPEX.

Las células Treg adaptativas (también conocidas como células Tr1 o células Th3) pueden originarse durante una
respuesta inmunitaria normal.

Las células asesinas naturales (o células NK) son un tipo de células citoliticas que forman parte del sistema inmunitario
innato. Las células NK proporcionan respuestas rapidas a las sefiales innatas de células infectadas viricamente de
una manera independiente del CMH.

Las células NK (pertenecientes al grupo de las células linfoides innatas) se definen como linfocitos granulares grandes
(LGG) y constituyen el tercer tipo de células diferenciadas a partir del progenitor linfoide comun que genera linfocitos
By T. Es conocido que las células NK se diferencian y maduran en la médula 6sea, ganglios linfaticos, bazo, amigdalas
y timo, en donde a continuacion entran en la circulacion.

Las células de la invencién pueden ser cualquiera de los tipos celulares indicados anteriormente.

Las células T o NK que expresan las moléculas de la invencién pueden crearse ex vivo a partir de la propia sangre
periférica de un paciente (1° parte) o en el contexto de un trasplante de células madre hematopoyéticas procedentes
de la sangre periférica de un donante (2° parte) o de sangre periférica procedente de un donante no relacionado (3°
parte).

Alternativamente, las células T o NK que expresan las moléculas de la invencion pueden derivarse de la diferenciacion
ex vivo de células progenitoras inducibles o células progenitoras embrionarias en células T. Alternativamente, puede
utilizarse una linea de células T inmortalizadas que conservan su funcion litica y podrian actuar como un terapéutico.

En la totalidad de dichas realizaciones, las células se generan mediante la introduccion de ADN o ARN codificante del
componente receptor y del componente de sefializacion por uno de entre varios medios, incluyendo la transduccion
con un vector virico, o la transfeccion con ADN o ARN.

Las células de la invencién puede ser una célula T o NK ex vivo procedente de un sujeto. La célula T o NK puede
proceder de una muestra de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las células T o NK pueden activarse

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791 338 T3

y/o expandirse antes de transducirse con acido nucleico de la invencion, por ejemplo mediante tratamiento con un
anticuerpo monoclonal anti-CD3.

La célula T o NK de la invencién puede prepararse mediante:

(i) aislamiento de una muestra que contiene células T o NK de un sujeto o de otras fuentes indicadas anteriormente,
y

(i) transduccion o transfeccion de las células T o NK con una o mas secuencias de acidos nucleicos segun la
invencion.

A continuacién, las células T o NK pueden purificarse, por ejemplo, seleccionarse basandose en la expresion del
dominio de unién a antigeno del polipéptido de unién a antigeno.

La presente invencion proporciona ademas una célula que comprende una proteina truncada de la invencién y un
receptor de antigeno quimérico (RAQ).

El receptor de antigeno quimérico (RAQ) puede ser un RAQ activador que comprende un endodominio que contiene
ITAM, tal como CD3 zeta. El RAQ puede ser un RAQ inhibitorio que comprende un endodominio de “apagado de
ligacion”, tal como se indica en el documento n® WO2015/075469, que puede comprender la totalidad o parte del
endodominio de una tirosina fosfatasa de tipo receptor, tal como CD148 o CD45. EI RAQ puede ser un RAQ inhibitorio
que comprende un endodominio de “apagado de ligacion”, tal como se indica en el documento n°® W02015/075470,
que puede comprender un dominio ITIM.

Las proteinas truncadas de la invencion pueden utilizarse junto con una célula que expresa una combinacion de “puerta
l6gica” de dos 0 mas RAQ. Una puerta O comprende dos RAQ activadores tal como se indica en el documento n°
WO02015/075468. Una puerta Y comprende un RAQ activador y un RAQ inhibidor de “apagado de ligacion” tal como
se indica en el documento n°® WO2015/075469. Y la puerta Y comprende un RAQ activador y un RAQ inhibidor de
“apagado de ligacion” tal como se indica en el documento n°® WO2015/075470.

De esta manera, la presente invencién proporciona una célula que comprende:

(i) una secuencia de acido nucleico codificante de una proteina truncada de la invencion,
(i) un primer receptor de antigeno quimérico (RAQ), y
(iii) un segundo receptor de antigeno quimérico.

En referencia al aspecto de sefial de transcripcion de la exposicion, se proporciona una célula que comprende: (i) una
proteina de fusidon que comprende un dominio SH2 y un dominio de proteasa, y (ii) un factor de transcripcién anclado
a membrana que comprende: un anclaje a membrana, un sitio de reconocimiento de proteasa y un factor de
transcripcion.

En referencia al aspecto de sefial de castracion de la exposicidn, se proporciona una célula que comprende: (i) una
proteina de fusion que comprende un dominio SH2 y un dominio de proteasa y (ii) un receptor que comprende un sitio
de corte de proteasa.

El receptor puede ser, por ejemplo, un receptor de células T (RCT) o un receptor de antigeno quimérico (RAQ), que
comprende: (i) un sitio de corte de proteasa entre un dominio transmembranal y un endodominio activador, o (ii) un
endodominio activador fusionado con un endodominio inhibidor mediante un sitio de corte de proteasa.

COMPOSICION

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende una pluralidad de células
de la invencion. La composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica puede comprender opcionalmente uno o mas polipéptidos
y/o compuestos farmacéuticamente activos adicionales. Dicha formulacién puede encontrarse, por ejemplo, en una
forma adecuada para la infusién intravenosa.

METODO DE TRATAMIENTO

Las células de la presente invencion pueden ser capaces de eliminar células diana, tales como células de cancer.

Las células de la presente invencion pueden utilizarse para el tratamiento de una infeccién, tal como una infeccion
virica.

Las células de la invenciéon pueden utilizarse ademas para el control de respuestas inmunitarias patogénicas, por
ejemplo, en enfermedades autoinmunitarias, alergias y rechazo del injerto contra el huésped.
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Las células de la invencién pueden utilizarse para el tratamiento de una enfermedad cancerosa, tal como el cancer de
vejiga, el cancer de mama, el cancer de colon, el cancer endometrial, el cancer renal (células renales), la leucemia, el
cancer de pulmén, el melanoma, el linfoma no de Hodgkin, el cancer pancreatico, el cancer de prostata y el cancer de
tiroides.

Las células de la invencién pueden utilizarse para tratar: canceres de la cavidad oral y la faringe, que incluye cancer
de lengua, boca y faringe; canceres del sistema digestivo, que incluye los canceres esofagico, gastrico y colorrectal;
canceres de higado y el arbol biliar, que incluye carcinomas hepatocelulares y colangiocarcinomas; canceres del
sistema respiratorio, que incluye canceres broncogénicos y canceres de laringe; canceres de hueso y articulaciones,
que incluye osteosarcoma; canceres de piel, que incluye melanoma; cancer de mama; canceres del tracto genital, que
incluye cancer uterino, ovarico y cervical en mujeres; cancer de préstata y testicular en hombres; canceres del tracto
renal, que incluye carcinoma de células renales y carcinomas de células transicionales de los uréteres o la vejiga;
canceres de cerebro, incluyendo gliomas, glioblastoma multiforme y meduloblastomas; canceres del sistema
endocrino, incluyendo cancer de tiroides, carcinoma adrenal y canceres asociados a multiples sindromes de
neoplasma endocrino; linfomas, incluyendo el linfoma de Hodgkin y linfoma no de Hodgkin; mieloma multiple y
plasmacitomas; leucemias tanto agudas como crénicas, mieloide o linfoide; y canceres de otros sitios no especificados,
incluyendo el neuroblastoma.

El tratamiento con las células de la invencion puede ayudar a evitar la fuga o liberacién de células tumorales que se
produce con frecuencia con los enfoques estandares.

A continuacion, se describe adicionalmente la invencion mediante ejemplos, que pretenden servir para ayudar al
experto ordinario en la materia a llevar a cabo la invencion y no pretenden en modo alguno limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1. Sometimiento de la ruta de activacion de las células T a sefiales aumentadas o no fisiologicas

Se sometieron a ensayo varios dominios SH2 que participan en la activacion temprana de sefiales de células T a fin
de determinar si las sefiales de activacion de células T podian someterse o “secuestrarse”, de manera que, al activar
una célula T, la sefal pudiese modularse o retransmitirse.

Los inventores generaron varios constructos quiméricos de AKT mediante la unién del dominio de quinasa de Akt a
dominios SH2 de Zap70, Grap, Grb2 y PLCy (figura 8).

En células T no transducidas (NT), se detectaban niveles muy bajos de fosforilacion de la AKT enddgena tras el
tratamiento con OKT3 para inducir el entrecruzamiento y activacion del RCT (figura 10b: panel superior). Sin embargo,
en células que expresaban el constructo Zap-AKT, se observaron niveles significativos de fosfo-AKT (figura 10b: panel
inferior).

El conector para la activacion de las células T (LAT) es una diana corriente abajo de ZAP70 y se une a varias proteinas
que contienen SH2, tales como Grb2, Grap y PLCy. Se anticipé que los dominios SH2 de cada una de dichos ligantes
LAT también permitiria secuestrar la sefial de activacion de CD3-zeta. Sin embargo, éste no fue el caso.

No se observo fosforilacion dependiente de RCT del dominio de quinasa AKT a niveles superiores a los observados
para las células T NT al unir el dominio de quinasa AKT a los dominios SH2 de Grb2, Grap o PLCy (figura 9a).

Lo anterior demuestra que dicho sistema de secuestro de la sefalizacion de las células T requiere especificamente el
dominio SH2 en tandem de una molécula de sefializacion de células T muy temprana, tal como Zap70 o proteina
tirosina fosfatasa no receptora tipo 6 (PTPNG).

Ejemplo 2. Control transcripcional

La proteasa de TeV se fusiond con el dominio SH2 de Zap70. También se generd un factor de transcripcion unido a
membrana, de la manera siguiente: Se clon6 RQR8 en el mismo marco del factor de transcripcion VP16/GAL4
separado por un sitio de corte de TeV. Dicha proteina de fusidon permite la liberacion del factor de transcripcion
VP16/GAL4 (que contiene una sefial de localizacidon nuclear) tras el corte del TeV.

Dichas proteinas se expresaron en una célula T que también expresa un receptor de antigeno quimérico especifico
de CD19. Para demostrar que resulta necesario el enfoque de ZAP70-TeV, se coexpreso el factor de transcripcion
con un RAQ CD19 cuyo endodominio fue sustituido por TeV (figura 11).

Las células T se expusieron a dianas negativas y positivas para CD19. Se midio la activacion transcripcional mediante
un casete de luciferasa que responde a GALv/VP16. Sélo la condicion en que se coexpresaba un RAQ CD19 estandar
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con ZAP-TeV y el factor de transcripcién anclado a membrana resulté en la activacién transcripcional selectiva con el
reconocimiento de CD19. EI RAQ CD19 fusionado directamente con el TeV resultd en activacion transcripcional
constitutiva (figura 12).

Ejemplo 3. Bloqueo de la sefial de PD-1 utilizando SHP-1 truncado (PTPN6) o SHP-2 truncado

Se transdujeron células PBMC tal como se muestra en la tabla a continuacion:

Nombre en leyenda de | Descripcion Constructo(s)

la figura 15

NT No transducido -

FMC63 Transducido con RAQ de CD19 SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
unicamente CD28tmZw

PD1 Transducido con PD1 Unicamente | pDual-PD1-GFP

FMC63+PD1 Cotransducido con RAQCD19 y SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
PD1 CD28tmZw y pDual-PD1-GFP

FMC63-SHP1+PD1 Cotransducido con a) constructo SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
bicistrénico codificante de RAQ CD28tm-Zeta_w-2A-dualSH2_SHP-1
CD19 y SHP1 truncado, y b) PD1 y pDual-PD1-GFP

FMC63-SHP2+PD1 Cotransducido con a) constructo SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
bicistronico codificante de RAQ CD28tm-Zeta_w-2A-dualSH2_SHP-2
CD19 y SHP1 truncado, y b) PD1 y pDual-PD1-GFP

Las células se cocultivaron durante 48 horas con células SupT1 transducidas con CD19, PDL1 o0 ambas y se midio la
liberacion de IFNy mediante ELISA. Se muestran los resultados en la figura 15.

La presencia de PDL1 sobre las células diana SupT1 causé una reduccion de la liberacion de IFNy. Se produjo una
liberacion incrementada de IFNy con las PBMC que expresaban RAQ junto con el constructo de SHP-1 truncado o
SHP-2 truncado en comparacion con las que expresaban RAQ solo. Lo anterior indica que los constructos de SHP-1
y SHP-2 truncado inhibian con éxito la sefial inhibitoria de PDL1 de las células diana.

Ejemplo 4 - secuestro de la sefial de PD-1 utilizando una fusiéon de dominios SH2 de SHP-2 y quinasa Zap70

Se transdujeron células PBMC tal como se muestra en la tabla a continuacion:

Nombre en leyenda de la | Descripcion Constructo(s)

figura 16

NT No transducido -

FMC63 Transducido con RAQ de CD19 SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
unicamente CD28tmZw

PD1 Transducido con PD1 Unicamente pDual-PD1-GFP

FMC63+PD1 Cotransducido con RAQCD19 y SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
PD1 CD28tmZw y pDual-PD1-GFP

FMC63-SHP2Zap70+PD1 | Cotransducido con a) constructo SFG.aCD19_fmc63-HCH2CH3w-
bicistrénico codificante de RAQ CD28tm-Zeta_w-2A-
CD19 y fusion de dominios SH2 de | dualSH2_SHP-2-Zap70_quinasa
SHP2 y quinasa Zap70, y b) PD1 y pDual-PD1-GFP

Dichas células se cocultivaron en una proporciéon 1:1 durante 24 horas con células SupT1 transducidas con CD19 o
PDL1. Se midi¢ la liberacion de IFNy mediante ELISA (figura 16A). Se observé un incremento de produccion de IFN-
y en los cocultivos de RAQ-SHP2.Zap70 + células T transducidas con PD1 con células diana SupT1 PDL1 en
comparacion con células T transducidas con RAQ + PD1.

También se llevo a cabo un ensayo de citotoxicidad en el que se cuantificd la eliminacion de las células SupT1
mediante FACS (figura 16B). Se observd una eliminacién practicamente completa de las dianas SupT1 PDL1 en
cocultivos de células diana positivas para PDL1 con células T transducidas con RAQ-SHP2.Zap70 + PD1. En
contraste, no se observé eliminacion con el constructo de RAQ + PD1 solo. Lo anterior indica que la sustitucion del
dominio de fosfatasa de SHP2 por el dominio de quinasa de Zap70 convierte con éxito la sefial de PD1 inhibitoria en
una sefal de activacion. Por lo tanto, la proteina de fusion SHP-2-quinasa Zap70 secuestra con éxito la sefial de PDL1-
PD1 inhibitoria y la convierte en una sefial de activacion de las células T.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> UCL Business PLC
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195

