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DESCRIPCION

Células genéticamente modificadas que comprenden un gen de region constante alfa del receptor de linfocitos T
humano modificado

Campo de la invencién

La invencion se refiere a los campos de la oncologia, inmunoterapia contra el cancer, biologia molecular y tecnologia
de acido nucleico recombinante. En particular, la invencion se refiere a una célula genéticamente modificada que
comprende en su genoma un gen de region constante alfa del receptor de linfocitos T humano modificado, en el que
la célula tiene una expresion reducida de la superficie celular del receptor de linfocitos T enddégeno. La invencion se
refiere ademas a procedimientos para producir dicha célula genéticamente modificada, y a procedimientos para usar
dicha célula para tratar una enfermedad, incluido el cancer, en un sujeto.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia adoptiva de linfocitos T es un enfoque prometedor para el tratamiento del cancer. Esta estrategia
utiliza linfocitos T humanos aislados que se han modificado genéticamente para mejorar su especificidad para un
antigeno asociado a un tumor especifico. La modificacién genética puede implicar la expresion de un receptor de
antigeno quimérico o un receptor de linfocitos T exégeno para injertar especificidad de antigeno en el linfocito T. A
diferencia de los receptores de linfocitos T exdgenos, los receptores de antigeno quiméricos obtienen su especificidad
de los dominios variables de un anticuerpo monoclonal. Por lo tanto, los linfocitos T que expresan receptores de
antigeno quimérico (linfocitos T con CAR) inducen inmunorreactividad tumoral en un complejo principal de
histocompatibilidad de manera no restringida. Hasta la fecha, la inmunoterapia adoptiva de linfocitos T se ha utilizado
como terapia clinica para varios tipos de canceres, incluyendo neoplasias de linfocitos B (por ejemplo, leucemia
linfoblastica aguda (ALL), linfoma no Hodgkin (LNH) de linfocitos B y leucemia linfocitica crénica), mieloma multiple,
neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cancer de ovario, mesotelioma, melanoma y cancer de pancreas.

A pesar de su posible utilidad como tratamiento contra el cancer, la inmunoterapia adoptiva con linfocitos T con CAR
se ha limitado, en parte, por la expresion del receptor endégeno de linfocitos T en la superficie celular. Los linfocitos T
con CAR que expresan un receptor enddgeno de linfocitos T pueden reconocer antigenos de histocompatibilidad
mayor y menor después de la administracién a un paciente alogénico, lo que puede llevar al desarrollo de la
enfermedad de injerto contra huésped (EICH). Como resultado, los ensayos clinicos se han centrado en gran medida
en el uso de linfocitos T con CAR autdlogos, en los que los linfocitos T de un paciente se aislan, se modifican
genéticamente para incorporar un receptor de antigeno quimérico, y luego se reinfunden en el mismo paciente. Una
estrategia autéloga proporciona tolerancia inmunitaria a los linfocitos T con CAR administrados; sin embargo, este
enfoque esta limitado tanto por el tiempo como por los gastos necesarios para producir linfocitos T con CAR especificos
del paciente después de que se diagnostica el cancer de un paciente.

Por lo tanto, seria ventajoso desarrollar linfocitos T con CAR "listos para usar", preparados usando linfocitos T de un
donante externo, que han reducido la expresion del receptor endoégeno de linfocitos T y no inician EICH tras la
administracion. Dichos productos se podrian generar y validar antes del diagnédstico, y podrian ponerse a disposicion
de los pacientes tan pronto como sea necesario. Por lo tanto, existe una necesidad para el desarrollo de linfocitos T
con CAR alogénicos que carecen de un receptor endoégeno de linfocitos T para prevenir la aparicion de EICH.