Gln

Gln

Ile

Lys

Gly

Leu

100

Ser

Thr

Ser

Val

Gly

180

Lys

Pro

Gly

Arg

Phe

val

85

Asn

Gly

Phe

Val

Thr

165

Leu

Thr

Tyr

Asp

Ile

Ala

70

Leu

Cys

Gly

Leu

Leu

150

His

Glu

Gly

Tyr

Phe

Gln

55

Thr

Gln

Ser

Gln

val

135

Ser

Ile

Thr

Ile

Ser

40

Asn

Leu

Asp

Asp

Ala

120

Arg

Asp

Lys

Phe

Glu
200
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Leu

Ser

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Glu

Gln

Val

Asp

185

Glu

Ser

Gly

Glu

Asp

90

Thr

Thr

Ser

Pro

Met

170

Ser

Ala

vVal

Asp

Leu

Gly

Ser

Leu

Leu

Lys

155

Cys

Leu

Ser

Arg Val

Phe

60

Val

Thr

Glu

Leu

Ser

140

Ala

Glu

Thr

Gly

45

Tyr

Glu

Ile

Arg

Gln

125

Gln

Gly

Gly

Asp

Ala
205

Gly

Asp

Tyr

Ile

Trp

110

Ala

Pro

Pro

Gly

Leu

190

Phe

Asp

Leu

Tyr

His

95

Tyr

Lys

Gly

Gly

Arg

175

Val

val

Gln

Tyr

Thr

80

Leu

His

Gly

Asp

Ser

160

Tyr

Glu

Tyr

Trp Phe His Arg Asp Leu Ser Gly Leu Asp Ala Glu Thr Leu Leu Lys

1

5

10

41

15



10

15

20

Gly Arg

Gly

Gln Gly Asp

Ile Arg
50

35

Ile

Lys Phe Ala

65

Gly Val

Leu

<210> 8
<211>104

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PTPNG6 SH2 2

<400> 8
Trp Tyr
1

Ala Lys

Pro Gly

Pro Gly
50

Gly Arg
65

Leu Val

Phe Val

<210>9
<211> 597

His

Gly

Asp

35

Ser

Tyr

Glu

Tyr

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>9

val
20

Phe

Gln

Thr

Gln

Gly

Glu

20

Phe

Pro

Thr

His

Leu
100

His

Ser

Asn

Leu

Asp

His

Pro

val

Leu

Val

Phe

85

Arg

Gly

Leu

Ser

Thr

70

Arg

Met

Trp

Leu

Arg

Gly

70

Lys

Gln

Ser

Ser

Gly

Glu

Asp

Ser

Thr

Ser

Val

55

Gly

Lys

Pro

Phe

Val

40

Asp

Leu

Gly

Gly

Phe

Val

40

Thr

Leu

Thr

Tyr
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Leu

25

Arg

Phe

Val

Thr

Gly

Leu

25

Leu

His

Glu

Gly

Ala

Val

Tyr

Glu

Ile

Gln

10

Val

Ser

Ile

Thr

Ile

Gly

Asp

Tyr

75

Ile

Ala

Asp

Lys

Phe

75

Glu

42

Pro

Asp

Leu

Tyr

His

Glu

Glu

Gln

Val

60

Asp

Glu

Ser

Gln

45

Tyr

Thr

Leu

Thr

Ser

Pro

45

Met

Ser

Ala

Arg

Val

Gly

Gln

Lys

Leu

Leu

30

Lys

Cys

Leu

Ser

Lys

Thr

Gly

Gln

Tyr
95

Leu

15

Ser

Ala

Glu

Thr

Gly

Asn

His

Glu

Gln

80

Pro

Gln

Gln

Gly

Gly

Asp

80

Ala



Met

Glu

Pro

Gly

Leu

Tyr

Glu

Phe

Lys

Gly

145

Asn

Leu

Leu

val

Glu

Thr

Asn

Ser

Ala

50

Tyr

Met

Leu

His

Gly

130

Asp

Asp

Lys

val

Leu

210

Ile

Ser

Leu

Lys

35

Val

Gly

Glu

Lys

Gly

115

Lys

Phe

Gly

Tyr

Glu

195

Gln

Glu

Arg

Leu

20

Ser

Thr

Gly

His

Tyr

100

His

His

Val

Lys

Asp

180

His

Leu

Ser

Arg

Leu

Asn

His

Glu

His

85

Pro

Leu

Gly

Leu

Ser

165

vVal

Tyr

Lys

Arg

Trp

Thr

Pro

Ile

Lys

70

Gly

Leu

Ser

Ser

Ser

150

Lys

Gly

Lys

Gln

Val

Phe

Arg

Gly

Lys

55

Phe

Gln

Asn

Gly

Phe

135

val

val

Gly

Lys

Pro

215

Arg

His

Gly

Asp

40

Ile

Ala

Leu

Cys

Lys

120

Leu

Arg

Thr

Gly

Asn

200

Leu

Glu
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Pro

Val

25

Phe

Gln

Thr

Lys

Ala

105

Glu

Val

Thr

His

Glu

185

Pro

Asn

Leu

Asn

10

Asp

Thr

Asn

Leu

Glu

90

Asp

Ala

Arg

Gly

vVal

170

Arg

Met

Thr

Ser

Ile

Gly

Leu

Thr

Ala

75

Lys

Pro

Glu

Glu

Asp

155

Met

Phe

Val

Thr

Lys

43

Thr

Ser

Ser

Gly

Glu

Asn

Thr

Lys

Ser

140

Asp

Ile

Asp

Glu

Arg

220

Leu

Gly

Phe

val

45

Asp

Leu

Gly

Ser

Leu

125

Gln

Lys

Arg

Ser

Thr

205

Ile

Ala

Vval

Leu

30

Arg

Tyr

Val

Asp

Glu

110

Leu

Ser

Gly

Cys

Leu

190

Leu

Asn

Glu

Glu

15

Ala

Arg

Tyr

Gln

Val

95

Arg

Thr

His

Glu

Gln

175

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Arg

Asn

Asp

Tyr

80

Ile

Trp

Glu

Pro

Ser

160

Glu

Asp

Thr

Ala

Thr



225

Asp

Gln

Asn

Ile

305

Ser

Thr

Ile

Lys

Val

385

Leu

Pro

Lys

Ala
465

Lys

Glu

Lys

Val

290

Asn

Lys

Val

Val

Tyr

370

Arg

Lys

Thr

Ser

Gln

450

Gly

Val

Cys

Asn

275

Val

Ala

Pro

Asn

Met

355

Trp

Asn

Leu

Val

Asp

435

Glu

Ile

Lys

Lys

260

Lys

Leu

Asn

Lys

Asp

340

Thr

Pro

Val

Ser

Trp

420

Pro

Ser

Gly

Gln

245

Leu

Asn

His

Ile

Lys

325

Phe

Thr

Asp

Lys

Lys

405

Gln

Gly

Ile

Arg

230

Gly

Leu

Arg

Asp

Ile

310

Ser

Trp

Lys

Glu

Glu

390

val

Tyr

Gly

val

Thr
470

Phe

Tyr

Tyr

Gly

295

Met

Tyr

Glu

Tyr

375

Ser

Gly

His

val

Asp

455

Gly

Trp

Ser

Lys

280

Asp

Pro

Ile

Met

Val

360

Ala

Ala

Gln

Phe

Leu

440

Ala

Thr
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Glu

Arg

265

Asn

Pro

Glu

Ala

Val

345

Glu

Leu

Ala

Ala

Arg

425

Asp

Gly

Phe

Glu

250

Lys

Ile

Asn

Phe

Thr

330

Phe

Arg

Lys

His

Leu

410

Thr

Phe

Pro

Ile

235

Phe

Glu

Leu

Glu

Glu

315

Gln

Gln

Gly

Glu

Asp

395

Leu

Trp

Leu

Val

Val
475

44

Glu

Gly

Pro

Pro

300

Thr

Gly

Glu

Lys

Tyr

380

Tyr

Gln

Pro

Glu

Val

460

Ile

Thr

Gln

Phe

285

vVal

Lys

Cys

Asn

Ser

365

Gly

Thr

Gly

Asp

Glu

445

Val

Asp

Leu

Arg

270

Asp

Ser

Cys

Leu

Ser

350

Lys

Val

Leu

Asn

His

430

Val

His

Ile

Gln

255

Gln

His

Asp

Asn

Gln

335

Arg

Cys

Met

Arg

Thr

415

Gly

His

Cys

Leu

240

Gln

Glu

Thr

Tyr

Asn

320

Asn

vVal

Val

Arg

Glu

400

Glu

Val

His

Ser

Ile
480



10

15

Asp Ile

Thr Ile

Ala Gln

Leu Gln
530

Glu Tyr
545

Gln Ser

Arg Glu

Gln Arg

<210> 10
<211>97

Ile

Gln

Tyr

515

Arg

Thr

Pro

Asp

Ser
595

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Met

500

Arg

Arg

Asn

Leu

Ser

580

Phe

Glu

485

val

Phe

Ile

Ile

Pro

565

Ala

Arg

Lys

Arg

Ile

Glu

Lys

550

Pro

Arg

Gly

Ser

Tyr

Glu

535

Tyr

Cys

Val

Val

Gln

Met

520

Glu

Ser

Thr

Tyr

<223> primer dominio SH2 de SHP-2

<400> 10
Trp Phe
1

Thr Arg

Pro Gly

Ile Lys
50

Lys Phe
65

Gly Gln

Leu

<210> 11
<211> 105

His

Gly

Asp

35

Ile

Ala

Leu

Pro

val

20

Phe

Gln

Thr

Lys

Asn

Asp

Thr

Asn

Leu

Glu

85

Ile

Gly

Leu

Thr

Ala

70

Lys

Thr

Ser

Ser

Gly

55

Glu

Asn

Gly

Phe

Val

40

Asp

Leu

Gly
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Asp

Arg

505

Ala

Gln

Leu

Pro

Glu
585

Val

Leu

25

Arg

Tyr

Val

Asp

Cys

490

Ser

Val

Lys

Val

Thr

570

Asn

Glu
10

Ala

Tyr

Gln

Val

90

Asp

Gly

Gln

Ser

Asp

555

Pro

val

Ala

Arg

Asn

Asp

Tyr
75

Ile

45

Ile

Met

His

Lys

540

Gln

Pro

Gly

Glu

Pro

Gly

Leu

60

Tyr

Glu

Asp

val

Tyr

525

Arg

Thr

Cys

Leu

Asn

Ser

Ala

45

Tyr

Met

Leu

Val

Gln

510

Ile

Lys

Ser

Ala

Met
590

Leu

Lys

30

vVal

Gly

Glu

Lys

Pro

495

Thr

Glu

Gly

Gly

Glu

575

Gln

Leu

15

Ser

Thr

Gly

His

Tyr

95

Lys

Glu

Thr

His

Asp

560

Met

Gln

Leu

Asn

His

Glu

His

80

Pro
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15

20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segundo dominio SH2 de SHP-2

<400> 11

Trp

1

Glu

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Phe

Lys

Gly

Asn

50

Leu

Leu

val

<210> 12

<211>211

His

Gly

Asp

35

Asp

Lys

val

Leu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ambos dominios SH2 de SHP-2

<400> 12

Gly

Lys

20

Phe

Gly

Tyr

Glu

Gln
100

His

His

Val

Lys

Asp

His

85

Leu

Leu

Gly

Leu

Ser

val

70

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ser

Lys

55

Gly

Lys

Gln

Gly

Phe

Val

40

vVal

Gly

Lys

Pro
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Lys

Leu

25

Arg

Thr

Gly

Asn

Leu
105

Glu

10

Val

Thr

His

Glu

Pro
90

Ala

Gly

val

Arg

75

Met

Glu

Glu

Asp

Met

60

Phe

val

Lys

Ser

Asp

45

Ile

Asp

Glu

Leu

Gln

30

Lys

Arg

Ser

Thr

Leu

15

Ser

Gly

Cys

Leu

Leu
95

Thr

His

Glu

Gln

Thr

80

Gly

Trp Phe His Pro Asn Ile Thr Gly Val Glu Ala Glu Asn Leu Leu Leu

1

5

10

15

Thr Arg Gly Val Asp Gly Ser Phe Leu Ala Arg Pro Ser Lys Ser Asn

20

25

46

30
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Pro Gly Asp Phe Thr Leu Ser Val Arg Arg

Ile Lys Ile Gln Asn Thr Gly Asp Tyr Tyr
50 55

Lys Phe Ala Thr Leu Ala Glu Leu Val Gln
65 70

Gly Gln Leu Lys Glu Lys Asn Gly Asp Val
85 90

Leu Asn Cys Ala Asp Pro Thr Ser Glu Arg
100 105

Ser Gly Lys Glu Ala Glu Lys Leu Leu Thr
115 120

Ser Phe Leu Val Arg Glu Ser Gln Ser His
130 135

Ser Val Arg Thr Gly Asp Asp Lys Gly Glu
145 150

Lys Val Thr His Val Met Ile Arg Cys Gln
165 170

Gly Gly Gly Glu Arg Phe Asp Ser Leu Thr
180 185

Lys Lys Asn Pro Met Val Glu Thr Leu Gly
195 200

Gln Pro Leu
210

<210> 13

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio CD3-zeta

<400> 13

Asn

Asp

Tyr

75

Ile

Trp

Glu

Pro

Ser

155

Glu

Asp

Thr

Gly

Leu

60

Tyr

Glu

Phe

Lys

Gly

140

Asn

Leu

Leu

vVal

Ala

45

Tyr

Met

Leu

His

Gly

125

Asp

Asp

Lys

val

Leu
205

val

Gly

Glu

Lys

Gly

110

Lys

Phe

Gly

Tyr

Glu

190

Gln

Thr

Gly

His

Tyr

95

His

His

val

Lys

Asp

175

His

Leu

His

Glu

His

80

Pro

Leu

Gly

Leu

Ser

160

Val

Tyr

Lys

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

1 5 10

15

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

47
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15

Asp

Pro

Asp
65

val

Arg
50

Lys

Arg Arg

Thr

Lys

<210> 14

<211> 754

Leu

35

Arg

Met

Gly

Asp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio ZAP70-SH2 fusionado con un endodominio CD3-zeta

<400> 14

Met

1

Gln

Glu

Gly

Gln

65

Glu

Thr

Pro

Arg

Gly

Tyr

Lys

50

Lys

Arg

Ala

Arg

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr

Ser
115

20

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
100

Val

Asn

20

Val

Arg

Lys

Arg

Lys

100

Gly

Lys

Asn

Glu

Gly

85

Tyr

Lys

Gln

Leu

Arg

Met

Gly

85

Asp

Gly

Arg

Pro

Ala

70

His

Asp

Phe

Leu

Asp

Lys

Ala

70

Lys

Thr

Gly

Arg

Gln

55

Tyr

Asp

Ala

Ser

Tyr

Lys

Asn

55

Glu

Gly

Tyr

Gly

Gly

40

Glu

Ser

Gly

Leu

Arg

Asn

Arg

40

Pro

Ala

His

Asp

Ser
120
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25

Arg

Gly

Glu

Leu

His
105

Ser

Glu

25

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala

105

Gly

Asp

Leu

Ile

Tyr

90

Met

Ala

10

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

90

Leu

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

Asp

Asn

Arg

Gly

Glu

75

Leu

His

Gly

48

Glu

Asn

60

Met

Gly

Ala

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met

Gly

Met

45

Glu

Lys

Leu

Leu

Pro

Gly

Pro

45

Tyr

Gly

Gln

Gln

Ser
125

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
110

Ala

Arg

30

Glu

Asn

Met

Gly

Ala

110

Gly

Gly

Gln

Glu

Thr

95

Pro

Tyr

15

Arg

Met

Glu

Lys

Leu

95

Leu

Gly

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg

Gln

Glu

Gly

Leu

Gly

80

Ser

Pro

Gly



Gly

Phe

145

Leu

Ser

His

Gly

Asp

225

Ser

Met

Leu

Ala

Arg

305

Lys

Leu

Ala

Gln

Ser

130

Phe

Ala

Leu

Phe

Lys

210

Pro

Gly

val

Glu

Thr

290

Glu

Phe

Ile

Gly

Leu

Gly

Tyr

Gly

Gly

Pro

195

Ala

Asp

Leu

Arg

Gln

275

Thr

Glu

Leu

Tyr

Lys

355

Val

Gly

Gly

Met

Gly

180

Ile

His

Gly

Glu

Asp

260

Ala

Ala

Ala

Leu

Gly

340

Tyr

Glu

Gly

Ser

Ala

165

Tyr

Glu

Cys

Leu

Pro

245

Tyr

Ile

His

Glu

Arg

325

Lys

Cys

Tyr

Gly

Ile

150

Asp

Val

Arg

Gly

Pro

230

Gln

vVal

Ile

Glu

Arg

310

Pro

Thr

Ile

Leu

Ser

135

Ser

Gly

Leu

Gln

Pro

215

Cys

Pro

Arg

Ser

Arg

295

Lys

Arg

Vval

Pro

Lys

Met

Arg

Leu

Ser

Leu

200

Ala

Asn

Gly

Gln

Gln

280

Met

Leu

Lys

Tyr

Glu

360

Leu
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Pro

Ala

Phe

Leu

185

Asn

Glu

Leu

Val

Thr

265

Ala

Pro

Tyr

Glu

His

345

Gly

Lys

Asp

Glu

Leu

170

Val

Gly

Leu

Arg

Phe

250

Trp

Pro

Trp

Ser

Gln

330

Tyr

Thr

Ala

Pro

Ala

155

Leu

His

Thr

Cys

Lys

235

Asp

Lys

Gln

Tyr

Gly

315

Gly

Leu

Lys

Asp

49

Ala

140

Glu

Arg

Asp

Tyr

Glu

220

Pro

Cys

Leu

Val

His

300

Ala

Thr

Ile

Phe

Gly

Ala

Glu

Gln

Val

Ala

205

Phe

Cys

Leu

Glu

Glu

285

Ser

Gln

Tyr

Ser

Asp

365

Leu

His

His

Cys

Arg

190

Ile

Tyr

Asn

Arg

Gly

270

Lys

Ser

Thr

Ala

Gln

350

Thr

Ile

Leu

Leu

Leu

175

Phe

Ala

Ser

Arg

Asp

255

Glu

Leu

Leu

Asp

Leu

335

Asp

Leu

Tyr

Pro

Lys

160

Arg

His

Gly

Arg

Pro

240

Ala

Ala

Ile

Thr

Gly

320

Ser

Lys

Trp

Cys



Leu
385

Ala

Val

Leu

465

Cys

Lys

Ala

Asp

Leu

545

Leu

Leu

Val

Tyr

370

Lys

Ala

Arg

Ile

Tyr

450

Phe

Gly

Gln

Asp

Asn

530

Met

Val

His

His

Ala
610

Glu

Pro

Ile

Thr

435

Glu

Leu

Asn

Ile

Thr

515

Pro

Leu

Gly

Gln

Arg

595

Lys

Ala

Thr

Asp

420

Ser

Ser

Lys

Phe

Asp

500

Glu

Tyr

val

Lys

Val

580

Asp

Ile

Cys

Leu

405

Thr

Pro

Pro

Arg

Gly

485

val

Glu

Ile

Met

Arg

565

Ser

Leu

Ser

Pro

390

Pro

Leu

Asp

Tyr

Asp

470

Ser

Ala

Met

Val

Glu

550

Glu

Met

Ala

Asp

375

Asn

Ala

Asn

Lys

Ser

455

Asn

val

Ile

Met

Arg

535

Met

Glu

Gly

Ala

Phe
615

Ser

His

Ser

Pro

440

Asp

Leu

Arg

Lys

Arg

520

Leu

Ala

Ile

Met

Arg

600

Gly

ES 2791 338 T3

Ser

Pro

Asp

425

Arg

Pro

Leu

Gln

Val

505

Glu

Ile

Gly

Pro

Lys

585

Asn

Leu

Ala

Ser

410

Gly

Pro

Glu

Ile

Gly

490

Leu

Ala

Gly

Gly

Val

570

Tyr

Vval

Ser

Ser

395

Thr

Tyr

Met

Glu

Ala

475

vVal

Lys

Gln

Val

Gly

555

Ser

Leu

Leu

Lys

50

380

Asn

Leu

Thr

Pro

Leu

460

Asp

Tyr

Gln

Ile

Cys

540

Pro

Asn

Glu

Leu

Ala
620

Ala

Thr

Pro

Met

445

Lys

Ile

Arg

Gly

Met

525

Gln

Leu

Val

Glu

Val

605

Leu

Ser

His

Glu

430

Asp

Asp

Glu

Met

Thr

510

His

Ala

His

Ala

Lys

590

Asn

Gly

Gly

Pro

415

Pro

Thr

Lys

Leu

Arg

495

Glu

Gln

Glu

Lys

Glu

575

Asn

Arg

Ala

Ala

400

Gln

Ala

Ser

Lys

Gly

480

Lys

Lys

Leu

Ala

Phe

560

Leu

Phe

His

Asp



10

15

Asp

625

Tyr

Val

Lys

Gln

Ala

705

Phe

Ser

Cys

Ser

Ala

Trp

Pro

Gly

690

Leu

Leu

Lys

Ala

<210> 15
<211> 97
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> endodominio de PDCD1

<400> 15

Cys

1

Pro

Gly

Pro

Gly

65

Arg

Leu

Ser

Leu

Glu

Cys
50

Met

Ser

Tyr

Pro

Ser

Tyr

675

Lys

Met

Thr

Val

Arg

Lys

Leu
35

Val

Gly

Ala

Tyr

Glu

Tyr

660

Lys

Arg

Ser

Val

Glu
740

Ala

Glu
20

Asp

Pro

Thr

Gln

Thr

Cys

645

Gly

Lys

Met

Asp

Glu

725

Gly

Ala

Asp

Phe

Glu

Ser

Pro
85

Ala

630

Ile

Val

Met

Glu

Cys

710

Gln

Pro

Arg

Pro

Gln

Gln

Ser

70

Leu

Arg

Asn

Thr

Lys

Cys

695

Trp

Arg

Pro

Gly

Ser

Trp

Thr

55

Pro

Arg

Ser

Phe

Met

Gly

680

Pro

Ile

Met

Gly

Thr

Ala

Arg

40

Glu

Ala

Pro
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Ala

Arg

Trp

665

Pro

Pro

Tyr

Arg

Ser
745

Ile

Val

25

Glu

Tyr

Arg

Glu

Gly

Lys

650

Glu

Glu

Glu

Lys

Ala

730

Thr

Gly

10

Pro

Lys

Ala

Arg

Asp
90

Lys

635

Phe

Ala

Val

Cys

Trp

715

Cys

Gln

Ala

Vval

Thr

Thr

Gly

75

Gly

51

Trp

Ser

Leu

Met

Pro

700

Glu

Tyr

Lys

Phe

Pro

Ile

60

Ser

His

Pro

Ser

Ser

Ala

685

Pro

Asp

Tyr

Ala

Arg

Ser

Glu

45

val

Ala

Cys

Leu

Arg

Tyr

670

Phe

Glu

Arg

Ser

Glu
750

Thr

Val

30

Pro

Phe

Asp

Ser

Lys

Ser

655

Gly

Ile

Leu

Pro

Leu

735

Ala

Gly

15

Asp

Pro

Pro

Gly

Trp
95

Trp

640

Asp

Gln

Glu

Tyr

Asp

720

Ala

Ala

Gln

Tyr

Val

Ser

Pro

80

Pro
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15

20

<210> 16
<211> 141
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> endodominio de BTLA4

<400> 16

Lys Leu Gln
1

Glu Asn Ser

Arg Ala Pro
35

Met Met Glu
50

Asn Ile Pro
65

Pro Pro Asp

Gln Val Gly

Gly Ile His
115

Gln Ala Gln
130

<210> 17
<211> 168
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> endodominio de LILRB1

<400> 17

Arg

Ser

20

Leu

Asp

Arg

Cys

Asp

100

Tyr

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

Thr

Asp

Tyr

Ser

Asn

Trp

Gln

Glu

Ile

Gly

70

Asp

Glu

Glu

Val

Lys

Ser

Gly

Ser

55

Asp

Thr

Asn

Leu

Asp
135

Arg

Phe

Pro

40

Tyr

Ala

Val

val

Ile

120

Tyr
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Thr

Phe

25

His

Thr

Glu

Thr

Ile

105

Gln

val

Gln

10

Vval

Ser

Thr

Ser

Tyr

90

Pro

Phe

Ile

Ser

Arg

Leu

Leu

Ser

75

Ser

Asp

Gly

Leu

52

Gln

Asn

Gly

Arg

60

Glu

Ala

Phe

vVal

Lys
140

Gln

Lys

Cys

45

Phe

Met

Leu

Pro

Gly

125

His

Gly

Lys

30

Tyr

Pro

Gln

His

Glu

110

Glu

Leu

15

val

Asn

Glu

Arg

Lys

95

Asp

Arg

Gln

Arg

Pro

Met

Pro

Arg

Glu

Pro



10

Leu

Ala

Arg

Asn

Met

65

Ala

Ser

Glu

Asp

Thr

145

Ile

Arg

Asp

Gly

Leu

50

Asp

Glu

Pro

Asp

val

130

Glu

Tyr

<210> 18

<211>101

His

Phe

Leu

35

Tyr

Thr

Val

Leu

Arg

115

Thr

Pro

Ala

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de LAIR1

<400> 18

Arg

Gln

20

Gln

Ala

Arg

Lys

Ser

100

Gln

Tyr

Pro

Thr

Arg

5

His

Trp

Ala

Ser

His

85

Gly

Met

Ala

Pro

Leu
165

Gln Gly

Pro Ala

Arg Ser

Val Lys
55

Pro His
70

Ser Arg

Glu Phe

Asp Thr

Gln Leu
135

Ser Gln
150

Ala TIle

Lys

Gly

Ser

40

His

Asp

Pro

Leu

Glu

120

His

Glu

His
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His

Ala

25

Pro

Thr

Glu

Arg

Asp

105

Ala

Ser

Gly

Trp

10

val

Ala

Gln

Asp

Arg

90

Thr

Ala

Leu

Pro

Thr

Gly

Ala

Pro

Pro

75

Glu

Lys

Ala

Thr

Ser
155

Ser

Pro

Asp

Glu

60

Gln

Met

Asp

Ser

Leu

140

Pro

Thr

Glu

Ala

45

Asp

Ala

Ala

Arg

Glu

125

Arg

Ala

Gln

Pro

30

Gln

Gly

Val

Ser

Gln

110

Ala

Arg

val

Arg

15

Thr

Glu

Val

Thr

Pro

95

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys

Asp

Glu

Glu

Tyr

80

Pro

Glu

Gln

Ala

Ser
160

His Arg Gln Asn Gln Ile Lys Gln Gly Pro Pro Arg Ser Lys Asp Glu

1

5

10

15

Glu Gln Lys Pro Gln Gln Arg Pro Asp Leu Ala Val Asp Val Leu Glu

53
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15

20
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20 25

Arg Thr Ala Asp Lys Ala Thr Val Asn Gly
35 40

Glu Thr Asp Thr Ser Ala Leu Ala Ala Gly
50 55

Tyr Ala Gln Leu Asp His Trp Ala Leu Thr
65 70

Val Ser Pro Gln Ser Thr Lys Pro Met Ala
85 90

Ala Val Ala Arg His
100

<210> 19

<211> 62

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de CTLA4

<400> 19
Phe Leu Leu Trp Ile Leu Ala Ala Val Ser
1 5 10

Ser Phe Leu Leu Thr Ala Val Ser Leu Ser
20 25

Ser Pro Leu Thr Thr Gly Val Tyr Val Lys
35 40

Glu Cys Glu Lys Gln Phe Gln Pro Tyr Phe
50 55

<210> 20

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de KIR2DL1

<400> 20

Leu

Ser

Gln

75

Glu

Ser

Lys

Met

Ile

Pro

Ser

60

Arg

Ser

Gly

Met

Pro

Pro
60

Glu

45

Gln

Thr

Ile

Leu

Leu

Pro

45

Ile

30

Lys

Glu

Ala

Thr

Phe

Lys

30

Thr

Asn

Asp Arg

Val Thr

Arg Ala
80

Tyr Ala
95

Phe Tyr
15

Lys Arg

Glu Pro

Gly Asn Ser Arg His Leu His Val Leu Ile Gly Thr Ser Val val Ile

1 5 10

54

15
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15

Ile Pro Phe Ala Ile Leu Leu
20

Asn Lys Lys Asn Ala Val Val
35

Thr Val Asn Arg Glu Asp Ser
50 55

Tyr Thr Gln Leu Asn His Cys
65 70

Pro Ser Gln Arg Pro Lys Thr
85

Glu Leu Pro Asn Ala Glu Ser
100

<210> 21

<211> 143

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de KIR2DL4

<400> 21

Gly Ile Ala Arg His Leu His
1 5

Ile Leu Phe Thr Ile Leu Pro
20

Lys Lys Lys Glu Asn Ala Ala
35

Arg Thr Val Asn Arg Glu Asp
50 55

Thr Tyr Ala Gln Leu Asp His
65 70

Gly Pro Ser Gln Arg Ser Lys
85

Ile Glu Leu Pro Asn Ala Glu
100

His His Ser Gln Ala Leu Met

115

Ser Gln Thr Gln Leu Ala Ser
130 135

Phe

Met

40

Asp

Val

Pro

Arg

Ala

Phe

Val

40

Ser

Cys

Arg

Pro

Gly

120

Ser
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Phe

25

Asp

Glu

Phe

Pro

Ser
105

Val

Phe

25

Met

Asp

Ile

Pro

Arg

105

Ser

Asn

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

90

Lys

Ile

10

Leu

Asn

Glu

Phe

Ser

90

Ala

Ser

val

Leu

Glu

Asp

Gln

75

Asp

Val

Arg

Leu

Gln

Gln

Thr

75

Thr

Leu

Arg

Pro

55

His

Pro

Pro

60

Arg

Ile

vVal

Tyr

His

Glu

Asp

60

Gln

Asp

Ser

Glu

Ala
140

Arg

Ala

45

Gln

Lys

Ile

Ser

Ser

Arg

Pro

45

Pro

Arg

Thr

Pro

Thr

125

Ala

Trp

Gly

Glu

Ile

Vval

Cys
110

Val

Trp

30

Ala

Gln

Lys

Ser

Ala

110

Thr

Gly

Cys

Asn

val

Thr

Tyr

95

Pro

Ala

15

Cys

Gly

Glu

Ile

val

95

His

Ala

Ile

Ala

Arg

Thr

Arg

80

Thr

Ile

Ser

His

val

Thr

80

Cys

Glu

Leu
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15

20

<210> 22
<211> 143
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> endodominio de KIR2DL5