La modificacion genética del ADN gendmico se puede realizar utilizando endonucleasas especificas de sitio, con sitio
de reconocimiento poco frecuente, que estan disefiadas para reconocer secuencias de ADN en el locus de interés.
Los procedimientos para producir endonucleasas especificas del sitio disefiadas genéticamente se conocen en la
técnica. Por ejemplo, Las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) se pueden disefiar para que reconozcan y corten sitios
predeterminados en un genoma. Las ZFN son proteinas quiméricas que comprenden un dominio de unién a ADN de
dedo de zinc fusionado al dominio de nucleasa de la enzima de restriccion Fokl. El dominio del dedo de zinc se puede
redisefiar a través de medios racionales o experimentales para producir una proteina que se una a una secuencia de
ADN predeterminada de aproximadamente 18 pares de bases de longitud. Al fusionar este dominio de proteinas
disefiadas con la nucleasa Fokl, es posible dirigir las rupturas de ADN con especificidad a nivel de genoma. Las ZFN
se han utilizado ampliamente para dirigir la adicion, eliminacién y sustitucion de genes en una amplia gama de
organismos eucariotas (revisado en Durai y col. (2005), Nucleic Acids Res 33, 5978). Igualmente, las nucleasas
efectoras de TAL (TALEN) se pueden generar para escindir sitios especificos en el ADN gendémico. Como una ZFN,
una TALEN comprende un dominio de union a ADN especifico del sitio disefiado genéticamente fusionado con el
dominio de nucleasa Fokl (revisado en Mak y col. (2013), Curr Opin Struct Biol. 23:93-9). En este caso, sin embargo,
el dominio de unién al ADN comprende una matriz en tandem de dominios efectores de TAL, cada uno de los cuales
reconoce especificamente un solo par de bases de ADN. Una limitacion que tienen las ZFN y las TALEN para la
practica de la presente invencion es que son heterodiméricos, para que la produccién de una Unica nucleasa funcional
en una célula requiera la coexpresion de dos monémeros de proteinas.

Las TALEN compactas tienen una arquitectura de endonucleasa alternativa que evita la necesidad de dimerizacion
(Beurdeley y col. (2013), Nat Commun. 4:1762). Una TALEN compacta comprende un dominio de unién al ADN
disefiado genéticamente efector de TAL especifico del sitio fusionado con el dominio de nucleasa de la endonucleasa
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autoguiada I-Tevl. A diferencia de Fokl, I-Tevl no necesita dimerizarse para producir una ruptura de ADN de doble
cadena, por lo que una TALEN compacta es funcional como monémero.

Las endonucleasas disefiadas genéticamente basadas en el sistema CRISPR/Cas9 también se conocen en la técnica
(Rany col. (2013), Nat Protoc. 8:2281-2308; Mali y col. (2013), Nat Methods 10:957-63). Una endonucleasa CRISPR
comprende dos componentes: (1) una nucleasa efectora de caspasa, tipicamente Cas9 microbiana; y (2) un "ARN
guia" corto que comprende una secuencia de direccionamiento de ~ 20 nucledétidos que dirige la nucleasa a una
ubicacion de interés en el genoma. Al expresar multiples ARN guia en la misma célula, teniendo, cada una, una
secuencia de direccionamiento diferente, es posible dirigir las roturas de ADN de manera simultaneamente a multiples
sitios en el genoma. Por lo tanto, las nucleasas CRISPR/Cas9 son adecuadas para la presente invencion. El principal
inconveniente del sistema CRISPR/Cas9 es su alta frecuencia documentada de roturas de ADN fuera de la diana, lo
que podria limitar la utilidad del sistema para tratar pacientes humanos (Fu y col. (2013), Nat Biotechnol. 31:822-6).

Las endonucleasas autoguiadas son un grupo de nucleasas naturales que reconocen sitios de escision de 15-40 pares
de bases que se encuentran comunmente en los genomas de plantas y hongos. Con frecuencia se asocian con
elementos de ADN parasitos, tales como los intrones e inteinas de auto-empalme del grupo 1. Promueven, de forma
natural, la recombinacién homologa o la insercion de genes en ubicaciones especificas en el genoma del hospedador
al producir una ruptura bicatenaria en el cromosoma, que recluta la maquinaria de reparacion de ADN celular (Stoddard
(2006), Q. Rev. Biophys. 38: 49-95). Las endonucleasas autoguiadas se agrupan comunmente en cuatro familias: la
familia LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7), la familia GIY-YIG, la familia His-Cys box y la familia HNH. Estas familias se
caracterizan por motivos estructurales, que afectan a la actividad catalitica y a la secuencia de reconocimiento. Por
ejemplo, los miembros de la familia LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7) se caracterizan por tener una o dos copias del motivo
conservado LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7) (véase Chevalier y col. (2001), Nucleic Acids Res. 29 (18): 3757-3774). Las
endonucleasas autoguiadas LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7) con una Unica copia del motivo LAGLIDADG (SEQ ID NO:
7) forman homodimeros, mientras que los miembros con dos copias del motivo LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7) se
encuentran como monomeros.

I-Crel (SEQ ID NO: 6) es miembro de la familia LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7) de endonucleasas autoguiadas que
reconoce y corta una secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases en el cromosoma de cloroplasto de las algas
Chlamydomonas reinhardtii. Se han utilizado técnicas de seleccion genética para modificar la preferencia del sitio de
escision I-Crel de tipo silvestre (Sussman y col. (2004), J. Mol. Biol. 342: 31-41; Chames y col. (2005), Nucleic Acids
Res. 33: e178; Seligman y col. (2002), Nucleic Acids Res. 30: 3870-9, Arnould y col. (2006), J. Mol. Biol. 355: 443-58).
Mas recientemente, se describidé un procedimiento de disefio racional de endonucleasas de referencia mono-
LAGLIDADG (SEQ ID NO: 7) que es capaz de redisefiar completamente I-Crel y otras endonucleasas de referencia
para dirigir sitios de ADN ampliamente divergentes, incluyendo sitios en genomas de mamiferos, levadura, planta,
bacterias y virus (documento WO 2007/047859).

Tal como se describié por primera vez en el documento WO 2009/059195, I-Crel y sus derivados disefiados
genéticamente son normalmente diméricos, pero se pueden fusionar en un solo polipéptido utilizando un enlazador
peptidico corto que une el extremo C-terminal de una primera subunidad al extremo N-terminal de una segunda
subunidad (Li y col. (2009), Nucleic Acids Res. 37:1650-62; Grizot y col. (2009), Nucleic Acids Res. 37:5405-19). Por
lo tanto, una meganucleasa funcional de "cadena sencilla" se puede expresar a partir de una Unica transcripcion.

El uso de meganucleasas disefiadas genéticamente para escindir dianas de ADN en la region constante alfa del
receptor de linfocitos T humanos se describid previamente en la Publicacion Internacional WO 2014/191527. La
publicacion '527 desvela variantes de la meganucleasa I-Onul que estan disefiadas para dirigirse a una secuencia de
reconocimiento (SEQ ID NO: 3 de la publicacion' 527) dentro del exén 1 del gen de la region constante TCR alfa.
Aunque la publicacion '527 discute que un receptor de antigeno quimérico se puede expresar en células TCR
inactivadas, los autores no desvelan la insercién de la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico en el
sitio de escisidon de meganucleasa en el gen de la region constante de TCR alfa.

También se ha desvelado el uso de otras nucleasas y mecanismos para alterar la expresion del TCR endégeno. Por
ejemplo, el uso de las nucleasas de dedos de zinc para alterar los genes TCR en los linfocitos T humanas se describié
en la Patente de los Estados Unidos N.° 8.95.828 y en la Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos
N.° US2014/034902. La publicacion de EE.UU. N.° US2014/0301990 describe el uso de nucleasas de dedo de zincy
activadores de la transcripcion como nucleasas efectoras (TALEN), y un sistema CRISPR/Cas con un ARN guia tnico
disefiado para atacar genes TCR en un linfocito T aislado. La Publicacién de Solicitud de Patente de EE.UU. N.°
US2012/0321667 desvela el uso de ARN de horquilla pequefia que se dirigen a acidos nucleicos que codifican TCR
especificos y/o cadenas de CD3 en linfocitos T.

Los documentos WO 2014/191527 A1, Poirot y col. (Cancer Research 2015, 75 (18):3853-3864), WO 2013/176915
A1, WO 2014/191128 A1y WO 2014/153470 A2 desvelan la inactivacion del gen alfa TCR en linfocitos T humanos
combinado con la introduccién de un receptor de antigeno quimérico.