<400> 22

Thr Gly Ile
1

Ile Ile Leu

Ser Asn Lys
35

Arg Thr Val
50

Thr Tyr Ala
65

Ser Pro Ser

Met Glu Leu

His His Ser
115

Ser Gln Asn
130

<210> 23
<211>111
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Phe

20

Lys

Asn

Gln

Gln

Pro

100

Gln

Arg

Arg

Ile

Asn

Arg

Leu

Arg

85

Asn

Ala

Val

His

Ile

Ala

Glu

Asp

70

Pro

Ala

Leu

Ala

Leu

Leu

Ala

Asp

55

His

Lys

Lys

Arg

Ser
135

<223> endodominio de KIR3DL1

<400> 23

His

Phe

val

40

Ser

Cys

Thr

Pro

Gly

120

Ser

ES 2791 338 T3

Ile

Phe

25

Met

Asp

val

Pro

Arg

105

Ser

His

Leu

10

Phe

Asp

Asp

Phe

Pro

90

Ser

Ser

Val

Ile

Leu

Gln

Gln

Thr

75

Thr

Leu

Arg

Pro

56

Gly

Leu

Glu

Asp

60

Gln

Asp

Ser

Glu

Ala
140

Thr

His

Pro

45

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

125

Ala

Ser

Cys

30

Ala

Gln

Lys

Thr

Ala

110

Thr

Gly

val

15

Cys

Gly

Glu

Ile

Met

95

His

Ala

Ile

Ala

Cys

Asp

Val

Thr

80

Tyr

Lys

Leu
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15

20

Lys Asp Pro Arg His

Ile Leu Phe Ile Leu
20

Asn Lys Lys Asn Ala
35

Thr Ala Asn Ser Glu
50

Tyr Ala Gln Leu Asp
65

Pro Ser Gln Arg Pro

Glu Leu Pro Asn Ala
100

<210> 24

<211> 97

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

Ala

Asp

His

70

Lys

Lys

His

Leu

Val

Ser

55

Cys

Thr

Pro

<223> endodominio de KIR3DL3

<400> 24

Lys Asp Pro Gly Asn
1 5

Val val Ile Ile Pro
20

Trp Cys Ala Asn Lys
35

Gly Asn Arg Thr Val
50

Glu Val Thr Tyr Ala
65

Ile Thr Arg Pro Ser
85

Val

<210> 25

<211> 701

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Ser

Phe

Lys

Asn

Gln

70

Gln

Arg

Ala

Asn

Arg

55

Leu

Arg

Ile

Phe

Met

40

Asp

val

Pro

Arg

His

Ile

Ala

40

Glu

Asn

Pro
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Leu

Phe

25

Asp

Glu

Phe

Pro

Ser
105

Leu

Leu

25

Val

Asp

His

Lys

Ile

10

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

Lys

His

10

Leu

Val

Ser

Cys

Thr
90

Gly

Leu

Glu

Asp

Gln

75

Asp

Val

Val

Phe

Met

Asp

Val

75

Pro

57

Thr

His

Pro

Pro

60

Arg

Thr

Val

Leu

Phe

Asp

Glu

60

Phe

Pro

Ser

Leu

Ala

45

Glu

Lys

Ile

Ser

Ile

Leu

Gln

45

Gln

Thr

Thr

Vval

Trp

Gly

Glu

Ile

Leu

Cys
110

Gly

Leu

30

Glu

Asp

Gln

Asp

vVal

15

Cys

Asn

val

Thr

Tyr

95

Pro

Thr

15

His

Pro

Pro

Arg

Thr
95

Ile

Ser

Arg

Thr

Arg

Thr

Ser

Arg

Ala

Gln

Lys

80

Ser



<220>
<223> dominio PTPN6-SH2 fusionado con un endodominio de PD1

<400> 25

Met

1

Ser

Glu

val

Ala

65

Cys

Gly

Arg

vVal

Phe

145

Gln

Thr

Gln

Thr

Val

Pro

Phe

50

Asp

Ser

Gly

Asp

His

130

Ser

Asn

Leu

Asp

Gly

Asp

Pro

35

Pro

Gly

Trp

Gly

Leu

115

Gly

Leu

Ser

Thr

Arg
195

Gln

Tyr

20

val

Ser

Pro

Pro

Gly

100

Ser

Ser

Ser

Gly

Glu

180

Asp

Pro

Gly

Pro

Gly

Arg

Leu

85

Ser

Gly

Phe

vVal

Asp

165

Leu

Gly

Leu

Glu

Cys

Met

Ser

70

Ser

Gly

Leu

Leu

Arg

150

Phe

Vval

Thr

Lys

Leu

val

Gly

55

Ala

Gly

Gly

Asp

Ala

135

Val

Tyr

Glu

Ile

Glu

Asp

Pro

40

Thr

Gln

Gly

Gly

Ala

120

Arg

Gly

Asp

Tyr

Ile
200
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Asp

Phe

25

Glu

Ser

Pro

Gly

Gly

105

Glu

Pro

Asp

Leu

Tyr

185

His

Pro

10

Gln

Gln

Ser

Leu

Gly

90

Ser

Thr

Ser

Gln

Tyr

170

Thr

Leu

Ser

Trp

Thr

Pro

Arg

75

Ser

Met

Leu

Arg

val

155

Gly

Gln

Lys

58

Ala

Arg

Glu

Ala

60

Pro

Gly

val

Leu

Lys

140

Thr

Gly

Gln

Tyr

Val

Glu

Tyr

45

Arg

Glu

Gly

Arg

Lys

125

Asn

His

Glu

Gln

Pro
205

Pro

Lys

30

Ala

Arg

Asp

Gly

Trp

110

Gly

Gln

Ile

Lys

Gly

190

Leu

Val

15

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

95

Phe

Arg

Gly

Arg

Phe

175

Val

Asn

Phe

Pro

Ile

Ser

His

80

Ser

His

Gly

Asp

Ile

160

Ala

Leu

Cys



Ser

Gln

225

Val

Ser

Ile

Thr

Ile

305

Ala

Asn

Glu

Leu

Ile

385

Asn

Leu

Cys

Asn

Asp

210

Ala

Arg

Asp

Lys

Phe

290

Glu

Thr

Lys

Phe

Glu

370

Leu

Ile

Leu

Leu

Ser

Pro

Glu

Glu

Gln

val

275

Asp

Glu

Arg

Lys

Glu

355

Gly

Pro

Pro

Gly

Glu

435

Arg

Thr

Thr

Ser

Pro

260

Met

Ser

Ala

vVal

Gln

340

Ser

Gln

Phe

Gly

Pro

420

Ala

Val

Ser

Leu

Leu

245

Lys

Cys

Leu

Ser

Asn

325

Glu

Leu

Arg

Asp

Ser

405

Asp

Thr

Ile

Glu

Leu

230

Ser

Ala

Glu

Thr

Gly

310

Ala

Ser

Gln

Pro

His

390

Asp

Glu

vVal

Val

Arg

215

Gln

Gln

Gly

Gly

Asp

295

Ala

Ala

Glu

Lys

Glu

375

Ser

Tyr

Asn

Asn

Met

Trp

Ala

Pro

Pro

Gly

280

Leu

Phe

Asp

Asp

Gln

360

Asn

Arg

Ile

Ala

Asp

440

Thr
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Tyr

Lys

Gly

Gly

265

Arg

Vval

Val

Ile

Thr

345

Glu

Lys

Val

Asn

Lys

425

Phe

Thr

His

Gly

Asp

250

Ser

Tyr

Glu

Tyr

Glu

330

Ala

Val

Gly

Ile

Ala

410

Thr

Trp

Arg

Gly

Glu

235

Phe

Pro

Thr

His

Leu

315

Asn

Lys

Lys

Lys

Leu

395

Asn

Tyr

Gln

Glu

59

His

220

Pro

Val

Leu

val

Phe

300

Arg

Arg

Ala

Asn

Asn

380

Gln

Tyr

Ile

Met

Val

Met

Trp

Leu

Arg

Gly

285

Lys

Gln

Val

Gly

Leu

365

Arg

Gly

Ile

Ala

Ala

445

Glu

Ser

Thr

Ser

Val

270

Gly

Lys

Pro

Leu

Phe

350

His

Tyr

Arg

Lys

Ser

430

Trp

Lys

Gly

Phe

Vval

255

Thr

Leu

Thr

Tyr

Glu

335

Trp

Gln

Lys

Asp

Asn

415

Gln

Gln

Gly

Gly

Leu

240

Leu

His

Glu

Gly

Tyr

320

Leu

Glu

Arg

Asn

Ser

400

Gln

Gly

Glu

Arg



Asn
465

Gly

Lys

Pro

Arg

545

Ala

Glu

Thr

Ala

Thr

625

Glu

Lys

Leu

Ala

450

Lys

Pro

Leu

Glu

Ser

530

Gln

Gly

Asn

Ile

Gln

610

Lys

Tyr

Ala

His

Asp
690

<210> 26

<211> 299

Cys

Tyr

Arg

Ile

515

Glu

Glu

Ile

Ile

Gln

595

Tyr

Lys

Gly

Ser

Thr

675

Lys

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dominio quinasa de ZAP70

Val

Ser

Thr

500

Trp

Pro

Ser

Gly

Ser

580

Met

Lys

Lys

Asn

Arg

660

Lys

Glu

Pro

Val

485

Leu

His

Gly

Leu

Arg

565

Thr

Val

Phe

Leu

Ile

645

Thr

Asn

Lys

Tyr

470

Thr

Gln

Tyr

Gly

Pro

550

Thr

Lys

Arg

Ile

Glu

630

Thr

Ser

Lys

Ser

455

Trp

Asn

val

Gln

Val

535

His

Gly

Gly

Ala

Tyr

615

val

Tyr

Ser

Arg

Lys
695

Pro

Cys

Ser

Tyr

520

Leu

Ala

Thr

Leu

Gln

600

val

Leu

Pro

Lys

Glu

680

Gly

ES 2791 338 T3

Glu

Gly

Pro

505

Leu

Ser

Gly

Ile

Asp

585

Arg

Ala

Gln

Pro

His

665

Glu

Ser

Val

Glu

490

Leu

Ser

Phe

Pro

Ile

570

Cys

Ser

Ile

Ser

Ala

650

Lys

Lys

Leu

Gly

475

His

Asp

Trp

Leu

Ile

555

vVal

Asp

Gly

Ala

Gln

635

Met

Glu

val

Lys

60

460

Met

Asp

Asn

Pro

Asp

540

Ile

Ile

Ile

Met

Gln

620

Lys

Lys

Asp

Lys

Arg
700

Gln

Thr

Gly

Asp

525

Gln

Val

Asp

Asp

val

605

Phe

Gly

Asn

val

Lys

685

Lys

Arg

Thr

Asp

510

His

Ile

His

Met

Ile

590

Gln

Ile

Gln

Ala

Tyr

670

Gln

Ala

Glu

495

Leu

Gly

Asn

Cys

Leu

575

Gln

Thr

Glu

Glu

His

655

Glu

Arg

Tyr

480

Tyr

Ile

Val

Gln

Ser

560

Met

Lys

Glu

Thr

Ser

640

Ala

Asn

Ser



<400> 26

Asp

Leu

Arg

Lys

Arg

65

Leu

Ala

Ile

Met

Arg

145

Gly

Ser

Phe

Met

Pro

Leu

Gln

Val

50

Glu

Ile

Gly

Pro

Lys

130

Asn

Leu

Ala

Arg

Trp

Glu

Ile

Gly

Leu

Ala

Gly

Gly

vVal

115

Tyr

Val

Ser

Gly

Lys

195

Glu

Glu

Ala

20

Val

Lys

Gln

val

Gly

100

Ser

Leu

Leu

Lys

Lys

180

Phe

Ala

Leu

Asp

Tyr

Gln

Ile

Cys

85

Pro

Asn

Glu

Leu

Ala

165

Trp

Ser

Leu

Lys

Ile

Arg

Gly

Met

70

Gln

Leu

Val

Glu

Val

150

Leu

Pro

Ser

Ser

Asp

Glu

Met

Thr

55

His

Ala

His

Ala

Lys

135

Asn

Gly

Leu

Arg

Tyr

Lys

Leu

Arg

40

Glu

Gln

Glu

Lys

Glu

120

Asn

Arg

Ala

Lys

Ser

200

Gly
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Lys

Gly

25

Lys

Lys

Leu

Ala

Phe

105

Leu

Phe

His

Asp

Trp

185

Asp

Gln

Leu

10

Cys

Lys

Ala

Asp

Leu

90

Leu

Leu

val

Tyr

Asp

170

Tyr

Val

Lys

Phe

Gly

Gln

Asp

Asn

75

Met

Val

His

His

Ala

155

Ser

Ala

Trp

Pro

61

Leu

Asn

Ile

Thr

60

Pro

Leu

Gly

Gln

Arg

140

Lys

Tyr

Pro

Ser

Tyr

Lys

Phe

Asp

45

Glu

Tyr

vVal

Lys

val

125

Asp

Ile

Tyr

Glu

Tyr

205

Lys

Arg

Gly

30

Val

Glu

Ile

Met

Arg

110

Ser

Leu

Ser

Thr

Cys

190

Gly

Lys

Asp

15

Ser

Ala

Met

Val

Glu

95

Glu

Met

Ala

Asp

Ala

175

Ile

Val

Met

Asn

Val

Ile

Met

Arg

80

Met

Glu

Gly

Ala

Phe

160

Arg

Asn

Thr

Lys
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Gly

225

Pro

Ile

Met

Gly

210

Pro

Pro

Tyr

Arg

Ser
290

<210> 27

<211> 280

Glu

Glu

Lys

Ala

275

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio fosfatasa de PTPN6

<400> 27

Phe Trp Glu

1

His

Tyr

Arg

Lys

65

Ser

Trp

Lys

Gln

Lys

Asp

Asn

Gln

Gln

Gly

Arg

Asn

Ser

Gln

Gly

Glu

Arg
115

Val

Cys

Trp

260

Cys

Gln

Glu

Leu

20

Ile

Asn

Leu

Cys

Asn

100

Asn

Met

Pro

245

Glu

Tyr

Lys

Phe

Glu

Leu

Ile

Leu

Leu

85

Ser

Lys

Ala

230

Pro

Asp

Tyr

Ala

Glu

Gly

Pro

Pro

Gly

70

Glu

Arg

Cys

215

Phe

Glu

Arg

Ser

Glu
295

Ser

Gln

Phe

Gly

Pro

Ala

Val

val

Ile

Leu

Pro

Leu

280

Ala

Leu

Arg

Asp

40

Ser

Asp

Thr

Ile

Pro
120
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Glu

Tyr

Asp

265

Ala

Ala

Gln

Pro

25

His

Asp

Glu

val

Val

105

Tyr

Gln

Ala

250

Phe

Ser

Cys

Lys

10

Glu

Ser

Tyr

Asn

Asn

90

Met

Trp

Gly

235

Leu

Leu

Lys

Ala

Gln

Asn

Arg

Ile

Ala

75

Asp

Thr

Pro

62

220

Lys

Met

Thr

val

Glu

Lys

val

Asn

60

Lys

Phe

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

Glu
285

val

Gly

Ile

45

Ala

Thr

Trp

Arg

Val
125

Met

Asp

Glu

270

Gly

Lys

Lys

30

Leu

Asn

Tyr

Gln

Glu

110

Gly

Glu

Cys

255

Gln

Pro

Asn

15

Asn

Gln

Tyr

Ile

Met

95

val

Met

Cys

240

Trp

Arg

Pro

Leu

Arg

Gly

Ile

Ala

80

Ala

Glu

Gln
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Arg Ala
130

Thr Glu
145

Asp Leu

His Gly

Ile Asn

His Cys
210

Met Leu
225

Ile Gln

Gln Thr

Ile Glu

<210> 28
<211> 274

Tyr

Tyr

Ile

vVal

Gln

195

Ser

Met

Lys

Glu

Thr
275

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Lys

Arg

Pro

180

Arg

Ala

Glu

Thr

Ala

260

Thr

Pro

Leu

Glu

165

Ser

Gln

Gly

Asn

Ile

245

Gln

Lys

Tyr

Arg

150

Ile

Glu

Glu

Ile

Ile

230

Gln

Tyr

Lys

Ser

135

Thr

Trp

Pro

Ser

Gly

215

Ser

Met

Lys

Lys

<223> Dominio fosfatasa de SHP-2

<400> 28

Trp Glu Glu Phe Glu Thr Leu

1

5

Ser Arg Lys Glu Gly Gln Arg

20

Lys Asn Ile Leu Pro Phe Asp

35

Val

Leu

His

Gly

Leu

200

Arg

Thr

Val

Phe

Leu
280

Gln

Gln
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Thr

Gln

Tyr

Gly

185

Pro

Thr

Lys

Arg

Ile
265

Gln

Asn

Val

Gln

170

Val

His

Gly

Gly

Ala

250

Tyr

Cys

Ser

155

Tyr

Leu

Ala

Thr

Leu

235

Gln

Val

Gly

140

Pro

Leu

Ser

Gly

Ile

220

Asp

Arg

Ala

Glu

Leu

Ser

Phe

Pro

205

Ile

Cys

Ser

Ile

Gln Glu Cys Lys

10

Glu Asn Lys Asn Lys

25

His

Asp

Trp

Leu

190

Ile

val

Asp

Gly

Ala
270

Leu

Asp

Asn

Pro

175

Asp

Ile

Ile

Ile

Met

255

Gln

Leu
15

Thr

Gly

160

Asp

Gln

vVal

Asp

Asp

240

Val

Phe

Tyr

Asn Arg Tyr

30

His Thr Arg Val Val Leu His Asp Gly

40

63

45
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Asp

Pro

65

Ile

Met

Val

Ala

Ala

145

Gln

Phe

Leu

Ala

Thr

225

Val

Gln

Met

Pro

50

Glu

Ala

val

Glu

Leu

130

Ala

Ala

Arg

Asp

Gly

210

Phe

Asp

Arg

Ala

<210> 29

<211> 519

Asn

Phe

Thr

Phe

Arg

115

Lys

His

Leu

Thr

Phe

195

Pro

Ile

Cys

Ser

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fusion de dominio PTPN6 SH2:dominio quinasa de ZAP70

<400> 29

Glu

Glu

Gln

Gln

100

Gly

Glu

Asp

Leu

Trp

180

Leu

Val

Val

Asp

Gly
260

Pro

Thr

Gly

85

Glu

Lys

Tyr

Tyr

Gln

165

Pro

Glu

val

Ile

Ile

245

Met

val

Lys

70

Cys

Asn

Ser

Gly

Thr

150

Gly

Asp

Glu

Val

Asp

230

Asp

Val

Ser

55

Cys

Leu

Ser

Lys

Val

135

Leu

Asn

His

val

His

215

Ile

Val

Gln

Asp

Asn

Gln

Arg

Cys

120

Met

Arg

Thr

Gly

His

200

Cys

Leu

Pro

Thr
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Tyr

Asn

Asn

Val

105

val

Arg

Glu

Glu

Val

185

His

Ser

Ile

Lys

Glu
265

Ile

Ser

Thr

90

Ile

Lys

val

Leu

Arg

170

Pro

Lys

Ala

Asp

Thr

250

Ala

Asn

Lys

75

Val

Val

Tyr

Arg

Lys

155

Thr

Ser

Gln

Gly

Ile

235

Ile

Gln

64

Ala

60

Pro

Asn

Met

Trp

Asn

140

Leu

Val

Asp

Glu

Ile

220

Ile

Gln

Tyr

Asn

Lys

Asp

Thr

Pro

125

val

Ser

Trp

Pro

Ser

205

Gly

Arg

Met

Arg

Ile

Lys

Phe

Thr

110

Asp

Lys

Lys

Gln

Gly

1390

Ile

Arg

Glu

Val

Phe
270

Ile

Ser

Trp

95

Lys

Glu

Glu

Val

Tyr

175

Gly

Met

Thr

Lys

Arg

255

Ile

Met

Tyr

80

Arg

Glu

Tyr

Ser

Gly

160

His

Val

Asp

Gly

Gly

240

Ser

Tyr



Met

Leu

Arg

Val

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu

Phe

145

Pro

Thr

His

Leu

Val

Leu

Lys

Thr

50

Gly

Gln

Tyr

His

Pro

130

val

Leu

Val

Phe

Arg
210

Arg

Lys

Asn

35

His

Glu

Gln

Pro

Met

115

Trp

Leu

Arg

Gly

Lys

195

Gln

Trp

Gly

20

Gln

Ile

Lys

Gly

Leu

100

Ser

Thr

Ser

Val

Gly

180

Lys

Pro

Phe

Arg

Gly

Arg

Phe

Val

85

Asn

Gly

Phe

vVal

Thr

165

Leu

Thr

Tyr

His

Gly

Asp

Ile

Ala

70

Leu

Cys

Gly

Leu

Leu

150

His

Glu

Gly

Tyr

Arg

Val

Phe

Gln

55

Thr

Gln

Ser

Gln

Val

135

Ser

Ile

Thr

Ile

Ser
215

Asp

His

Ser

40

Asn

Leu

Asp

Asp

Ala

120

Arg

Asp

Lys

Phe

Glu

200

Gly
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Leu

Gly

25

Leu

Ser

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Glu

Gln

Val

Asp

185

Glu

Gly

Ser

10

Ser

Ser

Gly

Glu

Asp

Thr

Thr

Ser

Pro

Met

170

Ser

Ala

Gly

Gly

Phe

val

Asp

Leu

75

Gly

Ser

Leu

Leu

Lys

155

Cys

Leu

Ser

Gly

65

Leu

Leu

Arg

Phe

60

val

Thr

Glu

Leu

Ser

140

Ala

Glu

Thr

Gly

Ser
220

Asp

Ala

vVal

45

Tyr

Glu

Ile

Arg

Gln

125

Gln

Gly

Gly

Asp

Ala

205

Asp

Ala

Arg

30

Gly

Asp

Tyr

Ile

Trp

110

Ala

Pro

Pro

Gly

Leu

190

Phe

Pro

Glu

15

Pro

Asp

Leu

Tyr

His

95

Tyr

Lys

Gly

Gly

Arg

175

Vval

vVal

Glu

Thr

Ser

Gln

Tyr

Thr

80

Leu

His

Gly

Asp

Ser

160

Tyr

Glu

Tyr

Glu
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Leu Lys Asp Lys Lys Leu Phe Leu Lys Arg Asp Asn Leu Leu Ile Ala
225 230 235 240

Asp Ile Glu Leu Gly Cys Gly Asn Phe Gly Ser Val Arg Gln Gly Val
245 250 255

Tyr Arg Met Arg Lys Lys Gln Ile Asp Val Ala Ile Lys Val Leu Lys
260 265 270

Gln Gly Thr Glu Lys Ala Asp Thr Glu Glu Met Met Arg Glu Ala Gln
275 280 285

Ile Met His Gln Leu Asp Asn Pro Tyr Ile Val Arg Leu Ile Gly Val
290 295 300

Cys Gln Ala Glu Ala Leu Met Leu Val Met Glu Met Ala Gly Gly Gly
305 310 315 320

Pro Leu His Lys Phe Leu Val Gly Lys Arg Glu Glu Ile Pro Val Ser
325 330 335

Asn Val Ala Glu Leu Leu His Gln Val Ser Met Gly Met Lys Tyr Leu
340 345 350

Glu Glu Lys Asn Phe Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Val Leu
355 360 365

Leu Val Asn Arg His Tyr Ala Lys Ile Ser Asp Phe Gly Leu Ser Lys
370 375 380

Ala Leu Gly Ala Asp Asp Ser Tyr Tyr Thr Ala Arg Ser Ala Gly Lys
385 390 395 400

Trp Pro Leu Lys Trp Tyr Ala Pro Glu Cys Ile Asn Phe Arg Lys Phe
405 410 415

Ser Ser Arg Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Met Trp Glu Ala
420 425 430

Leu Ser Tyr Gly Gln Lys Pro Tyr Lys Lys Met Lys Gly Pro Glu Val
435 440 445

Met Ala Phe Ile Glu Gln Gly Lys Arg Met Glu Cys Pro Pro Glu Cys
450 455 460

Pro Pro Glu Leu Tyr Ala Leu Met Ser Asp Cys Trp Ile Tyr Lys Trp

465 470 475 480

Glu Asp Arg Pro Asp Phe Leu Thr Val Glu Gln Arg Met Arg Ala Cys
485 490 495

Tyr Tyr Ser Leu Ala Ser Lys Val Glu Gly Pro Pro Gly Ser Thr Gln
500 505 510

Lys Ala Glu Ala Ala Cys Ala
515

66
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<210> 30

<211> 581

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fusién de dominio SH2 de ZAP70:dominio fosfatasa de PTPN6

<400> 30

Met

1

Arg

Leu

Ser

Leu

65

Ala

Asn

Gly

Gln

Gln
145

Pro

Ala

Phe

Leu

50

Asn

Glu

Leu

val

Thr

130

Ala

Asp

Glu

Leu

35

Val

Gly

Leu

Arg

Phe

115

Trp

Pro

Pro

Ala

20

Leu

His

Thr

Cys

Lys

100

Asp

Lys

Gln

Ala

Glu

Arg

Asp

Tyr

Glu

85

Pro

Cys

Leu

val

Ala

Glu

Gln

vVal

Ala

70

Phe

Cys

Leu

Glu

Glu
150

His

His

Cys

Arg

55

Ile

Tyr

Asn

Arg

Gly

135

Lys

Leu

Leu

Leu

40

Phe

Ala

Ser

Arg

Asp

120

Glu

Leu
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Pro

Lys

25

Arg

His

Gly

Arg

Pro

105

Ala

Ala

Ile

Phe

10

Leu

Ser

His

Gly

Asp

90

Ser

Met

Leu

Ala

Phe

Ala

Leu

Phe

Lys

75

Pro

Gly

Val

Glu

Thr
155

67

Tyr

Gly

Gly

Pro

60

Ala

Asp

Leu

Arg

Gln

140

Thr

Gly

Met

Gly

45

Ile

His

Gly

Glu

Asp

125

Ala

Ala

Ser

Ala

30

Tyr

Glu

Cys

Leu

Pro

110

Tyr

Ile

His

Ile

15

Asp

Val

Arg

Gly

Pro

95

Gln

val

Ile

Glu

Ser

Gly

Leu

Gln

Pro

80

Cys

Pro

Arg

Ser

Arg
160



Met

Leu

Lys

Tyr

Glu

225

Leu

Ser

His

Gly

Glu

305

Leu

Ile

Asn

Leu

Cys

385

Asn

Pro

Tyr

Glu

His

210

Gly

Lys

Ser

Pro

Gly

290

Phe

Glu

Leu

Ile

Leu

370

Leu

Ser

Trp

Ser

Gln

195

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

275

Ser

Glu

Gly

Pro

Pro

355

Gly

Glu

Arg

Tyr

Gly

180

Gly

Leu

Lys

Asp

Ser

260

Thr

Gly

Ser

Gln

Phe

340

Gly

Pro

Ala

val

His

165

Ala

Thr

Ile

Phe

Gly

245

Asn

Leu

Gly

Leu

Arg

325

Asp

Ser

Asp

Thr

Ile
405

Ser

Gln

Tyr

Ser

Asp

230

Leu

Ala

Thr

Gly

Gln

310

Pro

His

Asp

Glu

vVal

390

Val

Ser

Thr

Ala

Gln

215

Thr

Ile

Ser

His

Gly

295

Lys

Glu

Ser

Tyr

Asn

375

Asn

Met

Leu

Asp

Leu

200

Asp

Leu

Tyr

Gly

Pro

280

Ser

Gln

Asn

Arg

Ile

360

Ala

Asp

Thr
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Thr

Gly

185

Ser

Lys

Trp

Cys

Ala

265

Ser

Gly

Glu

Lys

Val

345

Asn

Lys

Phe

Thr

Arg

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Leu

250

Ala

Gly

Gly

val

Gly

330

Ile

Ala

Thr

Trp

Arg
410

Glu

Phe

Ile

Gly

Leu

235

Lys

Ala

Gly

Gly

Lys

315

Lys

Leu

Asn

Tyr

Gln

395

Glu

Glu

Leu

Tyr

Lys

220

val

Glu

Pro

Gly

Gly

300

Asn

Asn

Gln

Tyr

Ile

380

Met

val

68

Ala

Leu

Gly

205

Tyr

Glu

Ala

Thr

Gly

285

Ser

Leu

Arg

Gly

Ile

365

Ala

Ala

Glu

Glu

Arg

190

Lys

Cys

Tyr

Cys

Leu

270

Ser

Phe

His

Tyr

Arg

350

Lys

Ser

Trp

Lys

Arg

175

Pro

Thr

Ile

Leu

Pro

255

Pro

Gly

Trp

Gln

Lys

335

Asp

Asn

Gln

Gln

Gly
415

Lys

Arg

Val

Pro

Lys

240

Asn

Ala

Gly

Glu

Arg

320

Asn

Ser

Gln

Gly

Glu

400

Arg
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15

20

Asn

Gly

Lys

Arg

465

Pro

Arg

Ala

Glu

Thr

545

Ala

Thr

Lys

Pro

Leu

450

Glu

Ser

Gln

Gly

Asn

530

Ile

Gln

Lys

<210> 31
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de CD28

<400> 31

Cys

Tyr

435

Arg

Ile

Glu

Glu

Ile

515

Ile

Gln

Tyr

Lys

val

420

Ser

Thr

Trp

Pro

Ser

500

Gly

Ser

Met

Lys

Lys
580

Pro

Val

Leu

His

Gly

485

Leu

Arg

Thr

val

Phe

565

Leu

Tyr

Thr

Gln

Tyr

470

Gly

Pro

Thr

Lys

Arg

550

Ile

Trp

Asn

Val

455

Gln

val

His

Gly

Gly

535

Ala

Tyr

Met Arg Ser Lys Arg Ser Arg

1

5

Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro

20

Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala

<210> 32
<211>43
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de 41BB

35

Pro

Cys

440

Ser

Tyr

Leu

Ala

Thr

520

Leu

Gln

vVal

Leu

Thr

Tyr
40
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Glu Val Gly Met Gln Arg Ala
425 430

Gly Glu His Asp Thr Thr Glu
445

Pro Leu Asp Asn Gly Asp Leu
460

Leu Ser Trp Pro Asp His Gly
475

Ser Phe Leu Asp Gln Ile Asn
490 495

Gly Pro Ile Ile Val His Cys
505 510

Ile Ile Val Ile Asp Met Leu
525

Asp Cys Asp Ile Asp Ile Gln
540

Arg Ser Gly Met Val Gln Thr
555

Ala Ile Ala Gln Phe Ile Glu
570 575

Leu His Ser Asp Tyr Met Asn
10 15

Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr
25 30

Arg Ser

69

Tyr

Tyr

Ile

Val

480

Gln

Ser

Met

Lys

Glu

560

Thr

Met

Ala
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40
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<400> 32

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

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

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

<210> 33

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de OX40

<400> 33
Met Arg Asp Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala His Lys Pro Pro Gly Gly

1 5 10 15

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

Thr Leu Ala Lys Ile
35

<210> 34

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de ICOS

<400> 34

Cys Trp Leu Thr Lys Lys Lys Tyr Ser Ser Ser Val His Asp Pro Asn
1 5 10 15

Gly Glu Tyr Met Phe Met Arg Ala Val Asn Thr Ala Lys Lys Ser Arg
20 25 30

Leu Thr Asp Val Thr Leu
35

<210> 35

<211> 48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de CD27

<400> 35

70
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15

20

25
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Ala Glu Pro Cys His Tyr Ser Cys Pro

20

Ile Pro Ile Gln Glu Asp Tyr Arg

35

<210> 36

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de BTLA

<400> 36
Arg Arg His Gln Gly Lys

1 5

Glu Ile Asn Leu Val Asp
20

Ser Thr Arg Gln Asn Ser
35

Asp Asn Asp Pro Asp Leu
50

Tyr Ser Asn Pro Cys Leu
65 70

Ser Leu Asn His Ser Val

Val Lys Glu Ala Pro Thr
100

<210> 37

<211> 188

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de CD30

<400> 37

Gln

Ala

Gln

Cys

55

Glu

Ile

Glu

40

Asn

His

Vval

40

Phe

Glu

Gly

Tyr

25

Lys

Glu

Leu

25

Leu

Arg

Asn

Pro

Ala
105

10

Arg Glu Glu Glu Gly

Pro Glu Pro Ala

Leu

10

Lys

Leu

Met

Lys

Asn
90

Ser

Ser

Ser

Ser

Gln

Pro

75

Ser

Ile

71

45

Asp Thr

Glu Gln

Glu Thr
45

Glu Gly
60

Gly Ile

Arg Leu

Cys Vval

30

Cys

Ala

Thr

30

Gly

Ser

Val

Ala

Arg
110

Gln Arg Arg Lys Tyr Arg Ser Asn Lys Gly Glu Ser Pro Val Glu Pro
5

15

Ser Thr

Ser Pro

Gly Arg
15

Glu Ala

Ile Tyr

Glu Vval

Tyr Ala

80

Arg Asn

Ser



10

His

Tyr

Pro

Pro

Cys

65

Ala

Arg

Met

Glu

Leu

145

Pro

Lys

Arg

Pro

Arg

Vval

50

His

Ser

vVal

Lys

Gly

130

Glu

Leu

Glu

<210> 38
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GITR endodomain

<400> 38

Arg

Val

Arg

Ala

Ser

Pro

Ser

Ala

115

Arg

Ala

Gly

Asp

Ala

Gln

20

Ser

Glu

vVal

Ala

Thr

100

Asp

Gly

Asp

Ser

Pro
180

Cys

Thr

Ser

Glu

Gly

Gly

Glu

Thr

Leu

His

Cys

165

Leu

Arg

Ser

Thr

Arg

Ala

70

Gly

His

Val

Ala

Thr

150

Ser

Pro

Lys

Gln

Gln

Gly

Ala

Pro

Thr

Ile

Gly

135

Pro

Asp

Thr

Arg

Pro

Leu

40

Leu

Tyr

Ser

Asn

val

120

Pro

His

Val

Ala
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Ile

Lys

25

Arg

Met

Leu

Ser

Asn

105

Gly

Ala

Tyr

Met

Ala
185

Arg

10

Leu

Ser

Ser

Glu

Pro

Lys

Thr

Glu

Pro

Leu

170

Ser

Gln

Glu

Gly

Gln

Ser

75

Arg

Ile

Val

Pro

Glu

155

Ser

Gly

72

Lys

Leu

Ala

Pro

60

Leu

Asp

Glu

Lys

Glu

140

Gln

Vval

Lys

Leu

val

Ser

45

Leu

Pro

Leu

Lys

Ala

125

Leu

Glu

Glu

His

Asp

30

Val

Met

Leu

Pro

Ile

110

Glu

Glu

Thr

Glu

Leu

15

Ser

Thr

Glu

Gln

Glu

Tyr

Leu

Glu

Glu

Glu
175

Cys

Arg

Glu

Thr

Asp

80

Pro

Ile

Pro

Glu

Pro

160

Gly
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15
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Gln Leu Gly Leu His Ile Trp Gln Leu Arg Ser Gln Cys
1 5 10

Arg Glu Thr Gln Leu Leu Leu Glu Val Pro Pro Ser Thr
20 25

Arg Ser Cys Gln Phe Pro Glu Glu Glu Arg Gly Glu Arg
35 40 45

Glu Lys Gly Arg Leu Gly Asp Leu Trp Val

50 55
<210> 3%
<211> &0

<212> PRT
213> Secuencia artificial

220>
<223> endodominio de HYEM

<400> 39

Cys Val Lys Arg Arg Lys Pro Arg Gly Asp Val Val Lys
1 5 10

Ser Val Gln Arg Lys Arg Gln Glu Ala Glu Gly Glu Ala
20 25

Glu Ala Leu Gln Ala Pro Pro Asp Val Thr Thr Val Ala
35 40 45

Thr Ile Pro Ser Phe Thr Gly Arg Ser Pro Asn His
50 55 60

<210> 40

<211> 682

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> endodominio de CD28 fusionado con extremo aminoterminal de ZAP de longitud completa

<400> 40

Met

Glu

Ser

val

Thr
30

val

Trp Pro
15

Asp Ala

Ala Glu

Ile Val
15

Val Ile

Glu Glu

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

73



Thr

Pro

Gly

Pro

65

Ala

Phe

Leu

Asn

Glu

145

Leu

val

Thr

Ala

Pro

225

Tyr

Pro

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

Val

Gly

130

Leu

Arg

Phe

Trp

Pro
210

Trp

Ser

Arg

Arg

Gly

Pro

Ala

Leu

His

115

Thr

Cys

Lys

Asp

Lys

195

Gln

Tyr

Gly

Arg

20

Asp

Gly

Ala

Glu

Arg

100

Asp

Tyr

Glu

Pro

Cys

180

Leu

Val

His

Ala

Pro

Phe

Ser

Ala

Glu

85

Gln

Val

Ala

Phe

Cys

165

Leu

Glu

Glu

Ser

Gln
245

Gly

Ala

Gly

His

70

His

Cys

Arg

Ile

Tyr

150

Asn

Arg

Gly

Lys

Ser

230

Thr

Pro

Ala

Gly

Leu

Leu

Leu

Phe

Ala

135

Ser

Arg

Asp

Glu

Leu

215

Leu

Asp

Thr

Tyr

40

Gly

Pro

Lys

Arg

His

120

Gly

Arg

Pro

Ala

Ala

200

Ile

Thr

Gly
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Arg

25

Arg

Gly

Phe

Leu

Ser

105

His

Gly

Asp

Ser

Met

185

Leu

Ala

Arg

Lys

10

Lys

Ser

Ser

Phe

Ala

90

Leu

Phe

Lys

Pro

Gly

170

vVal

Glu

Thr

Glu

Phe
250

His

Ser

Gly

Tyr

75

Gly

Gly

Pro

Ala

Asp

155

Leu

Arg

Gln

Thr

Glu

235

Leu

74

Tyr

Gly

Gly

Gly

Met

Gly

Ile

His

140

Gly

Glu

Asp

Ala

Ala

220

Ala

Leu

Gln

Gly

45

Gly

Ser

Ala

Tyr

Glu

125

Cys

Leu

Pro

Tyr

Ile

205

His

Glu

Arg

Pro

30

Gly

Gly

Ile

Asp

val

110

Arg

Gly

Pro

Gln

val

190

Ile

Glu

Arg

Pro

15

Tyr

Gly

Ser

Ser

Gly

95

Leu

Gln

Pro

Cys

Pro

175

Arg

Ser

Arg

Lys

Arg
255

Ala

Ser

Met

Arg

80

Leu

Ser

Leu

Ala

Asn

160

Gly

Gln

Gln

Met

Leu

240

Lys



Glu

His

Gly

Lys

305

Ser

Pro

Asp

Pro

385

Leu

Gln

Val

Glu

Ile

465

Gly

Pro

Gln

Tyr

Thr

290

Ala

Ala

Ser

Gly

Pro

370

Glu

Ile

Gly

Leu

Ala

450

Gly

Gly

vVal

Gly

Leu

275

Lys

Asp

Ser

Thr

Tyr

355

Met

Glu

Ala

Val

Lys

435

Gln

vVal

Gly

Ser

Thr

260

Ile

Phe

Gly

Asn

Leu

340

Thr

Pro

Leu

Asp

Tyr

420

Gln

Ile

Cys

Pro

Asn
500

Tyr

Ser

Asp

Leu

Ala

325

Thr

Pro

Met

Lys

Ile

405

Arg

Gly

Met

Gln

Leu

485

Vval

Ala

Gln

Thr

Ile

310

Ser

His

Glu

Asp

Asp

390

Glu

Met

Thr

His

Ala

470

His

Ala

Leu

Asp

Leu

295

Tyr

Gly

Pro

Pro

Thr

375

Lys

Leu

Arg

Glu

Gln

455

Glu

Lys

Glu

Ser

Lys

280

Trp

Cys

Ala

Gln

Ala

360

Ser

Lys

Gly

Lys

Lys

440

Leu

Ala

Phe

Leu
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Leu

265

Ala

Gln

Leu

Ala

Arg

345

Arg

Val

Leu

Cys

Lys

425

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu
505

Ile

Gly

Leu

Lys

Ala

330

Arg

Ile

Tyr

Phe

Gly

410

Gln

Asp

Asn

Met

vVal

490

His

Tyr

Lys

Val

Glu

315

Pro

Ile

Thr

Glu

Leu

395

Asn

Ile

Thr

Pro

Leu

475

Gly

Gln

Gly

Tyr

Glu

300

Ala

Thr

Asp

Ser

Ser

380

Lys

Phe

Asp

Glu

Tyr

460

val

Lys

val

75

Lys

Cys

285

Tyr

Cys

Leu

Thr

Pro

365

Pro

Arg

Gly

Val

Glu

445

Ile

Met

Arg

Ser

Thr

270

Ile

Leu

Pro

Pro

Leu

350

Asp

Tyr

Asp

Ser

Ala

430

Met

val

Glu

Glu

Met
510

val

Pro

Lys

Asn

Ala

335

Asn

Lys

Ser

Asn

Val

415

Ile

Met

Arg

Met

Glu

495

Gly

Tyr

Glu

Leu

Ser

320

His

Ser

Pro

Asp

Leu

400

Arg

Lys

Arg

Leu

Ala

480

Ile

Met
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Lys Tyr Leu Glu Glu Lys Asn Phe Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg
515 520 525