Sin embargo, la presente invencidon mejora las ensefianzas de la técnica anterior. Los presentes inventores son los
primeros en ensefiar células genéticamente modificadas que comprenden un receptor de antigeno quimérico insertado
en el gen de la region constante alfa TCR humana, que al mismo tiempo altera la expresion del receptor endégeno de
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linfocitos T en la superficie celular. Ademas, la técnica anterior no ensefia las meganucleasas o las secuencias de
reconocimiento descritas en el presente documento, ni su uso para producir tales células genéticamente modificadas.

Sumario de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion proporciona un linfocito T humano genéticamente modificado que comprende en su genoma un
gen de region constante alfa del receptor de linfocitos T modificado (TCR). Ademas, dicha célula no tiene expresion
en la superficie celular del TCR enddgeno en comparacion con una célula de control no modificada. La presente
invencion también proporciona un procedimiento para producir la célula genéticamente modificada. La presente
invencion proporciona ademas la célula genéticamente modificada para su uso en un procedimiento de inmunoterapia
para tratar el cancer.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion proporciona un linfocito T humano genéticamente modificado que comprende
en su genoma un gen de region constante alfa de TCR humano modificado, en el que el gen de la regidn constante
alfa del TCR humano modificado comprende de 5 'a 3": (a) una regién 5 'del gen de la region constante alfa del TCR
humano; (b) un polinucledtido exdgeno; y (c) una region 3' del gen de la regidon constante alfa del TCR humano.
Ademas, la célula genéticamente modificada no tiene expresion en la superficie celular del TCR enddgeno en
comparacion con una célula de control no modificada.

El polinucledtido exdgeno comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico,
en la que el receptor de antigeno quimérico comprende un dominio de unién a ligando extracelular y uno o mas
dominios de sefializacion intracelular.

En una de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico comprende un dominio de unién a ligando extracelular
que tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 112, en la que el dominio
de unidn a ligando extracelular se une a CD19.

En otra de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico comprende un dominio de sefializacion citoplasmatica
intracelular que tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 113.

En ofra de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico comprende un dominio de sefalizacion
coestimuladora intracelular que tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 114.

En otra de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico comprende ademas un péptido sefial. El péptido
sefal tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:115.

En otra de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico comprende ademas un dominio de bisagra. El dominio
de bisagra tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:116.

En otra de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico comprende ademas un dominio transmembrana. El
dominio transmembrana tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:117.

En otra de tales realizaciones, el receptor de antigeno quimérico tiene al menos un 95 %, o hasta un 100 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO:111.

En oftra realizacion, el polinucleétido exdgeno comprende una secuencia del promotor que dirige la expresion del
polinucleétido exdgeno. En una de tales realizaciones, la secuencia del promotor tiene al menos el 80 %, al menos el
85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o hasta el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 118.

El polinucleétido exdgeno se inserta en el gen TCR entre las posiciones 13 y 14 de la SEQ ID NO:3. En una de tales
realizaciones, el gen de la region constante alfa del TCR humano modificado comprende una secuencia de acido
nucleico que tiene al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o hasta el 100 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 120.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende una célula genéticamente
modificada, tal como se describe en el presente documento, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencion proporciona una célula genéticamente modificada, tal como se describe en el presente
documento, para su uso como un medicamento. En uno de esos aspectos, el medicamento es util en el tratamiento
del cancer. En algunas realizaciones, el tratamiento del cancer es la inmunoterapia.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un procedimiento para producir un linfocito T humano genéticamente
modificado que comprende un gen de regidon constante alfa TCR humano modificado, comprendiendo el
procedimiento: (a) introducir en un linfocito T humano: (i) una primera secuencia de acido nucleico que codifica una
meganucleasa recombinante; o (ii)) una proteina meganucleasa recombinante; en el que la meganucleasa
recombinante produce un sitio de escision en la secuencia de reconocimiento de la SEQ ID NO:3 dentro del gen de la
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region constante alfa TCR humano; y (b) introducir en la célula una segunda secuencia de acido nucleico que
comprende un polinucleétido exdgeno que codifica un receptor de antigeno quimérico. La secuencia del polinucleétido
exogeno se inserta en el gen de la region constante alfa del TCR humano en el sitio de escision. Ademas, la célula
genéticamente modificada no tiene expresion en la superficie celular del TCR enddgeno en comparacion con una
célula de control no modificada.