Asn Val Leu Leu Val Asn Arg His Tyr Ala Lys Ile Ser Asp Phe Gly
530 535 540

Leu Ser Lys Ala Leu Gly Ala Asp Asp Ser Tyr Tyr Thr Ala Arg Ser
545 550 555 560

Ala Gly Lys Trp Pro Leu Lys Trp Tyr Ala Pro Glu Cys Ile Asn Phe
565 570 575

Arg Lys Phe Ser Ser Arg Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Met
580 585 590

Trp Glu Ala Leu Ser Tyr Gly Gln Lys Pro Tyr Lys Lys Met Lys Gly
595 600 605

Pro Glu Val Met Ala Phe Ile Glu Gln Gly Lys Arg Met Glu Cys Pro
610 615 620

Pro Glu Cys Pro Pro Glu Leu Tyr Ala Leu Met Ser Asp Cys Trp Ile
625 630 635 640

Tyr Lys Trp Glu Asp Arg Pro Asp Phe Leu Thr Val Glu Gln Arg Met
645 650 655

Arg Ala Cys Tyr Tyr Ser Leu Ala Ser Lys Val Glu Gly Pro Pro Gly
660 665 670

Ser Thr Gln Lys Ala Glu Ala Ala Cys Ala
675 680

<210> 41

<211> 683

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de 41BB fusionado con extremo aminoterminal de ZAP de longitud completa

<400> 41

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

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

76



Phe

Ser

Leu

Ser

Leu

Ala

145

Asn

Gly

Gln

Gln

Met

225

Leu

Lys

Tyr

Pro

Gly

Pro

Ala

Phe

Leu

Asn

130

Glu

Leu

val

Thr

Ala

210

Pro

Tyr

Glu

His

Glu

35

Gly

Asp

Glu

Leu

Val

115

Gly

Leu

Arg

Phe

Trp

195

Pro

Trp

Ser

Gln

Tyr
275

Glu

Gly

Pro

Ala

Leu

100

His

Thr

Cys

Lys

Asp

180

Lys

Gln

Tyr

Gly

Gly

260

Leu

Glu

Gly

Ala

Glu

Arg

Asp

Tyr

Glu

Pro

165

Cys

Leu

Val

His

Ala

245

Thr

Ile

Glu

Ser

Ala

70

Glu

Gln

Val

Ala

Phe

150

Cys

Leu

Glu

Glu

Ser

230

Gln

Tyr

Ser

Gly

Gly

His

His

Cys

Arg

Ile

135

Tyr

Asn

Arg

Gly

Lys

215

Ser

Thr

Ala

Gln

Gly

40

Gly

Leu

Leu

Leu

Phe

120

Ala

Ser

Arg

Asp

Glu

200

Leu

Leu

Asp

Leu

Asp
280
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Cys

Gly

Pro

Lys

Arg

105

His

Gly

Arg

Pro

Ala

185

Ala

Ile

Thr

Gly

Ser

265

Lys

Glu

Gly

Phe

Leu

Ser

His

Gly

Asp

Ser

170

Met

Leu

Ala

Arg

Lys

250

Leu

Ala

Leu

Ser

Phe

75

Ala

Leu

Phe

Lys

Pro

155

Gly

Val

Glu

Thr

Glu

235

Phe

Ile

Gly

Ser

Gly

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

140

Asp

Leu

Arg

Gln

Thr

220

Glu

Leu

Tyr

Lys

77

Gly

45

Gly

Gly

Met

Gly

Ile

125

His

Gly

Glu

Asp

Ala

205

Ala

Ala

Leu

Gly

Tyr
285

Gly

Gly

Ser

Ala

Tyr

110

Glu

Cys

Leu

Pro

Tyr

190

Ile

His

Glu

Arg

Lys

270

Cys

Gly

Gly

Ile

Asp

val

Arg

Gly

Pro

Gln

175

Val

Ile

Glu

Arg

Pro

255

Thr

Ile

Gly

Ser

Ser

Gly

Leu

Gln

Pro

Cys

160

Pro

Arg

Ser

Arg

Lys

240

Arg

val

Pro



Glu

Leu

305

Ser

His

Ser

Pro

Asp

385

Leu

Lys

Leu

465

Ala

Ile

Met

Gly

290

Lys

Ser

Pro

Asp

Arg

370

Pro

Leu

Gln

val

Glu

450

Ile

Gly

Pro

Lys

Asn
530

Thr

Ala

Ala

Ser

Gly

355

Pro

Glu

Ile

Gly

Leu

435

Ala

Gly

Gly

vVal

Tyr

515

Val

Lys

Asp

Ser

Thr

340

Tyr

Met

Glu

Ala

val

420

Lys

Gln

val

Gly

Ser

500

Leu

Leu

Phe

Gly

Asn

325

Leu

Thr

Pro

Leu

Asp

405

Tyr

Gln

Ile

Cys

Pro

485

Asn

Glu

Leu

Asp

Leu

310

Ala

Thr

Pro

Met

Lys

390

Ile

Arg

Gly

Met

Gln

470

Leu

Val

Glu

Val

Thr

295

Ile

Ser

His

Glu

Asp

375

Asp

Glu

Met

Thr

His

455

Ala

His

Ala

Lys

Asn
535

Leu

Tyr

Gly

Pro

Pro

360

Thr

Lys

Leu

Arg

Glu

440

Gln

Glu

Lys

Glu

Asn

520

Arg
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Trp

Cys

Ala

Gln

345

Ala

Ser

Lys

Gly

Lys

425

Lys

Leu

Ala

Phe

Leu

505

Phe

His

Gln

Leu

Ala

330

Arg

Arg

Val

Leu

Cys

410

Lys

Ala

Asp

Leu

Leu

490

Leu

vVal

Tyr

Leu

Lys

315

Ala

Arg

Ile

Tyr

Phe

395

Gly

Gln

Asp

Asn

Met

475

val

His

His

Ala

val

300

Glu

Pro

Ile

Thr

Glu

380

Leu

Asn

Ile

Thr

Pro

460

Leu

Gly

Gln

Arg

Lys
540

78

Glu

Ala

Thr

Asp

Ser

365

Ser

Lys

Phe

Asp

Glu

445

Tyr

Val

Lys

val

Asp

525

Ile

Tyr

Cys

Leu

Thr

350

Pro

Pro

Arg

Gly

vVal

430

Glu

Ile

Met

Arg

Ser

510

Leu

Ser

Leu

Pro

Pro

335

Leu

Asp

Tyr

Asp

Ser

415

Ala

Met

Val

Glu

Glu

495

Met

Ala

Asp

Lys

Asn

320

Ala

Asn

Lys

Ser

Asn

400

Val

Ile

Met

Arg

Met

480

Glu

Gly

Ala

Phe
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Gly Leu Ser Lys Ala Leu Gly Ala Asp Asp Ser Tyr Tyr Thr Ala Arg
545 550 555 560

Ser Ala Gly Lys Trp Pro Leu Lys Trp Tyr Ala Pro Glu Cys Ile Asn
565 570 575

Phe Arg Lys Phe Ser Ser Arg Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr
580 585 590

Met Trp Glu Ala Leu Ser Tyr Gly Gln Lys Pro Tyr Lys Lys Met Lys
595 600 605

Gly Pro Glu Val Met Ala Phe Ile Glu Gln Gly Lys Arg Met Glu Cys
610 615 620

Pro Pro Glu Cys Pro Pro Glu Leu Tyr Ala Leu Met Ser Asp Cys Trp
625 630 635 640

Ile Tyr Lys Trp Glu Asp Arg Pro Asp Phe Leu Thr Val Glu Gln Arg
645 650 655

Met Arg Ala Cys Tyr Tyr Ser Leu Ala Ser Lys Val Glu Gly Pro Pro
660 665 670

Gly Ser Thr Gln Lys Ala Glu Ala Ala Cys Ala
675 680

<210> 42

<211> 677

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> endodominio de OX40 fusionado con extremo aminoterminal de ZAP de longitud completa

<400> 42

Met Arg Asp Gln Arg Leu Pro Pro Asp Ala His Lys Pro Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Thr Leu Ala Lys Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40 45

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met Pro Asp Pro Ala Ala
50 55 60

79



His
65

His

Cys

Ile

Tyr

145

Asn

Gly

Lys

Ser

225

Thr

Ala

Gln

Thr

Ile
305

Leu

Leu

Leu

Phe

Ala

130

Ser

Arg

Asp

Glu

Leu

210

Leu

Asp

Leu

Asp

Leu

290

Tyr

Pro

Lys

Arg

His

115

Gly

Arg

Pro

Ala

Ala

195

Ile

Thr

Gly

Ser

Lys

275

Trp

Cys

Phe

Leu

Ser

100

His

Gly

Asp

Ser

Met

180

Leu

Ala

Arg

Lys

Leu

260

Ala

Gln

Leu

Phe

Ala

85

Leu

Phe

Lys

Pro

Gly

165

Val

Glu

Thr

Glu

Phe

245

Ile

Gly

Leu

Lys

Tyr

70

Gly

Gly

Pro

Ala

Asp

150

Leu

Arg

Gln

Thr

Glu

230

Leu

Tyr

Lys

val

Glu
310

Gly

Met

Gly

Ile

His

135

Gly

Glu

Asp

Ala

Ala

215

Ala

Leu

Gly

Tyr

Glu

295

Ala

Ser

Ala

Tyr

Glu

120

Cys

Leu

Pro

Tyr

Ile

200

His

Glu

Arg

Lys

Cys

280

Tyr

Cys
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Ile

Asp

Val

105

Arg

Gly

Pro

Gln

vVal

185

Ile

Glu

Arg

Pro

Thr

265

Ile

Leu

Pro

Ser

Gly

90

Leu

Gln

Pro

Cys

Pro

170

Arg

Ser

Arg

Lys

Arg

250

val

Pro

Lys

Asn

Arg

75

Leu

Ser

Leu

Ala

Asn

155

Gly

Gln

Gln

Met

Leu

235

Lys

Tyr

Glu

Leu

Ser
315

Ala

Phe

Leu

Asn

Glu

140

Leu

Vval

Thr

Ala

Pro

220

Tyr

Glu

His

Gly

Lys

300

Ser

80

Glu

Leu

Val

Gly

125

Leu

Arg

Phe

Trp

Pro

205

Trp

Ser

Gln

Tyr

Thr

285

Ala

Ala

Ala

Leu

His

110

Thr

Cys

Lys

Asp

Lys

190

Gln

Tyr

Gly

Gly

Leu

270

Lys

Asp

Ser

Glu

Arg

95

Asp

Tyr

Glu

Pro

Cys

175

Leu

Val

His

Ala

Thr

255

Ile

Phe

Gly

Asn

Glu

80

Gln

Val

Ala

Phe

Cys

160

Leu

Glu

Glu

Ser

Gln

240

Tyr

Ser

Asp

Leu

Ala
320



Ser

His

Glu

Asp

Asp

385

Glu

Met

Thr

His

Ala

465

His

Ala

Lys

Asn

Gly

545

Leu

Gly

Pro

Pro

Thr

370

Lys

Leu

Arg

Glu

Gln

450

Glu

Lys

Glu

Asn

Arg

530

Ala

Lys

Ala

Gln

Ala

355

Ser

Lys

Gly

Lys

Lys

435

Leu

Ala

Phe

Leu

Phe

515

His

Asp

Trp

Ala

Arg

340

Arg

Val

Leu

Cys

Lys

420

Ala

Asp

Leu

Leu

Leu

500

vVal

Tyr

Asp

Tyr

Ala

325

Arg

Ile

Tyr

Phe

Gly

405

Gln

Asp

Asn

Met

Val

485

His

His

Ala

Ser

Ala

Pro

Ile

Thr

Glu

Leu

330

Asn

Ile

Thr

Pro

Leu

470

Gly

Gln

Arg

Lys

Tyr

550

Pro

Thr

Asp

Ser

Ser

375

Lys

Phe

Asp

Glu

Tyr

455

Val

Lys

Val

Asp

Ile

535

Tyr

Glu

Leu

Thr

Pro

360

Pro

Arg

Gly

val

Glu

440

Ile

Met

Arg

Ser

Leu

520

Ser

Thr

Cys
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Pro

Leu

345

Asp

Tyr

Asp

Ser

Ala

425

Met

Vval

Glu

Glu

Met

505

Ala

Asp

Ala

Ile

Ala

330

Asn

Lys

Ser

Asn

Val

410

Ile

Met

Arg

Met

Glu

490

Gly

Ala

Phe

Arg

Asn

His

Ser

Pro

Asp

Leu

395

Arg

Lys

Arg

Leu

Ala

475

Ile

Met

Arg

Gly

Ser

555

Phe

81

Pro

Asp

Arg

Pro

380

Leu

Gln

Val

Glu

Ile

460

Gly

Pro

Lys

Asn

Leu

540

Ala

Arg

Ser

Gly

Pro

365

Glu

Ile

Gly

Leu

Ala

445

Gly

Gly

Val

Tyr

val

525

Ser

Gly

Lys

Thr

Tyr

350

Met

Glu

Ala

Val

Lys

430

Gln

vVal

Gly

Ser

Leu

510

Leu

Lys

Lys

Phe

Leu

335

Thr

Pro

Leu

Asp

Tyr

415

Gln

Ile

Cys

Pro

Asn

495

Glu

Leu

Ala

Trp

Ser

Thr

Pro

Met

Lys

Ile

400

Arg

Gly

Met

Gln

Leu

480

vVal

Glu

val

Leu

Pro

560

Ser



ES 2791 338 T3

565 570 575

Arg Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Met Trp Glu Ala Leu Ser
580 585 590

Tyr Gly Gln Lys Pro Tyr Lys Lys Met Lys Gly Pro Glu Val Met Ala
595 600 605

Phe Ile Glu Gln Gly Lys Arg Met Glu Cys Pro Pro Glu Cys Pro Pro
610 615 620

Glu Leu Tyr Ala Leu Met Ser Asp Cys Trp Ile Tyr Lys Trp Glu Asp
625 630 635 640

Arg Pro Asp Phe Leu Thr Val Glu Gln Arg Met Arg Ala Cys Tyr Tyr
645 650 655

Ser Leu Ala Ser Lys Val Glu Gly Pro Pro Gly Ser Thr Gln Lys Ala
660 665 670

Glu Ala Ala Cys Ala
675

<210> 43

<211> 276

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de CD28 fusionado con extremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPN6

<400> 43

Met Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met
1 5 10 15

Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala
20 25 30

Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40 45

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Met

Val Arg Trp Phe His Arg Asp Leu Ser Gly Leu Asp Ala Glu Thr Leu
65 70 75 80

Leu Lys Gly Arg Gly Val His Gly Ser Phe Leu Ala Arg Pro Ser Arg
85 90 95

82



ES 2791 338 T3

Lys Asn Gln Gly Asp Phe Ser Leu Ser Val Arg Val Gly Asp Gln Val
100 105 110

Thr His Ile Arg Ile Gln Asn Ser Gly Asp Phe Tyr Asp Leu Tyr Gly
115 120 125

Gly Glu Lys Phe Ala Thr Leu Thr Glu Leu Val Glu Tyr Tyr Thr Gln
130 135 140

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

Tyr Pro Leu Asn Cys Ser Asp Pro Thr Ser Glu Arg Trp Tyr His Gly
165 170 175

His Met Ser Gly Gly Gln Ala Glu Thr Leu Leu Gln Ala Lys Gly Glu
180 185 190

Pro Trp Thr Phe Leu Val Arg Glu Ser Leu Ser Gln Pro Gly Asp Phe
195 200 205

Val Leu Ser Val Leu Ser Asp Gln Pro Lys Ala Gly Pro Gly Ser Pro
210 215 220

Leu Arg Val Thr His Ile Lys Val Met Cys Glu Gly Gly Arg Tyr Thr
225 230 235 240

Val Gly Gly Leu Glu Thr Phe Asp Ser Leu Thr Asp Leu Val Glu His
245 250 255

Phe Lys Lys Thr Gly Ile Glu Glu Ala Ser Gly Ala Phe Val Tyr Leu
260 265 270

Arg Gln Pro Tyr
275
<210> 44
<211> 277
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> endodominio de 41BB fusionado con extremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPN6

<400> 44

Met Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe
1 5 10 15
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Met Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg
20 25 30

Phe Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Ser Gly Gly Gly Gly
35 40 45

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

Met Val Arg Trp Phe His Arg Asp Leu Ser Gly Leu Asp Ala Glu Thr

Leu Leu Lys Gly Arg Gly Val His Gly Ser Phe Leu Ala Arg Pro Ser
85 90 95

Arg Lys Asn Gln Gly Asp Phe Ser Leu Ser Val Arg Val Gly Asp Gln
100 105 110

Val Thr His Ile Arg Ile Gln Asn Ser Gly Asp Phe Tyr Asp Leu Tyr
115 120 125

Gly Gly Glu Lys Phe Ala Thr Leu Thr Glu Leu Val Glu Tyr Tyr Thr
130 135 140

Gln Gln Gln Gly Val Leu Gln Asp Arg Asp Gly Thr Ile Ile His Leu
145 150 155 160

Lys Tyr Pro Leu Asn Cys Ser Asp Pro Thr Ser Glu Arg Trp Tyr His
165 170 175

Gly His Met Ser Gly Gly Gln Ala Glu Thr Leu Leu Gln Ala Lys Gly
180 185 190

Glu Pro Trp Thr Phe Leu Val Arg Glu Ser Leu Ser Gln Pro Gly Asp
195 200 205

Phe Val Leu Ser Val Leu Ser Asp Gln Pro Lys Ala Gly Pro Gly Ser
210 215 220

Pro Leu Arg Val Thr His Ile Lys Val Met Cys Glu Gly Gly Arg Tyr
225 230 235 240

Thr Val Gly Gly Leu Glu Thr Phe Asp Ser Leu Thr Asp Leu Val Glu
245 250 255

His Phe Lys Lys Thr Gly Ile Glu Glu Ala Ser Gly Ala Phe Val Tyr
260 265 270

Leu Arg Gln Pro Tyr
275

<210> 45

<211> 271

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Endodominio de OX40 fusionado con extremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPN6
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<400> 45

Met

1

Gly

Thr

Gly

Arg

val

Phe

Gln

Thr

Gln

145

Ser

Gln

Val

Ser

Ile

225

Thr

Ile

Arg

Ser

Leu

Gly

50

Asp

His

Ser

Asn

Leu

130

Asp

Asp

Ala

Arg

Asp

210

Lys

Phe

Glu

<210> 46

<211> 350

Asp

Phe

Ala

35

Gly

Leu

Gly

Leu

Ser

115

Thr

Arg

Pro

Glu

Glu

195

Gln

val

Asp

Glu

Gln

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Ser

100

Gly

Glu

Asp

Thr

Thr
180

Ser

Pro

Met

Ser

Ala
260

Arg

Thr

Ile

Ser

Gly

Phe

85

vVal

Asp

Leu

Gly

Ser

165

Leu

Leu

Lys

Cys

Leu

245

Ser

Leu

Pro

Ser

Gly

Leu

Leu

Arg

Phe

Val

Thr

150

Glu

Leu

Ser

Ala

Glu

230

Thr

Gly

Pro

Ile

Gly

Gly

55

Asp

Ala

vVal

Tyr

Glu

135

Ile

Arg

Gln

Gln

Gly

215

Gly

Asp

Ala

Pro

Gln

Gly

40

Gly

Ala

Arg

Gly

Asp

120

Tyr

Ile

Trp

Ala

Pro

200

Pro

Gly

Leu

Phe
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Asp

Glu

Gly

Gly

Glu

Pro

Asp

105

Leu

Tyr

His

Tyr

Lys
185

Gly

Gly

val

Val
265

Ala

10

Glu

Gly

Ser

Thr

Ser

90

Gln

Tyr

Thr

Leu

His

170

Gly

Asp

Ser

Tyr

Glu

250

Tyr

His

Gln

Ser

Met

Leu

Arg

val

Gly

Gln

Lys

155

Gly

Glu

Phe

Pro

Thr

235

His

Leu

85

Lys

Ala

Gly

val

60

Leu

Lys

Thr

Gly

Gln

140

Tyr

His

Pro

Vval

Leu

220

Vval

Phe

Arg

Pro

Asp

Gly

45

Arg

Lys

Asn

His

Glu

125

Gln

Pro

Met

Trp

Leu

205

Arg

Gly

Lys

Gln

Pro

Ala

Gly

Trp

Gly

Gln

Ile

110

Lys

Gly

Leu

Ser

Thr
190

Ser

val

Gly

Lys

Pro
270

Gly

15

His

Gly

Phe

Arg

Gly

95

Arg

Phe

val

Asn

Gly

175

Phe

val

Thr

Leu

Thr

255

Tyr

Gly

Ser

Ser

His

Gly

Asp

Ile

Ala

Leu

Cys

160

Gly

Leu

Leu

His

Glu
240

Gly



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio de quinasa Akt

<400> 46

Ala

1

Met

Lys

Lys

Thr

Thr

Met

Arg

Glu

Asn

val

Ile

50

Leu

Ala

Glu

val

Glu

Glu

Ile

35

Leu

Thr

Leu

Tyr

Phe
115

Met

Phe

20

Leu

Lys

Glu

Lys

Ala

100

Ser

Glu

Glu

Val

Lys

Asn

Tyr

85

Asn

Glu

Val

Tyr

Lys

Glu

Arg

70

Ser

Gly

Asp

Ser

Leu

Glu

Val

55

Val

Phe

Gly

Arg

Leu

Lys

Lys

40

Ile

Leu

Gln

Glu

Ala
120
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Ala

Leu

25

Ala

val

Gln

Thr

Leu

105

Arg

Lys

10

Leu

Thr

Ala

Asn

His

90

Phe

Phe

Pro

Gly

Gly

Lys

Ser

75

Asp

Phe

Tyr

86

Lys

Lys

Arg

Asp

60

Arg

Arg

His

Gly

His

Gly

Tyr

45

Glu

His

Leu

Leu

Ala
125

Arg

Thr

30

Tyr

Vval

Pro

Cys

Ser

110

Glu

val

15

Phe

Ala

Ala

Phe

Phe

95

Arg

Ile

Thr

Gly

Met

His

Leu

Val

Glu

Val
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Ser Ala Leu Asp Tyr Leu His Ser Glu Lys Asn Val Val Tyr Arg Asp
130 135 140

Leu Lys Leu Glu Asn Leu Met Leu Asp Lys Asp Gly His Ile Lys Ile
145 150 155 160

Thr Asp Phe Gly Leu Cys Lys Glu Gly Ile Lys Asp Gly Ala Thr Met
165 170 175

Lys Thr Phe Cys Gly Thr Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu Glu
180 185 1390

Asp Asn Asp Tyr Gly Arg Ala Val Asp Trp Trp Gly Leu Gly Val Val
195 200 205

Met Tyr Glu Met Met Cys Gly Arg Leu Pro Phe Tyr Asn Gln Asp His
210 215 220

Glu Lys Leu Phe Glu Leu Ile Leu Met Glu Glu Ile Arg Phe Pro Arg
225 230 235 240

Thr Leu Gly Pro Glu Ala Lys Ser Leu Leu Ser Gly Leu Leu Lys Lys
245 250 255

Asp Pro Lys Gln Arg Leu Gly Gly Gly Ser Glu Asp Ala Lys Glu Ile
260 265 270

Met Gln His Arg Phe Phe Ala Gly Ile Val Trp Gln His Val Tyr Glu
275 280 285

Lys Lys Leu Ser Pro Pro Phe Lys Pro Gln Val Thr Ser Glu Thr Asp
290 295 300

Thr Arg Tyr Phe Asp Glu Glu Phe Thr Ala Gln Met Ile Thr Ile Thr
305 310 315 320

Pro Pro Asp Gln Asp Asp Ser Met Glu Cys Val Asp Ser Glu Arg Arg
325 330 335

Pro His Phe Pro Gln Phe Ser Tyr Ser Ala Ser Gly Thr Ala
340 345 350

<210> 47

<211> 630

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio ZAP70-SH2 fusionado directamente con un dominio de quinasa Akt
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<400>

47

Met Pro Asp

1

Arg

Leu

Ser

Leu

65

Ala

Asn

Gly

Gln

Gln

145

Met

Leu

Lys

Tyr

Glu
225

Ala

Phe

Leu

50

Asn

Glu

Leu

Vval

Thr

130

Ala

Pro

Tyr

Glu

His

210

Gly

Glu

Leu

35

Val

Gly

Leu

Arg

Phe

115

Trp

Pro

Trp

Ser

Gln

195

Tyr

Thr

Pro

Ala

20

Leu

His

Thr

Cys

Lys

100

Asp

Lys

Gln

Tyr

Gly

180

Gly

Leu

Lys

Ala

Glu

Arg

Asp

Tyr

Glu

85

Pro

Cys

Leu

Val

His

165

Ala

Thr

Ile

Phe

Ala

Glu

Gln

vVal

Ala

70

Phe

Cys

Leu

Glu

Glu

150

Ser

Gln

Tyr

Ser

Asp
230

His

His

Cys

Arg

55

Ile

Tyr

Asn

Arg

Gly

135

Lys

Ser

Thr

Ala

Gln

215

Thr

Leu

Leu

Leu

40

Phe

Ala

Ser

Arg

Asp

120

Glu

Leu

Leu

Asp

Leu

200

Asp

Leu
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Pro

Lys

25

Arg

His

Gly

Arg

Pro

105

Ala

Ala

Ile

Thr

Gly

185

Ser

Lys

Trp

Phe

10

Leu

Ser

His

Gly

Asp

90

Ser

Met

Leu

Ala

Arg

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Phe

Ala

Leu

Phe

Lys

75

Pro

Gly

Val

Glu

Thr

155

Glu

Phe

Ile

Gly

Leu
235

88

Tyr

Gly

Gly

Pro

60

Ala

Asp

Leu

Arg

Gln

140

Thr

Glu

Leu

Tyr

Lys

220

Val

Gly

Met

Gly

45

Ile

His

Gly

Glu

Asp

125

Ala

Ala

Ala

Leu

Gly

205

Tyr

Glu

Ser

Ala

Tyr

Glu

Cys

Leu

Pro

110

Tyr

Ile

His

Glu

Arg

190

Lys

Cys

Tyr

Ile

15

Asp

vVal

Arg

Gly

Pro

95

Gln

vVal

Ile

Glu

Arg

175

Pro

Thr

Ile

Leu

Ser

Gly

Leu

Gln

Pro

80

Cys

Pro

Arg

Ser

Arg

160

Lys

Arg

Val

Pro

Lys
240



Leu

Ser

His

Ala

Leu

305

Ala

Vval

Gln

Thr

Leu

385

Glu

Asp

Gly

Tyr

465

Asp

Lys

Ser

Pro

Lys

290

Leu

Thr

Ala

Asn

His

370

Phe

Phe

Lys

Lys

Ile

450

Leu

Trp

Ala

Ala

Ser

275

Pro

Gly

Gly

Lys

Ser

355

Asp

Phe

Tyr

Asn

Asp

435

Lys

Ala

Trp

Asp

Ser

260

Thr

Lys

Lys

Arg

Asp

340

Arg

Arg

His

Gly

val

420

Gly

Asp

Pro

Gly

Gly

245

Asn

Leu

His

Gly

Tyr

325

Glu

His

Leu

Leu

Ala

405

Val

His

Gly

Glu

Leu
485

Leu

Ala

Thr

Arg

Thr

310

Tyr

Val

Pro

Cys

Ser

390

Glu

Tyr

Ile

Ala

vVal

470

Gly

Ile

Ser

His

Val

295

Phe

Ala

Ala

Phe

Phe

375

Arg

Ile

Arg

Lys

Thr

455

Leu

val

Tyr

Gly

Pro

280

Thr

Gly

Met

His

Leu

360

Val

Glu

Val

Asp

Ile

440

Met

Glu

val
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Cys

Ala

265

Ala

Met

Lys

Lys

Thr

345

Thr

Met

Arg

Ser

Leu

425

Thr

Lys

Asp

Met

Leu

250

Ala

Glu

Asn

vVal

Ile

330

Leu

Ala

Glu

val

Ala

410

Lys

Asp

Thr

Asn

Tyr
4390

Lys

Ala

Glu

Glu

Ile

315

Leu

Thr

Leu

Tyr

Phe

395

Leu

Leu

Phe

Phe

Asp

475

Glu

Glu

Pro

Met

Phe

300

Leu

Lys

Glu

Lys

Ala

380

Ser

Asp

Glu

Gly

Cys

460

Tyr

Met

89

Ala

Thr

Glu

285

Glu

val

Lys

Asn

Tyr

365

Asn

Glu

Tyr

Asn

Leu

445

Gly

Gly

Met

Cys

Leu

270

Val

Tyr

Lys

Glu

Arg

350

Ser

Gly

Asp

Leu

Leu

430

Cys

Thr

Arg

Cys

Pro

255

Pro

Ser

Leu

Glu

Val

335

Val

Phe

Gly

Arg

His

415

Met

Lys

Pro

Ala

Gly
495

Asn

Ala

Leu

Lys

Lys

320

Ile

Leu

Gln

Glu

Ala

400

Ser

Leu

Glu

Glu

val

480

Arg
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Leu Pro Phe Tyr Asn Gln Asp His Glu Lys Leu Phe Glu Leu Ile Leu
500 505 510

Met Glu Glu Ile Arg Phe Pro Arg Thr Leu Gly Pro Glu Ala Lys Ser
515 520 525

Leu Leu Ser Gly Leu Leu Lys Lys Asp Pro Lys Gln Arg Leu Gly Gly
530 535 540

Gly Ser Glu Asp Ala Lys Glu Ile Met Gln His Arg Phe Phe Ala Gly
545 550 555 560

Ile Val Trp Gln His Val Tyr Glu Lys Lys Leu Ser Pro Pro Phe Lys
565 570 575

Pro Gln Val Thr Ser Glu Thr Asp Thr Arg Tyr Phe Asp Glu Glu Phe
580 585 590

Thr Ala Gln Met Ile Thr Ile Thr Pro Pro Asp Gln Asp Asp Ser Met
595 600 605

Glu Cys Val Asp Ser Glu Arg Arg Pro His Phe Pro Gln Phe Ser Tyr
610 615 620

Ser Ala Ser Gly Thr Ala
625 630
<210> 48
<211> 651

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio ZAP70-SH2 fusionado con un dominio de quinasa Akt mediante un conector

<400> 48

Met Pro Asp Pro Ala Ala His Leu Pro Phe Phe Tyr Gly Ser Ile Ser
1 5 10 15

Arg Ala Glu Ala Glu Glu His Leu Lys Leu Ala Gly Met Ala Asp Gly
20 25 30

Leu Phe Leu Leu Arg Gln Cys Leu Arg Ser Leu Gly Gly Tyr Val Leu
35 40 45

Ser Leu Val His Asp Val Arg Phe His His Phe Pro Ile Glu Arg Gln
50 55 60
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Leu

65

Ala

Asn

Gly

Gln

Gln

145

Met

Leu

Lys

Tyr

Glu

225

Leu

Ser

His

Gly

Met
305

Asn

Glu

Leu

Val

Thr

130

Ala

Pro

Tyr

Glu

His

210

Gly

Lys

Ser

Pro

Gly

290

Glu

Gly

Leu

Arg

Phe

115

Trp

Pro

Trp

Ser

Gln

195

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

275

Ser

Val

Thr

Cys

Lys

100

Asp

Lys

Gln

Tyr

Gly

180

Gly

Leu

Lys

Asp

Ser

260

Thr

Gly

Ser

Tyr

Glu

Pro

Cys

Leu

Val

His

165

Ala

Thr

Ile

Phe

Gly

245

Asn

Leu

Gly

Leu

Ala

70

Phe

Cys

Leu

Glu

Glu

150

Ser

Gln

Tyr

Ser

Asp

230

Leu

Ala

Thr

Gly

Ala
310

Ile

Tyr

Asn

Arg

Gly

135

Lys

Ser

Thr

Ala

Gln

215

Thr

Ile

Ser

His

Gly

295

Lys

Ala

Ser

Arg

Asp

120

Glu

Leu

Leu

Asp

Leu

200

Asp

Leu

Tyr

Gly

Pro

280

Ser

Pro
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Gly

Arg

Pro

105

Ala

Ala

Ile

Thr

Gly

185

Ser

Lys

Trp

Cys

Ala

265

Ser

Gly

Lys

Gly

Asp

Ser

Met

Leu

Ala

Arg

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Leu

250

Ala

Gly

Gly

His

Lys

75

Pro

Gly

Val

Glu

Thr

155

Glu

Phe

Ile

Gly

Leu

235

Lys

Ala

Gly

Gly

Arg
315

Ala

Asp

Leu

Arg

Gln

140

Thr

Glu

Leu

Tyr

Lys

220

Val

Glu

Pro

Gly

Gly

300

val

91

His

Gly

Glu

Asp

125

Ala

Ala

Ala

Leu

Gly

205

Tyr

Glu

Ala

Thr

Gly

285

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

110

Tyr

Ile

His

Glu

Arg

190

Lys

Cys

Tyr

Cys

Leu

270

Ser

Ala

Met

Gly

Pro

95

Gln

Val

Ile

Glu

Arg

175

Pro

Thr

Ile

Leu

Pro

255

Pro

Gly

Glu

Asn

Pro

80

Cys

Pro

Arg

Ser

Arg

160

Lys

Arg

Val

Pro

Lys

240

Asn

Ala

Gly

Glu

Glu
320



Phe

Leu

Lys

Glu

Lys

385

Ala

Ser

Asp

Glu

Gly

465

Cys

Tyr

Met

Phe

Pro

545

Gln

Glu

Val

Lys

Asn

370

Tyr

Asn

Glu

Tyr

Asn

450

Leu

Gly

Gly

Met

Glu

530

Glu

Arg

Tyr

Lys

Glu

355

Arg

Ser

Gly

Asp

Leu

435

Leu

Cys

Thr

Arg

Cys

515

Leu

Ala

Leu

Leu

Glu

340

Val

Val

Phe

Gly

Arg

420

His

Met

Lys

Pro

Ala

500

Gly

Ile

Lys

Gly

Lys

325

Lys

Ile

Leu

Gln

Glu

405

Ala

Ser

Leu

Glu

Glu

485

val

Arg

Leu

Ser

Gly
565

Leu

Ala

Val

Gln

Thr

390

Leu

Arg

Glu

Asp

Gly

470

Tyr

Asp

Leu

Met

Leu

550

Gly

Leu

Thr

Ala

Asn

375

His

Phe

Phe

Lys

Lys

455

Ile

Leu

Trp

Pro

Glu

535

Leu

Ser

Gly

Gly

Lys

360

Ser

Asp

Phe

Tyr

Asn

440

Asp

Lys

Ala

Trp

Phe

520

Glu

Ser

Glu
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Lys

Arg

345

Asp

Arg

Arg

His

Gly

425

vVal

Gly

Asp

Pro

Gly

505

Tyr

Ile

Gly

Asp

Gly

330

Tyr

Glu

His

Leu

Leu

410

Ala

Val

His

Gly

Glu

430

Leu

Asn

Arg

Leu

Ala
570

Thr

Tyr

Val

Pro

Cys

395

Ser

Glu

Tyr

Ile

Ala

475

Val

Gly

Gln

Phe

Leu

555

Lys

Phe

Ala

Ala

Phe

380

Phe

Arg

Ile

Arg

Lys

460

Thr

Leu

Val

Asp

Pro

540

Lys

Glu

92

Gly

Met

His

365

Leu

vVal

Glu

Val

Asp

445

Ile

Met

Glu

Val

His

525

Arg

Lys

Ile

Lys

Lys

350

Thr

Thr

Met

Arg

Ser

430

Leu

Thr

Lys

Asp

Met

510

Glu

Thr

Asp

Met

val

335

Ile

Leu

Ala

Glu

val

415

Ala

Lys

Asp

Thr

Asn

435

Tyr

Lys

Leu

Pro

Gln
575

Ile

Leu

Thr

Leu

Tyr

400

Phe

Leu

Leu

Phe

Phe

480

Asp

Glu

Leu

Gly

Lys

560

His
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Arg Phe Phe Ala Gly Ile Val Trp Gln His Val Tyr Glu Lys Lys Leu
580 585 590

Ser Pro Pro Phe Lys Pro Gln Val Thr Ser Glu Thr Asp Thr Arg Tyr
595 600 605

Phe Asp Glu Glu Phe Thr Ala Gln Met Ile Thr Ile Thr Pro Pro Asp
610 615 620

Gln Asp Asp Ser Met Glu Cys Val Asp Ser Glu Arg Arg Pro His Phe
625 630 635 640

Pro Gln Phe Ser Tyr Ser Ala Ser Gly Thr Ala
645 650

<210> 49

<211> 630

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ZAP70 mutado para ser no funcional y fusionado con un dominio de quinasa Akt

<400> 49

Met Pro Asp Pro Ala Ala His Leu Pro Phe Phe Tyr Gly Ser Ile Ser
1 5 10 15

Arg Ala Glu Ala Glu Glu His Leu Lys Leu Ala Gly Met Ala Asp Gly
20 25 30

Leu Phe Leu Leu Arg Gln Cys Leu Arg Ser Leu Gly Gly Tyr Val Leu
35 40 45

Ser Leu Val His Asp Val Arg Phe His His Phe Pro Ile Glu Arg Gln
50 55 60

Leu Asn Gly Thr Tyr Ala Ile Ala Gly Gly Lys Ala His Cys Gly Pro
65 70 75 80

Ala Glu Leu Cys Glu Phe Tyr Ser Arg Asp Pro Asp Gly Leu Pro Cys
85 90 95

Asn Leu Arg Lys Pro Cys Asn Arg Pro Ser Gly Leu Glu Pro Gln Pro
100 105 110

Gly Val Phe Asp Cys Leu Arg Asp Ala Met Val Arg Asp Tyr Val Arg
115 120 125

93



Gln

Gln

145

Met

Leu

Lys

Tyr

Glu

225

Leu

Ser

His

Ala

Leu

305

Ala

Vval

Gln

Thr

Thr

130

Ala

Pro

Tyr

Glu

His

210

Gly

Lys

Ser

Pro

Lys

290

Leu

Thr

Ala

Asn

His

Trp

Pro

Trp

Ser

Gln

195

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

275

Pro

Gly

Gly

Lys

Ser

355

Asp

Lys

Gln

Tyr

Gly

180

Gly

Leu

Lys

Asp

Ser

260

Thr

Lys

Lys

Arg

Asp

340

Arg

Arg

Leu

val

His

165

Ala

Thr

Ile

Phe

Gly

245

Asn

Leu

His

Gly

Tyr

325

Glu

His

Leu

Glu

Glu

150

Ser

Gln

Tyr

Ser

Asp

230

Leu

Ala

Thr

Arg

Thr

310

Tyr

Val

Pro

Cys

Gly

135

Lys

Ser

Thr

Ala

Gln

215

Thr

Ile

Ser

His

Val

295

Phe

Ala

Ala

Phe

Phe

Glu

Leu

Leu

Asp

Leu

200

Asp

Leu

Tyr

Gly

Pro

280

Thr

Gly

Met

His

Leu

360

Val
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Ala

Ile

Thr

Gly

185

Ser

Lys

Trp

Cys

Ala

265

Ala

Met

Lys

Lys

Thr

345

Thr

Met

Leu

Ala

Arg

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Leu

250

Ala

Glu

Asn

vVal

Ile

330

Leu

Ala

Glu

Glu

Thr

155

Glu

Phe

Ile

Gly

Leu

235

Lys

Ala

Glu

Glu

Ile

315

Leu

Thr

Leu

Tyr

94

Gln

140

Thr

Glu

Leu

Tyr

Lys

220

Val

Glu

Pro

Met

Phe

300

Leu

Lys

Glu

Lys

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

Gly

205

Tyr

Glu

Ala

Thr

Glu

285

Glu

Val

Lys

Asn

Tyr

365

Asn

Ile

His

Glu

Lys

190

Lys

Cys

Tyr

Cys

Leu

270

Val

Tyr

Lys

Glu

Arg

350

Ser

Gly

Ile

Glu

Arg

175

Pro

Thr

Ile

Leu

Pro

255

Pro

Ser

Leu

Glu

Val

335

Vval

Phe

Gly

Ser

Arg

160

Lys

Arg

val

Pro

Lys

240

Asn

Ala

Leu

Lys

Lys

320

Ile

Leu

Gln

Glu



10
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370 375

Leu Phe Phe His Leu Ser Arg Glu Arg Val Phe
385 390 395

Arg Phe Tyr Gly Ala Glu Ile Val Ser Ala Leu
405 410

Glu Lys Asn Val Val Tyr Arg Asp Leu Lys Leu
420 425

Asp Lys Asp Gly His Ile Lys Ile Thr Asp Phe
435 440

Gly Ile Lys Asp Gly Ala Thr Met Lys Thr Phe
450 455

Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu Glu Asp Asn Asp
465 470 475

Asp Trp Trp Gly Leu Gly Val Val Met Tyr Glu
485 490

Leu Pro Phe Tyr Asn Gln Asp His Glu Lys Leu
500 505

Met Glu Glu Ile Arg Phe Pro Arg Thr Leu Gly
515 520

Leu Leu Ser Gly Leu Leu Lys Lys Asp Pro Lys
530 535

Gly Ser Glu Asp Ala Lys Glu Ile Met Gln His
545 550 555

Ile Val Trp Gln His Val Tyr Glu Lys Lys Leu
565 570

Pro Gln Val Thr Ser Glu Thr Asp Thr Arg Tyr
580 585

Thr Ala Gln Met Ile Thr Ile Thr Pro Pro Asp
595 600

Glu Cys Val Asp Ser Glu Arg Arg Pro His Phe
610 615

Ser Ala Ser Gly Thr Ala
625 630

<210> 50

<211> 590

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio que contiene quinasa de JAK2