En diversas realizaciones del procedimiento, la primera secuencia de acido nucleico o la proteina meganucleasa
recombinante se puede introducir en la célula antes de introducir el segundo acido nucleico, o después de introducir
el segundo acido nucleico.

En una realizacion del procedimiento, la segunda secuencia de acido nucleico comprende de 5 'a 3": (a) un brazo de
homologia 5' que es homdlogo a la secuencia 5' aguas arriba que flanquea el sitio de escision; (b) el polinucleétido
exdgeno; y (c) un brazo de homologia 3' que es homdlogo a la secuencia 3' aguas abajo que flanquea el sitio de
escision. En tal realizacion, la secuencia del polinucledtido exégeno se inserta en el gen de la region constante alfa
del TCR humano en el sitio de escisioén por recombinacion homadloga.

En ofra realizacion del procedimiento, el segundo acido nucleico carece de una homologia sustancial con el sitio de
escision, y la secuencia del polinucledtido exdgeno se inserta en el gen de la region constante alfa del TCR humano
mediante unién de extremo no homaloga.

En otra realizacion del procedimiento, el polinucleétido exégeno comprende una primera secuencia del promotor que
dirige la expresion del polinucledtido exdgeno.

En otra realizacion del procedimiento, el primer acido nucleico que codifica la meganucleasa recombinante se
introduce en la célula usando un ARNm. En algunas realizaciones, el ARNm puede ser un ARNm policistrénico que
comprende una secuencia codificante para al menos una nucleasa disefiada genéticamente descrita en el presente
documento y una secuencia codificante para al menos una proteina adicional (por ejemplo, una segunda nucleasa).
En realizaciones particulares, un ARNm policistronico puede codificar dos 0 mas nucleasas disefiadas descritas en el
presente documento que se dirigen a diferentes secuencias de reconocimiento dentro del mismo gen (por ejemplo, el
gen de la regiéon constante del receptor de linfocitos T alfa). En otras realizaciones, un ARNm policistrénico puede
codificar una meganucleasa recombinante descrita en el presente documento y una segunda nucleasa que reconoce
y escinde una secuencia de reconocimiento diferente dentro del mismo gen (por ejemplo, el gen de regién constante
alfa del receptor de linfocitos T) o, como alternativa, reconoce y escinde una secuencia de reconocimiento diferente
dentro de otro gen de interés en el genoma. En dichas realizaciones, las células genéticamente modificadas producidas
usando dicho ARNm policistronico pueden tener multiples genes inactivados simultaneamente. En realizaciones
adicionales, un ARNm policistronico puede codificar al menos una meganucleasa recombinante descrita en el presente
documento y una proteina adicional que es beneficiosa para la célula, mejora la eficacia de insercion de una secuencia
exogena de interés en un sitio de escision, y/o es beneficiosa en el tratamiento de una enfermedad.

En otra realizacion del procedimiento, al menos la segunda secuencia de acido nucleico se introduce en la célula
poniendo en contacto la célula con un vector virico que comprende la segunda secuencia de acido nucleico. En algunas
realizaciones, tanto la primera secuencia de acido nucleico como la segunda secuencia de acido nucleico se introducen
poniendo en contacto la célula con un Unico vector virico que comprende tanto la primera secuencia de acido nucleico
como la segunda secuencia de acido nucleico. Como alternativa, la célula se puede poner en contacto con un primer
vector virico que comprende la primera secuencia de acido nucleico y un segundo vector virico que comprende la
segunda secuencia de acido nucleico.

En dicha realizacion del procedimiento, en la que la segunda secuencia de acido nucleico se introduce mediante un
vector virico, el segundo acido nucleico puede comprender ademas una segunda secuencia promotora colocada en 5'
aguas arriba del brazo de homologia 5' 0, como alternativa, colocada en 3' aguas abajo del brazo de homologia 3'. En
realizaciones en las que el segundo promotor se coloca en 3' aguas abajo del brazo de homologia 3', el promotor se
puede invertir.

En otra realizacion particular del procedimiento, al menos la segunda secuencia de acido nucleico se introduce en la
célula poniendo en contacto la célula con un vector de virus recombinante adenoasociado (AAV) que comprende la
segunda secuencia de acido nucleico. En algunas realizaciones, tanto la primera secuencia de acido nucleico como
la segunda secuencia de acido nucleico se introducen poniendo en contacto la célula con un tnico AAV recombinante
que comprende tanto la primera secuencia de acido nucleico como la segunda secuencia de acido nucleico. Como
alternativa, la célula se puede poner en contacto con un primer AAV recombinante que comprende la primera
secuencia de acido nucleico y un segundo AAV recombinante que comprende la segunda secuencia de acido nucleico.

En dicha realizacién del procedimiento, en el que la segunda secuencia de acido nucleico es introducida por un vector
de AAV recombinante, el segundo acido nucleico puede comprender ademas una segunda secuencia promotora
colocada en 5' aguas arriba del brazo de homologia 5' 0, como alternativa, colocada en 3' aguas abajo del brazo de
homologia 3'. En realizaciones en las que el segundo promotor se coloca en 3' aguas abajo del brazo de homologia
3', el promotor se puede invertir.

En otra dicha realizacién del procedimiento, el vector de AAV recombinante es un vector de AAV autocomplementario.
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En otra dicha realizacion del procedimiento, el vector de AAV recombinante puede tener cualquier serotipo. En una
realizacién particular del procedimiento, el vector de AAV recombinante tiene un serotipo de AAV2. En ofra realizaciéon
particular del procedimiento, el vector de AAV recombinante tiene un serotipo de AAVG6.

En otra realizacion del procedimiento, al menos la segunda secuencia de acido nucleico se introduce en la célula
usando un molde de ADN monocatenario.

En una realizacion particular del procedimiento, la primera secuencia de acido nucleico que codifica una meganucleasa
recombinante descrita en el presente documento se introduce en la célula mediante un ARNm, y la segunda secuencia
de acido nucleico que comprende un polinucleétido exdgeno se introduce en la célula usando un vector virico,
preferentemente un vector de AAV recombinante, en el que la célula es un linfocito T humano, y en el que la secuencia
de interés codifica un receptor de antigeno quimérico. En tal realizacién, el procedimiento produce un linfocito T
genéticamente modificado que comprende un receptor de antigeno quimérico y no tiene expresion en la superficie
celular del receptor endégeno de linfocitos T en comparacion con una célula de control.

La meganucleasa recombinante reconoce y escinde una secuencia de reconocimiento que consiste en la SEQ ID
NO:3. Tal meganucleasa recombinante comprende una primera subunidad y una segunda subunidad, en la que la
primera subunidad se une a un primer semisitio de reconocimiento de la secuencia de reconocimiento y comprende
una primera region hipervariable (HVR1), y en la que la segunda subunidad se une a un segundo semisitio de
reconocimiento de la secuencia de reconocimiento y comprende una segunda region hipervariable (HVR2) regién.

En una dicha realizacion del procedimiento, la primera subunidad de meganucleasa comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 85 %, al menos un 90 %, o al menos un 95 % de identidad de secuencia con los
restos 198-344 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-18 o los restos 7-153 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27, y la
segunda subunidad de meganucleasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 %, al
menos un 90 %, o al menos un 95 % de identidad de secuencia con los restos 7-153 de cualquiera de las SEQ ID
NO:8-18 o los restos 198-344 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27.

En ofra dicha realizacion del procedimiento, la region HVR1 comprende Y en una posicién correspondiente a: (a)
posicion 215 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) posicion 24 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En ofra
de tales realizaciones, la region HVR1 comprende G en una posicion correspondiente a: (a) la posicion 233 de
cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) la posicion 42 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En otra de tales
realizaciones, la region HVR1 comprende uno o mas de Y y G en las posiciones correspondientes a (a) las posiciones
215y 233, respectivamente, de cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) las posiciones 24 y 42, respectivamente, de
cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27.