95

380

Ser

Asp

Glu

Gly

Cys

460

Tyr

Met

Phe

Pro

Gln

540

Arg

Ser

Phe

Gln

Pro
620

Glu

Tyr

Asn

Leu

445

Gly

Gly

Met

Glu

Glu

525

Arg

Phe

Pro

Asp

Asp

605

Gln

Asp

Leu

Leu

430

Cys

Thr

Arg

Cys

Leu

510

Ala

Leu

Phe

Pro

Glu

590

Asp

Phe

Arg

His

415

Met

Lys

Pro

Ala

Gly

495

Ile

Lys

Gly

Ala

Phe

575

Glu

Ser

Ser

Ala

400

Ser

Leu

Glu

Glu

Val

480

Arg

Leu

Ser

Gly

Gly

560

Lys

Phe

Met

Tyr



<400> 50

Arg

1

Thr

Leu

Asn

Ser

Glu

Tyr

Vval

Leu

Glu

145

Gly

Pro

Ala

Asn

Lys

His

Tyr

50

His

Asn

Leu

Ala

Ile

130

Asp

Ile

Trp

Thr

Glu

Ile

Glu

35

Ser

Lys

Ile

Lys

Lys

115

His

Arg

Ser

Val

Asp

Asp

Phe

20

Thr

Glu

His

Leu

Lys

100

Gln

Gly

Lys

Ile

Pro

180

Lys

Leu

Lys

Glu

Ser

Leu

val

85

Asn

Leu

Asn

Thr

Thr

165

Pro

Trp

Ile

Gly

Val

Phe

Val

70

Gln

Lys

Ala

Val

Gly

150

Val

Glu

Ser

Phe

Val

Leu

Phe

55

Leu

Glu

Asn

Trp

Cys

135

Asn

Leu

Cys

Phe

Asn

Arg

Leu

40

Glu

Asn

Phe

Cys

Ala

120

Ala

Pro

Pro

Ile

Gly
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Glu

Arg

25

Lys

Ala

Tyr

Val

Ile

105

Met

Lys

Pro

Lys

Glu

185

Thr

Ser

10

Glu

Val

Ala

Gly

Lys

90

Asn

His

Asn

Phe

Asp

170

Asn

Thr

Leu

Val

Leu

Ser

Val

75

Phe

Ile

Phe

Ile

Ile

155

Ile

Pro

Leu

96

Gly

Gly

Asp

Met

60

Cys

Gly

Leu

Leu

Leu

140

Lys

Leu

Lys

Trp

Gln

Asp

Lys

45

Met

vVal

Ser

Trp

Glu

125

Leu

Leu

Gln

Asn

Glu

Gly

Tyr

30

Ala

Ser

Cys

Leu

Lys

110

Glu

Ile

Ser

Glu

Leu

190

Ile

Thr

15

Gly

His

Lys

Gly

Asp

Leu

Asn

Arg

Asp

Arg

175

Asn

Cys

Phe

Gln

Arg

Leu

Asp

Thr

Glu

Thr

Glu

Pro

160

Ile

Leu

Ser



Gly

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Ala

Glu

305

Gly

Glu

Asn

Leu

385

Leu

Thr

Ile

Gly

210

Tyr

Asn

Phe

Glu

Leu

290

Glu

Ser

Val

Asp

Ile

370

Lys

Gln

Ser

His

195

Asp

Glu

Leu

Arg

Leu

275

Gly

Arg

Val

vVal

Phe

355

val

Leu

Lys

Gln

Arg
435

Lys

Asp

Ile

Ala

260

Leu

Phe

His

Glu

Ala

340

Glu

Lys

Ile

His

Ile

420

Asp

Pro

Arg

Asn

245

Ile

Thr

Ser

Leu

Met

325

Val

Arg

Tyr

Met

Lys

405

Cys

Leu

Leu

His

230

Asn

Ile

Glu

Gly

Lys

310

Cys

Lys

Glu

Lys

Glu

390

Glu

Lys

Ala

Ser

215

Gln

Cys

Arg

Asn

Ala

295

Phe

Lys

Ile

Gly

375

Tyr

Gly

Thr

200

Ala

Leu

Met

Asp

Asp

280

Phe

Leu

Tyr

Leu

Glu

360

val

Leu

Ile

Met

Arg
440
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Leu

Pro

Asp

Leu

265

Met

Glu

Gln

Asp

Gln

345

Ile

Cys

Pro

Asp

Glu

425

Asn

Asp

Ala

Tyr

250

Asn

Leu

Asp

Gln

Pro

330

His

Leu

Tyr

Tyr

His

410

Tyr

Ile

Ser

Pro

235

Glu

Ser

Pro

Arg

Leu

315

Leu

Ser

Lys

Ser

Gly

395

Ile

Leu

Leu

97

Gln

220

Lys

Pro

Leu

Asn

Asp

300

Gly

Gln

Thr

Ser

Ala

380

Ser

Lys

Gly

Val

205

Arg

Trp

Asp

Phe

Met

285

Pro

Lys

Asp

Glu

Leu

365

Gly

Leu

Leu

Thr

Glu
445

Lys

Ala

Phe

Thr

270

Arg

Thr

Gly

Asn

Glu

350

Gln

Arg

Arg

Leu

Lys

430

Asn

Leu

Glu

Arg

255

Pro

Ile

Gln

Asn

Thr

335

His

His

Arg

Asp

Gln

415

Arg

Glu

Gln

Leu

240

Pro

Asp

Gly

Phe

Phe

320

Gly

Leu

Asp

Asn

Tyr

400

Tyr

Tyr

Asn
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15

20

25

Arg

Lys

465

Tyr

vVal

Lys

Lys

Asn

545

Ile

Arg

Val

450

Glu

Ala

Trp

Ser

Gln

530

Gly

Met

Asp

<210> 51
<<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de corte de consenso del virus del grabado del tabaco (TEV)

<400> 51

Lys

Tyr

Pro

Ser

Lys

515

Gly

Arg

Thr

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

500

Ser

Gln

Leu

Glu

Ala
580

Gly

Lys

Ser

485

Gly

Pro

Met

Pro

Cys

565

Leu

Asp

Val

470

Leu

val

Pro

Ile

Arg

550

Trp

Arg

Phe

455

Lys

Thr

Val

Ala

Val

535

Pro

Asn

val

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Ser

1

<210> 52

<211> 240

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio de proteasa del TeV

<400> 52

5

Gly

Glu

Glu

Leu

Glu

520

Phe

Asp

Asn

Asp
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Leu

Pro

Ser

Tyr

505

Phe

His

Gly

Asn

Gln
585

Thr

Gly

Lys

490

Glu

Met

Leu

Cys

Val

570

Ile

Lys

Glu

475

Phe

Leu

Arg

Ile

Pro

555

Asn

Arg

Vval

460

Ser

Ser

Phe

Met

Glu

540

Asp

Gln

Asp

Leu

Pro

val

Thr

Ile

525

Leu

Glu

Arg

Asn

Pro

Ile

Ala

Tyr

510

Gly

Leu

Ile

Pro

Met
590

Gln

Phe

Ser

495

Ile

Asn

Lys

Tyr

Ser
575

Asp

Trp

480

Asp

Glu

Asp

Asn

Met

560

Phe

Ser Leu Phe Lys Gly Pro Arg Asp Tyr Asn Pro Ile Ser Ser Thr Ile

1

5

10

98

15



Cys

Ile

Asn

Lys

65

Ile

Lys

Asn

Thr

Lys

145

Ile

Phe

Ala

Trp

Pro
225

His

Gly

Asn

50

Asn

Ile

Phe

Phe

Phe

130

Asp

val

Thr

Gln

Gly

210

val

<210> 53

<211> 541

Leu

Phe

35

Gly

Thr

Ile

Arg

Gln

115

Pro

Gly

Gly

Ser

Gln

195

Gly

Lys

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Thr

20

Gly

Thr

Thr

Arg

Glu

100

Thr

Ser

Gln

Ile

Val

180

Trp

His

Glu

Asn

Pro

Leu

Thr

Met

Pro

Lys

Ser

Cys

His

165

Pro

Val

Lys

Ala

Glu

Phe

Leu

Leu

70

Pro

Gln

Ser

Asp

Gly

150

Ser

Lys

Ser

Val

Thr
230

Ser

Ile

Val

55

Gln

Lys

Arg

Met

Gly

135

Ser

Ala

Asn

Gly

Phe

215

Gln

Asp

Ile

40

Gln

Gln

Asp

Glu

Ser

120

Ile

Pro

Ser

Phe

Trp

200

Met

Leu
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Gly

25

Thr

Ser

His

Phe

Glu

105

Ser

Phe

Leu

Asn

Met

185

Arg

Ser

Met

His

Asn

Leu

Leu

Pro

90

Arg

Met

Trp

val

Phe

170

Glu

Leu

Lys

Asn

Thr

Lys

His

Ile

75

Pro

Ile

Val

Lys

Ser

155

Thr

Leu

Asn

Pro

Glu
235

99

Thr

His

Gly

Asp

Phe

Cys

Ser

His

140

Thr

Asn

Leu

Ala

Glu

220

Leu

Ser

Leu

45

val

Gly

Pro

Leu

Asp

125

Trp

Arg

Thr

Thr

Asp

205

Glu

val

Leu

30

Phe

Phe

Arg

Gln

Val

110

Thr

Ile

Asp

Asn

Asn

1390

Ser

Pro

Tyr

Tyr

Arg

Lys

Asp

Lys

95

Thr

Ser

Gln

Gly

Asn

175

Gln

Vval

Phe

Ser

Gly

Arg

Val

Met

80

Leu

Thr

Cys

Thr

Phe

160

Tyr

Glu

Leu

Gln

Gln
240



<220>
=223> dominio FAPT0-5H2 fusionado con una secuencia de proteasa del TEY

00>

33

Mat Pro Asp

1

Arg

Lau

Ser

Lau

65

Ala

Asn

Gly

Gln

Gln

145

Lau

Lys

Glu
225

Ala

Fhe

Leau

50

Asn

Glu

Leu

Val

Thr

130

Ala

Fro

Ty

Glu

His

210

Gly

Glu

Leau

35

Val

Gly

Lau

Arg

Fhe
115

Trp

Fro

Trp

Ser

Gln

155

Tyr

The

Fro

Ala

20

His

Thr

Cys

Lys

100

hsp

Lys

Gln

Ty

Gly

180

Gly

Lys

Glu

Tyr

Glu

Fro

Cys

Val

His

165

Ala

Thr

Ila

Pha

Ala

Glu

Gln

Val

Ala

70

Fha

Cys

Glu

Glu

150

Sar

Gln

Tyr

Sar

Asp
230

His

His

Cys

Ila

Tyr

Asn

Gly

135

Lys

Ser

Thr

Ala

Gln

215

Thr
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Leu

Leu

Leu

40

Fhe

Ala

Ser

Arg

Asp

120

Glu

Leau

L

Asp

Leu

200

Asp

Fro

Lys

25

Arg

His

Gly

Arg

Fro

105

Ala

Ala

Ila

Thz

Gly

185

Sar

Lys

Trp

Fhea
i0

Leau

Sar

Gly

Asp

Ser

Mat

Lau

Ala

Arg

170

Lys

Lau

hAla

Gln

Fha

Ala

Lau

Fhae

Lys

15

Fro

Gly

Val

Glu

Thr

155

Glu

Fhe

Ila

Gly

Lau
235

100

Tyr

Gly

Gly

Fro

&0

Ala

Asp

Leu

Arg

Gln

140

Thr

Glu

Lau

Tyr

Lys

220

Val

Gly

Mat

Gly

45

Ile

His

Gly

Glu

Asp

125

Ala

Ala

Ala

Lau

Gly

205

Ty

Glu

Sar

Ala

30

Tyr

Glu

Cys

Fro

110

Tyr

Ila

His

Glu

Lys

Cys

Tyr

Ila
15

Asp

Val

Gly

Pro

Gln

Val

Ila

Glu

175

Pro

Thr

Ila

Lazia

Ser

Gly

Lau

Gln

Fro

80

Cys

Fro

Ser

160

Ly=

Val

Pro

Lys
240
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Leu Lys Ala Asp Gly Leu Ile Tyr Cys Leu Lys Glu Ala Cys Pro Asn
245 250 255

Ser Ser Ala Ser Asn Ala Ser Gly Ala Ala Ala Pro Thr Leu Pro Ala
260 265 270

His Pro Ser Thr Leu Thr His Pro Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
275 280 285

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Leu Phe
290 295 300

Lys Gly Pro Arg Asp Tyr Asn Pro Ile Ser Ser Thr Ile Cys His Leu
305 310 315 320

Thr Asn Glu Ser Asp Gly His Thr Thr Ser Leu Tyr Gly Ile Gly Phe
325 330 335

Gly Pro Phe Ile Ile Thr Asn Lys His Leu Phe Arg Arg Asn Asn Gly
340 345 350

Thr Leu Leu Val Gln Ser Leu His Gly Val Phe Lys Val Lys Asn Thr
355 360 365

Thr Thr Leu Gln Gln His Leu Ile Asp Gly Arg Asp Met Ile Ile Ile
370 375 380

Arg Met Pro Lys Asp Phe Pro Pro Phe Pro Gln Lys Leu Lys Phe Arg
385 390 395 400

Glu Pro Gln Arg Glu Glu Arg Ile Cys Leu Val Thr Thr Asn Phe Gln
405 410 415

Thr Lys Ser Met Ser Ser Met Val Ser Asp Thr Ser Cys Thr Phe Pro
420 425 430

Ser Ser Asp Gly Ile Phe Trp Lys His Trp Ile Gln Thr Lys Asp Gly
435 440 445

Gln Cys Gly Ser Pro Leu Val Ser Thr Arg Asp Gly Phe Ile Val Gly
450 455 460

Ile His Ser Ala Ser Asn Phe Thr Asn Thr Asn Asn Tyr Phe Thr Ser
465 470 475 480

Val Pro Lys Asn Phe Met Glu Leu Leu Thr Asn Gln Glu Ala Gln Gln
485 4390 495

Trp Val Ser Gly Trp Arg Leu Asn Ala Asp Ser Val Leu Trp Gly Gly
500 505 510

His Lys Val Phe Met Ser Lys Pro Glu Glu Pro Phe Gln Pro Val Lys
515 520 525

Glu Ala Thr Gln Leu Met Asn Glu Leu Val Tyr Ser Gln
530 535 540
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<210> 54

<211> 460

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio PTPN6-SH2 fusionado con una secuencia de proteasa del TEV

<400> 54

Met

1

Leu

Arg

Val

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu

Phe
145

Val

Leu

Lys

Thr

50

Gly

Gln

Tyr

His

Pro

130

val

Arg

Lys

Asn

35

His

Glu

Gln

Pro

Met

115

Trp

Leu

Trp

Gly

20

Gln

Ile

Lys

Gly

Leu

100

Ser

Thr

Ser

Phe

Arg

Gly

Arg

Phe

Val

85

Asn

Gly

Phe

Val

His

Gly

Asp

Ile

Ala

70

Leu

Cys

Gly

Leu

Leu
150

Arg

vVal

Phe

Gln

55

Thr

Gln

Ser

Gln

Val

135

Ser

Asp

His

Ser

40

Asn

Leu

Asp

Asp

Ala

120

Arg

Asp

ES 2791 338 T3

Leu

Gly

25

Leu

Ser

Thr

Arg

Pro

105

Glu

Glu

Gln

Ser

10

Ser

Ser

Gly

Glu

Asp

90

Thr

Thr

Ser

Pro

Gly

Phe

Val

Asp

Leu

75

Gly

Ser

Leu

Leu

Lys
155

102

Leu

Leu

Arg

Phe

60

val

Thr

Glu

Leu

Ser

140

Ala

Asp

Ala

Val

45

Tyr

Glu

Ile

Arg

Gln

125

Gln

Gly

Ala

Arg

Gly

Asp

Tyr

Ile

Trp

110

Ala

Pro

Pro

Glu

15

Pro

Asp

Leu

Tyr

His

95

Tyr

Lys

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

Tyr

Thr

80

Leu

His

Gly

Asp

Ser
160
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Pro Leu Arg Val Thr His Ile Lys Val Met Cys Glu Gly Gly Arg Tyr
165 170 175

Thr Val Gly Gly Leu Glu Thr Phe Asp Ser Leu Thr Asp Leu Val Glu
180 185 190

His Phe Lys Lys Thr Gly Ile Glu Glu Ala Ser Gly Ala Phe Val Tyr
195 200 205

Leu Arg Gln Pro Tyr Tyr Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Leu Phe Lys
210 215 220

Gly Pro Arg Asp Tyr Asn Pro Ile Ser Ser Thr Ile Cys His Leu Thr
225 230 235 240

Asn Glu Ser Asp Gly His Thr Thr Ser Leu Tyr Gly Ile Gly Phe Gly
245 250 255

Pro Phe Ile Ile Thr Asn Lys His Leu Phe Arg Arg Asn Asn Gly Thr
260 265 270

Leu Leu Val Gln Ser Leu His Gly Val Phe Lys Val Lys Asn Thr Thr
275 280 285

Thr Leu Gln Gln His Leu Ile Asp Gly Arg Asp Met Ile Ile Ile Arg
290 295 300

Met Pro Lys Asp Phe Pro Pro Phe Pro Gln Lys Leu Lys Phe Arg Glu
305 310 315 320

Pro Gln Arg Glu Glu Arg Ile Cys Leu Val Thr Thr Asn Phe Gln Thr
325 330 335

Lys Ser Met Ser Ser Met Val Ser Asp Thr Ser Cys Thr Phe Pro Ser
340 345 350

Ser Asp Gly Ile Phe Trp Lys His Trp Ile Gln Thr Lys Asp Gly Gln
355 360 365

Cys Gly Ser Pro Leu Val Ser Thr Arg Asp Gly Phe Ile Val Gly Ile
370 375 380

His Ser Ala Ser Asn Phe Thr Asn Thr Asn Asn Tyr Phe Thr Ser Val
385 390 395 400

Pro Lys Asn Phe Met Glu Leu Leu Thr Asn Gln Glu Ala Gln Gln Trp
405 410 415
Val Ser Gly Trp Arg Leu Asn Ala Asp Ser Val Leu Trp Gly Gly His
420 425 430

Lys Val Phe Met Ser Lys Pro Glu Glu Pro Phe Gln Pro Val Lys Glu
435 440 445

Ala Thr Gln Leu Met Asn Glu Leu Val Tyr Ser Gln
450 455 460
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<210> 55

<211>438

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> factor de transcripcion anclado a membrana

<400> 55

Met

1

Asp

Gly

Thr

Asn

65

Pro

Glu

Asp

Leu

His
145

Gly

His

Gly

Asn

50

Pro

Thr

Ala

Phe

Leu

130

Arg

Thr

Ala

Gly

35

Val

Ser

Pro

Cys

Ala

115

Leu

Arg

Ser

Asp

20

Ser

Ser

Leu

Ala

Arg

100

Cys

Phe

Arg

Leu

Ala

Glu

Pro

Cys

Pro

85

Pro

Asp

Ile

Gln

Leu

Cys

Leu

Ala

Ser

70

Thr

Ala

Met

Gly

Ala
150

Cys

Pro

Pro

Lys

55

Gly

Ile

Ala

Ala

Leu

135

Glu

Trp

Tyr

Thr

40

Pro

Gly

Ala

Gly

Leu

120

Gly

Arg

ES 2791 338 T3

Met

Ser

25

Gln

Thr

Gly

Ser

Gly

105

Ile

Ile

Met

Ala

10

Asn

Gly

Thr

Gly

Gln

90

Ala

val

Phe

Ala

Leu

Pro

Thr

Thr

Ser

75

Pro

Val

Leu

Phe

Gln
155

104

Cys

Ser

Phe

Ala

60

Pro

Leu

His

Gly

Cys

140

Ile

Leu

Leu

Ser

45

Cys

Ala

Ser

Thr

Gly

125

Val

Lys

Leu

Cys

30

Asn

Pro

Pro

Leu

Arg

110

val

Arg

Arg

Gly

15

Ser

Val

Tyr

Arg

Arg

95

Gly

Ala

Cys

val

Ala

Gly

Ser

Ser

Pro

80

Pro

Leu

Gly

Arg

Val
160
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Ser Glu Lys Lys Thr Ala Gln Ala Pro His Arg Phe Gln Lys Thr Cys
165 170 175

Ser Pro Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Met
180 185 190

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

Asp Glu Leu His Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp
210 215 220

Ala Leu Asp Asp Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro
225 230 235 240

Gly Pro Gly Phe Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp
245 250 255

Met Ala Asp Phe Glu Phe Glu Gln Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly Ile
260 265 270

Asp Glu Tyr Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Met Gln Ile Leu Val Ala
275 280 285

Ser Asp Ala Thr Met Lys Leu Leu Ser Ser Ile Glu Gln Ala Cys Asp
290 295 300

Ile Cys Arg Leu Lys Lys Leu Lys Cys Ser Lys Glu Lys Pro Lys Cys
305 310 315 320

Ala Lys Cys Leu Lys Asn Asn Trp Glu Cys Arg Tyr Ser Pro Lys Thr
325 330 335

Lys Arg Ser Pro Leu Thr Arg Ala His Leu Thr Glu Val Glu Ser Arg
340 345 350

Leu Glu Arg Leu Glu Gln Leu Phe Leu Leu Ile Phe Pro Arg Glu Asp
355 360 365

Leu Asp Met Ile Leu Lys Met Asp Ser Leu Gln Asp Ile Lys Ala Leu
370 375 380

Leu Thr Gly Leu Phe Val Gln Asp Asn Val Asn Lys Asp Ala Val Thr
385 390 395 400

Asp Arg Leu Ala Ser Val Glu Thr Asp Met Pro Leu Thr Leu Arg Gln
405 410 415
His Arg Ile Ser Ala Thr Ser Ser Ser Glu Glu Ser Ser Asn Lys Gly
420 425 430
Gln Arg Gln Leu Thr Val
435

<210> 56
<211> 438

105



10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> receptor diana

<400> 56

Met

1

Asp

Ala

Ile

Lys

65

Arg

Ser

Asn

Ser

Gly

145

Gly

Ala

Ala

Ser

Tyr

50

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

130

Gly

Leu

Vval

Arg

Val

35

Phe

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Gly

Gly

Val

Pro

Cys

20

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

100

Leu

Gly

Gly

Gln

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Gly

Ser

Pro
165

Gln

Ile

Arg

Val

Asp

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Arg

150

Gly

val

Gln

Val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

Gly

135

Ser

Gly

Leu

Met

Thr

40

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gln

120

Gly

Glu

Ser

ES 2791 338 T3

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

105

Gly

Gly

Val

Leu

Leu

10

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

90

Tyr

Thr

Gly

Gln

Arg
170

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala

75

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Leu

155

Leu

106

Leu

Pro

Arg

Pro

60

Asp

Thr

Cys

Leu

Gly

140

val

Ser

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Gly

Glu

Cys

Trp

Ser

30

Ser

Lys

val

Thr

His

110

Ile

Gly

Ser

Ala

Leu

15

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

95

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ala
175

Thr

Ser

Asp

Pro

Ser

80

Ser

Lys

Arg

Ser

Gly

160

Ser
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Gly Phe Thr Leu Ser Asn Tyr Gly Met His Trp Ile Arg Gln Ala Pro
180 185 190

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ser Ile Ser Leu Asn Gly Gly Ser
195 200 205

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

Asn Ala Lys Ser Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
225 230 235 240

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Gln Asp Ala Tyr Thr Gly Gly
245 250 255

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

Asp Pro Ala Thr Thr Thr Lys Pro Val Leu Arg Thr Pro Ser Pro Val
275 280 285

His Pro Thr Gly Thr Ser Gln Pro Gln Arg Pro Glu Asp Cys Arg Pro
290 295 300

Arg Gly Ser Val Lys Gly Thr Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyr
305 310 315 320

Val Gly Val Val Gly Gly Leu Leu Gly Ser Leu Val Leu Leu Val Trp
325 330 335

Val Leu Ala Val Ile Cys Ser Arg Ala Ala Arg Gly Thr Ile Gly Ala
340 345 350

Arg Arg Thr Gly Gln Pro Leu Lys Glu Asp Pro Ser Ala Val Pro Val
355 360 365

Phe Ser Val Asp Tyr Gly Glu Leu Asp Phe Gln Trp Arg Glu Lys Thr
370 375 380

Pro Glu Pro Pro Val Pro Cys Val Pro Glu Gln Thr Glu Tyr Ala Thr
385 390 395 400

Ile Val Phe Pro Ser Gly Met Gly Thr Ser Ser Pro Ala Arg Arg Gly
405 410 415

Ser Ala Asp Gly Pro Arg Ser Ala Gln Pro Leu Arg Pro Glu Asp Gly
420 425 430

His Cys Ser Trp Pro Leu
435

<210> 57

<211> 509

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> receptor que contiene un RAQ contra CD29 con un endodominio escindible

107



<400> 57

Met

1

His

Ser

Asp

Val

65

Ser

Ser

Asn

Lys

Ser

145

Leu

Val

Ser

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Ala

130

Gly

val

Ser

Leu

Ala

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Gly

Ala

Leu

Pro

Arg

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gly

Pro

Pro
180

vVal

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Gly

Gly

Ser

165

Asp

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Gln

Tyr

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Ser

135

Glu

Ser

Gly

Leu

Gln

Val
40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

val

Leu

val
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Leu

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Lys

Ser

Ser
185

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Gly

Leu

val

170

Trp

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gly

Gln

155

Thr

Ile

108

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Ser

140

Glu

Cys

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Ser

Thr

Gln

Leu

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Gly

Val

Pro
130

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Val

Thr

95

Gln

Ile

Gly

Pro

Ser

175

Pro

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Gly

Gly

160

Gly

Arg



Lys

Tyr

Lys

225

Ala

Met

Thr

Ser

Gly

305

val

Thr

Gln

Thr

Gly

385

Phe

Leu

Asp

Gly

Asn

210

Ser

Ile

Asp

Thr

Gln

290

Ala

Leu

val

Ala

Ala

370

Gly

Ser

Tyr

Lys

Leu

195

Ser

Gln

Tyr

Tyr

Thr

275

Pro

Val

val

Ala

Glu

355

Gln

Gly

Arg

Asn

Arg

Glu

Ala

Val

Tyr

Trp

260

Pro

Leu

His

vVal

Phe

340

Arg

Ala

Gly

Ser

Glu

420

Arg

Trp

Leu

Phe

Cys

245

Gly

Ala

Ser

Thr

val

325

Ile

Met

Pro

Ser

Ala

405

Leu

Gly

Leu

Lys

Leu

230

Ala

Gln

Pro

Leu

Arg

310

Gly

Ile

Ala

His

Glu

330

Asp

Asn

Arg

Gly

Ser

215

Lys

Lys

Gly

Arg

Arg

295

Gly

Gly

Phe

Gln

Arg

375

Asn

Ala

Leu

Asp

val

200

Arg

Met

His

Thr

Pro

280

Pro

Leu

val

Trp

Ile

360

Phe

Leu

Pro

Gly

Pro
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Ile

Leu

Asn

Tyr

Ser

265

Pro

Glu

Asp

Leu

Val

345

Lys

Gln

Tyr

Ala

Arg

425

Glu

Trp

Thr

Ser

Tyr

250

val

Thr

Ala

Phe

Ala

330

Arg

Arg

Lys

Phe

Tyr

410

Arg

Met

Gly

Ile

Leu

235

Tyr

Thr

Pro

Cys

Ala

315

Cys

Cys

vVal

Thr

Gln

395

Gln

Glu

Gly

Ser

Ile

220

Gln

Gly

val

Ala

Arg

300

Cys

Tyr

Arg

Val

Cys

380

Met

Gln

Glu

Gly

109

Glu

205

Lys

Thr

Gly

Ser

Pro

285

Pro

Asp

Ser

His

Ser

365

Ser

Arg

Gly

Tyr

Lys

Thr

Asp

Asp

Ser

Ser

270

Thr

Ala

Ile

Leu

Arg

350

Glu

Pro

Arg

Gln

Asp

430

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr

255

Asp

Ile

Ala

Phe

Leu

335

Arg

Lys

Ile

Val

Asn

415

val

Arg

Tyr

Ser

Thr

240

Ala

Pro

Ala

Gly

Trp

320

val

Arg

Lys

Ser

Lys

400

Gln

Leu

Arg
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15
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435 440 445

Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met
450 455 460

Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly
465 470 475 480

Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp
485 490 495

Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
500 505

<210> 58

<211> 827

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> receptor que contiene un RA1 contra CD19 con un endodominio CD3-zeta y un endodominio de CD148
escindible

<400> 58

Met Ser Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu
20 25 30

Ser Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln
35 40 45

Asp Ile Ser Lys Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr
50 55 60

Val Lys Leu Leu Ile Tyr His Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Asn Leu Glu Gln Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly
100 105 110

Asn Thr Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Thr
115 120 125

Lys Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

110



Ser

145

Leu

val

Lys

Tyr

Lys

225

Ala

Met

Thr

Ser

Gly

305

Val

Thr

Ser

Glu

130

Gly

Vval

Ser

Gly

Asn

210

Ser

Ile

Asp

Thr

Gln

290

Ala

Leu

Val

Ala

Leu
370

Gly

Ala

Leu

Leu

195

Ser

Gln

Tyr

Tyr

Thr

275

Pro

val

Val

Ala

Asp

355

Asn

Gly

Pro

Pro

180

Glu

Ala

val

Tyr

Trp

260

Pro

Leu

His

Val

Phe

340

Ala

Leu

Gly

Ser

165

Asp

Trp

Leu

Phe

Cys

245

Gly

Ala

Ser

Thr

Val

325

Ile

Pro

Gly

Ser

150

Gln

Tyr

Leu

Lys

Leu

230

Ala

Gln

Pro

Leu

Arg

310

Gly

Ile

Ala

Arg

135

Glu

Ser

Gly

Gly

Ser

215

Lys

Lys

Gly

Arg

Arg

295

Gly

Gly

Phe

Tyr

Arg
375

Val

Leu

Val

vVal

200

Arg

Met

His

Thr

Pro

280

Pro

Leu

val

Trp

Gln

360

Glu

ES 2791 338 T3

Lys

Ser

Ser

185

Ile

Leu

Asn

Tyr

Ser

265

Pro

Glu

Asp

Leu

Val

345

Gln

Glu

Leu

Val

170

Trp

Trp

Thr

Ser

Tyr

250

val

Thr

Ala

Phe

Ala

330

Arg

Gly

Tyr

Gln

155

Thr

Ile

Gly

Ile

Leu

235

Tyr

Thr

Pro

Cys

Ala

315

Cys

Arg

Gln

Asp

111

140

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

220

Gln

Gly

VvVal

Ala

Arg

300

Cys

Tyr

val

Asn

Val
380

Ser

Thr

Gln

Glu

205

Lys

Thr

Gly

Ser

Pro

285

Pro

Asp

Ser

Lys

Gln

365

Leu

Gly

Val

Pro

190

Thr

Asp

Asp

Ser

Ser

270

Thr

Ala

Ile

Leu

Phe

350

Leu

Asp

Pro

Ser

175

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr

255

Asp

Ile

Ala

Phe

Leu

335

Ser

Tyr

Lys

Gly

160

Gly

Arg

Tyr

Ser

Thr

240

Ala

Pro

Ala

Gly

Trp

320

Val

Arg

Asn

Arg



Arg

385

Gln

Tyr

Asp

Ala

Met

465

Gly

Glu

Val

Cys

Gln

545

Tyr

Gln

Tyr

Thr

Ile
625

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu

450

Ala

Gly

val

Glu

Gly

530

Pro

Asn

Thr

His

Leu

610

Ile

Arg

Gly

Glu

Leu

435

His

Val

Phe

Ser

Asn

515

Phe

Lys

Asn

His

Ser

595

Lys

Met

Asp

Leu

Ile

420

Tyr

Met

Phe

Ile

Phe

500

Phe

Ala

Tyr

val

Ser

580

Lys

Asp

Leu

Pro

Tyr

405

Gly

Gln

Gln

Gly

Phe

485

Ser

Glu

Glu

Ala

Leu

565

Thr

Lys

Phe

Thr

Glu

390

Asn

Met

Gly

Ala

Cys

470

Trp

Gln

Ala

Glu

Ala

550

Pro

Asp

Asp

Trp

Lys
630

Met

Glu

Lys

Leu

Leu

455

Ile

Arg

Ile

Tyr

Tyr

535

Glu

Tyr

Asp

Phe

Arg

615

Cys

Gly

Leu

Gly

Ser

440

Pro

Phe

Lys

Lys

Phe

520

Glu

Leu

Asp

Tyr

Ile

600

Met

val
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Gly

Gln

Glu

425

Thr

Pro

Gly

Lys

Pro

505

Lys

Asp

Ala

Ile

Ile

585

Ala

val

Glu

Lys

Lys

410

Arg

Ala

Arg

Ala

Arg

490

Lys

Lys

Leu

Glu

Ser

570

Asn

Thr

Trp

Gln

Pro

395

Asp

Arg

Thr

Glu

Leu

475

Lys

Lys

Gln

Lys

Asn

555

Arg

Ala

Gln

Glu

Gly
635

Arg

Lys

Arg

Lys

Asn

460

Val

Asp

Ser

Gln

Leu
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515 520

525

Phe Thr Ala Gln Met Ile Thr Ile Thr Pro Pro Asp Gln Asp Asp Ser

530 535
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Met Glu Cys Val Asp Ser Glu Arg Arg Pro His Phe Pro Gln Phe Ser
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<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ITIM conservado

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser Ser, lle, Val o Leu

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser lle, Val o Leu
<400> 63

Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa
1 5
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REIVINDICACIONES

Células que comprende un receptor de antigeno quimérico (RAQ) y una proteina truncada que comprende
un dominio SH2 de una proteina que se une a un motivo de inhibiciéon de inmunorreceptor a base de tirosinas
(ITIM) fosforilado pero que no presenta un dominio de fosfatasa.

Célula segun la reivindicacion 1, en la que la proteina truncada comprende el dominio SH2 de PTPNG6 pero
no presenta el dominio de fosfatasa de PTPNG6.

Célula segun la reivindicacion 1, en la que la proteina truncada comprende el dominio SH2 de SHP-2 pero
no presenta el dominio de fosfatasa de SHP-2.

Célula segun la reivindicacién 1, en la que la proteina truncada comprende la secuencia mostrada en SEC
ID n° 6 0 una o ambas secuencias mostradas en SEC ID n°7 y n° 8.

Célula segun la reivindicacién 1, en la que la proteina truncada comprende o consiste en la secuencia
mostrada en SEC ID n° 10, n°® 11 o n® 12.

Constructo de acidos nucleicos que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
truncada segun se define en cualquiera de las reivindicaciones anteriores y una secuencia de acido nucleico
codificante de un receptor de antigeno quimeérico.

Vector que comprende un constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6.

Conjunto de vectores que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina truncada
segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y una secuencia de acido nucleico codificante de
un receptor de antigeno quimérico.

Composicion farmacéutica que comprende una pluralidad de células segun cualquiera de las reivindicaciones
1ab.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, para la utilizacion en el tratamiento y/o la prevencion de
una enfermedad.

Composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 10, en la que el método de tratamiento
y/o prevencién comprende las etapas siguientes:

(i) provisién de una muestra que contiene células a partir de un sujeto,

(ii) transduccion o transfeccion de las células con un constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion
6, un vector segun la reivindicacion 7 o conjunto de vectores segun la reivindicacion 8, y

(iii) administracion de las células de (ii) en el sujeto.

Composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 10 o 11, en la que dicha enfermedad es
cancer.

Método para producir una célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende la etapa de
introducir: un constructo de acidos nucleicos segun la reivindicacion 6, un vector segun la reivindicacion 7 o
un conjunto de vectores segun la reivindicacion 8, en la célula ex vivo.

Método segun la reivindicacion 13, en el que la célula es de una muestra aislada a partir de un sujeto.
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>dZAP_SH2 (SECID n° 2)

MR~ dominio SH2 de PTPN6

>7AP_SH2-PTPNG (SEC ID n° 30)

MVE - dominio SH2 de PTPN6
5GG - Conector



ES 2791 338 T3

DPE-ZAP70 quinasa
SZETA-ZAP (SEC ID ne 14)

MRE - endodominio CD3Zeta
5GG - Conector

......

5GG - Conector
MVEi- PTPNG de longitud completa

>(D28-Z4P (SEC ID n°® 40)

AP

DKA

YRDNLLIA

FIG. 14 (continuacién)
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%1RS - endodominio de CD28
SGG Conector

VKR - endodominio de 41BB
SGG Conector

FIG. 14 (continuacion)
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SGG - Conector
VR -extremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPNG

>41B8-PTPNG_SH2 (SEC ID n° 44)

_____________________________________________________________

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

SGG ~Conector
VR - extremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPNG

>OX40-PTPNG_SH2 (SEC ID ne 45)

,,,,,,

______

SGG - Conector
VR - extremo aminoterminal de dominio SH2 de PTPNG

>ZAP_SH2-AKT (SEC ID n® 47)

i@RLPFVNQDHEKLFELELMEEERFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDAKEIMQE—ERFFAGIVWQ;

Y YEKKLSPPFKPQVISETDTRYFDEEFTAQMITITRPDGDDSMECYDSERRPHFPOFSYSASGTA

IAER - quinasa AKT

>ZAP SH2-1-AKT(SEC ID n° 48)
fusionado mediante un conector
MPDPAAHL FFYGSISRAEAEEHLKLAGMADGLFLERQCLRSLGGYVESLVHDVRFHHFPIERQLNGTYAE

nnnnnnnnnnnnnnnnnn MmN E AR e NN AR YR E T NN A NN YA r NN EnE TS N NNNEYEN N ENENENEN MM RN NN AN E AR EAFA A NN AN E YRS E AR e AR Y

FIG. 14 (continuacion)
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SVPLE - dominio SH2 de ZAP70
SGG - Conector
IAEE - dominio de quinasa AKT

>ZAPnf-AKT (SEC ID n° 49)

bVYEKKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAGMITITPPDODDSMECYDSERRPHEPQFSYSASGTA

MPD - ZAP70 mutado para ser no funcional
JAER - quinasa AKT

>ZAP_SH2-TEV (SEC ID n° 53)

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm 5

1SCTERSSDGIPWKHWIATKDGOCGSPLYSTRDGEIVGIHSASNE TNTNNYFTSYRKNFMELLTNQEAQ

0]

B e T T T e R e e T e S o o . s i amms =

QWYSGWRLNADSVLWGGHKVEMSKPEEPFOQPVKEATQLMNELVYSQ!

MPD -dominio SH2 de ZAP70
SLR- proteasa del TEV

>PTPNG_SH2-TEV (SEC ID n® 54)

EATL?ELVEYYTQ_QQGVE_QGRDGTEEHLK‘{'PLNCSDPTSERWYHGHMSGGQAETLLQAKGEPMFLVRE?

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu A R N N A R S A N N S SN SN RS SR RS SR RERE S B R R RSS2 R ARY
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

FIG. 14 (continuacion)
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nnnnnn

GG - Conector
KLA- proteasa del TEV

>ROR8-CD4Atm-Endox1-tevs-vP16-GAL4 (SEC ID n° 55)

e x = cxxmn

MGE - dominio RQR8

CR - CD4tm
5GG - Conector

MAV- anti-CD33
TTT- tallo de CD8alfa de raton

------

~~~~~~

>aC019-CDBSTK_h-CD28tm-Endox1-tevS-Z (SEC ID n° 57)
RAQ contra CD19 con endodominio Zeta escindible

P e o s ] S 3 o i 2 S P 3 e B B 1 e 3 e e Pt P A s 8 e % a3 i 1 S . e i e 3 et P 4 e P 7 s i g

MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIOMTQTTSSLSASL GDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIVHT

,m—.-.-...m.-.—.m-m”m-"m”_.-—--.m..”--......-.m-.”..—.-wmv-m--m--mw-.—..r..-...-..mm.--m,-w"mwn—mnm.mm”m!

PRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCOQOGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGEESEG

R i g gy e g gyt g e g e i gy g g i gyl

FIG. 14 (continuacion)
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ISt~ anti-CD19

- Endox1

ENU- sitio de reconocimiento de TEV

RRV{~ endodominio CD3 zeta

>aC019-CD8STK_h-CD28tmZ-tevS-CD148endo (SEC ID n® 56)

RAQ contra CD19 con endodominio Zeta y dominio catalitico de CD148 escindible

{4 AR A T S B 8 B T M N A R N AR T AR R AU 1 A R RS I A ) ASA M A W S (A S M AN 1 e SRAN 7R Snan 0 Ranan e i i

YNNVLPYDISRYKLSVATHSTDRYINANYMPGYHSKKDFHATQGPLPNTLKDFWRMVYWEKNVYALIMLT]
KCVEQGRTKCEEYWPSKOQAQDYGDITVAMTSEIVEPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLROFHFTSWPDHGY,
PDTTDLLINFRYLVRDYNMKQSPPESPILYHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHRPY
MYQTEDQYVFLNQCVEDIVRSQKDSKYDLIYONTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

BViSL- anti-CD19

= mmen 3 0 ek 2 6 o B e e i e 3 e 3 s 03 £ s £ i S © R = g E—

IFHGHLSGKEAEKITTE
RS LVRES S HP GOV LS VR T GDEK L SNDTRS RCOELRYDVOGGERFD
SUTDLVERYERNPMVETCG TV QLROPINTTRINPNSSASNASGAAAPTL PAHPSTL THE

3 DTLNSQG\{TPEPAREISPDKPRF}MPMWWWSW‘EEWDRRWKRW%FM el
NGOV Ry ¥ RVIRR A VARV LK | ERAD T EENMMREAGIMEGL VRLIGVLOA

ALMLYMEMAGGGELHKFLVGKREEIPY SNVAELLHQYSMGMKYLEEKNFVHRDLAARNYLL

VNRHYAKISDFGL SKALGADDSY Y TARSAGKWPLKWYAPECINFRKESSREDVIWSYGVTIA

%}.%%‘;%ﬁ?ﬁﬁéEGEE\LM&EEEQ@E&ME.QEEEQ%EH&LMEQQWWK@@PEE@E LTV
b

SWFH - Primer dominio SH2 de SHP-2

2\ j- Conector
{14 - ZAP-70 proteina quinasa

GEREATLAELVOY YMEHHGULKERNGOVIELKY PLNCADPTOERWEHGHL SGREAERLTTE
KGKAGSELVRESQSHPCDFVESVRTGDDKGESNDGKSRV T HVMIRCOELKYDVGCGERF I

FIG. 14 (continuacion)
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SLTDLVEHYRRNPMYE ILGTY QLKQPL%HWE?WWQTK?KW EYLKLLG

G 1 FGKVILVKERATGRY YAMKILKKEVIVARDEVAHTL T ENRVIONSRHAPFL TALKYSFQTHD
RLUFVMEYANGGELFFHLORERVESEDRARFYGAEIVSALD Y LHSEKNVVYRDLKLENLMLDY
KDGHIKITDRGL CKE\;EKDGATMKTFGGT?EYLAPE\;’LEDNQYGRA\JDV\’V\!’&;LGV\’MYEMM

ﬁﬁ“ Conector
FEY]- AKT proteina quinasa
III Conector

FIG. 14 (continuacion)
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FIG. 15
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