En ofra dicha realizacién del procedimiento, la region HVR2 comprende T en una posicion correspondiente a: (a) la
posiciéon 26 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) la posicidon 217 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En
otra de tales realizaciones, la region HVR2 comprende F o Y en una posicién correspondiente a: (a) la posicion 28 de
cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) la posicion 219 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En otra de tales
realizaciones, la region HVR2 comprende F en una posicién correspondiente a: (a) la posiciéon 38 de cualquiera de las
SEQ ID NO:8-18; o (b) la posicion 229 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En otra de tales realizaciones, la regién
HVR2 comprende S en una posicién correspondiente a: (a) la posicion 44 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b)
la posicion 235 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En otra de tales realizaciones, la region HYR2 comprende F o
Y en una posicion correspondiente a: (a) la posicion 46 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) la posicion 237 de
cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En otra de tales realizaciones, la region HVYR2 comprende unoomas de T, F o
Y,F,S,yFoY,yRen las posiciones correspondientes a: (a) las posiciones 26, 28, 38, 44 y 46, respectivamente, de
cualquiera de las SEQ ID NO:8-18; o (b) las posiciones 217, 219, 229, 235 y 237, respectivamente, de cualquiera de
las SEQ ID NO:19-27.

En otra dicha realizacion del procedimiento, la regién HVR1 comprende los restos 215-270 de cualquiera de las SEQ
ID NO: 8-18 o los restos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27. En otra de tales realizaciones, la region HVR2
comprende los restos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-18 o los restos 215-270 de cualquiera de las SEQ ID
NO: 19-27.

En ofra dicha realizacion del procedimiento, la primera subunidad de meganucleasa comprende los restos 198-344 de
cualquiera de las SEQ ID NO:8-18 o los restos 7-153 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27. En otra de tales
realizaciones, la segunda subunidad de meganucleasa comprende los restos 7-153 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-
18 o los restos 198-344 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-27.

En otra dicha realizacion del procedimiento, la meganucleasa recombinante es una meganucleasa de cadena sencilla
que comprende un enlazador, en la que el enlazador se une covalentemente a la primera subunidad y a la segunda
subunidad.

En otra dicha realizacion del procedimiento, la meganucleasa recombinante comprende la secuencia de aminoacidos
de cualquiera de las SEQ ID NO:8-27.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento de
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inmunoterapia para tratar el cancer en un sujeto que lo necesite, en el que dicha composicion farmacéutica comprende
una ceélula modificada genéticamente, tal como se describe en el presente documento, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende administrar al sujeto una
composicion farmacéutica que comprende una célula modificada genéticamente producida de acuerdo con los
procedimientos descritos en el presente documento, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion del procedimiento, el cancer que se va a tratar se selecciona del grupo que consiste en un cancer
de origen de linfocitos B, cancer de mama, cancer gastrico, neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de pulmon,
melanoma, cancer de préstata, cancer de colon, carcinoma de células renales, cancer de ovario, sarcoma de rabdomio,
leucemia y linfoma de Hodgkin.

En otra realizaciéon del procedimiento, el cancer de origen de linfocitos B se selecciona del grupo que consiste en
leucemia linfoblastica aguda de linaje B, leucemia linfocitica crénica de linfocitos B y linfoma no Hodgkin de linfocitos
B.

El CAR comprende un dominio de unién a antigeno extracelular. En algunas realizaciones, el dominio o resto de union
a ligando extracelular puede estar en forma de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que proviene de un
anticuerpo monoclonal, que proporciona especificidad para un epitopo o antigeno particular (por ejemplo, un epitopo
o antigeno presente preferentemente en la superficie de una célula, tal como una célula cancerosa u otra célula o
particula que causa enfermedades). El scFv se puede conectar a través de una secuencia de enlazador. El dominio
de unién al ligando extracelular puede ser especifico para cualquier antigeno o epitopo de interés. En algunas
realizaciones, el scFv puede ser humanizado. El dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico también
puede comprender un autoantigeno (véase, Payne y col. (2016), Science 353(6295): 179-184), que puede ser
reconocido por los receptores de linfocitos B especificos de autoantigeno en linfocitos B, dirigiendo asi a los linfocitos
T al direccionamiento y la destruccion especifica de los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunes
mediadas por anticuerpos. Dichos CAR se pueden denominar receptores de autoanticuerpos quiméricos (CAAR), y
su uso esta comprendido en la invencion.

Los aspectos anteriores y otros aspectos y realizaciones de la presente invencidon se pueden entender mas
completamente haciendo referencia a la siguiente descripcion detallada y reivindicaciones. Determinadas
caracteristicas de la invencion, que, en aras de la claridad, se han descrito en el contexto de realizaciones separadas,
también se pueden proporcionar en combinacién en una Unica realizacién. Todas las combinaciones de las
realizaciones estan especificamente abarcadas por la presente invencion y se desvelan en el presente documento
como si todas y cada una de las combinaciones se desvelasen de manera individual y explicita. En cambio, diversas
caracteristicas de la invencién que, por brevedad, se han descrito en el contexto de una Unica realizacién, también se
pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinacién adecuada. Todas las subcombinaciones de
caracteristicas enumeradas en las realizaciones también estan especificamente abarcadas por la presente invencion
y se divulgan en el presente documento como si todas y cada una de las subcombinaciones se revelaran de manera
individual y explicita en el presente documento. Las realizaciones de cada aspecto de la presente invencion desveladas
en el presente documento se aplican entre si a cada aspecto de la invencién mutatis mutandis.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Secuencias de reconocimiento de TRC en el gen de la region constante alfa de TRC humano. A) Cada
secuencia de reconocimiento dirigida por una meganucleasa recombinante de la invencion comprende dos
semisitios de reconocimiento. Cada semisitio de reconocimiento comprende 9 pares de bases, separadas por una
secuencia central de 4 pares de bases. La secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (SEQ ID NO:3) abarca los
nucledtidos 187-208 de la region constante alfa de linfocitos T humanos (SEQ ID NO:1), y comprende dos
semisitios de reconocimiento denominados TRC1 y TRC2. La secuencia de reconocimiento TRC 3-4 (SEQ ID
NO:4) abarca los nucledtidos 93-114 de la regidon constante alfa de linfocitos T humanos (SEQ ID NO:1), y
comprende dos semisitios de reconocimiento denominados TRC3 y TRC4. La secuencia de reconocimiento TRC
7-8 (SEQ ID NO:5) abarca los nucleotidos 118-139 de la region constante alfa de linfocitos T humanos (SEQ ID
NO:1), y comprende dos semisitios de reconocimiento denominados TRC7 y TRC8. B) Las meganucleasas
recombinantes de la invencion comprenden dos subunidades, en las que la primera subunidad que comprende la
region HVR1 se une a un primer semisitio de reconocimiento (por ejemplo, TRC1, TRC3 o TRC7) y la segunda
subunidad que comprende la region HVR2 se une a un segundo semisitio de reconocimiento (por ejemplo, TRC2,
TRC4 o TRC8). En realizaciones en las que la meganucleasa recombinante es una meganucleasa de cadena
sencilla, la primera subunidad que comprende la region HVR1 se puede posicionar como subunidad N-terminal o
C-terminal. Igualmente, la segunda subunidad que comprende la region HVR2 se puede posicionar como
subunidad N-terminal o C-terminal.

Figura 2A-B. Alineacion de aminoacidos de subunidades de union a TRC1. A-B) Algunas meganucleasas
recombinantes abarcadas por la invencién comprenden una subunidad que se une al semisitio de reconocimiento
TRC1 de 9 pares de bases de la SEQ ID NO:3. Se proporcionan alineamientos de secuencia de aminoacidos para
las subunidades de uniéon a TRC1 (SEQ ID NO: 33-52) de las meganucleasas recombinantes establecidas en las
SEQ ID NO: 8-27. Tal como muestra, la subunidad de unién a TRC1 de las SEQ ID NO: 8-18 comprende los restos
198-344, mientras que la subunidad de unién a TRC1 de la SEQ ID NO: 19-27 comprende los restos 7-153. Cada
subunidad de unién a TRC1 comprende una region hipervariable de 56 aminoacidos tal como se indica. Los restos
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variables dentro de la region hipervariable estan sombreados, con los aminoacidos mas frecuentes en cada
posicion mas resaltados; los restos mas frecuentes estan en negrita, mientras que los segundos mas frecuentes
estan en negrita y cursiva. Los restos fuera de la regién hipervariable son idénticos en cada subunidad, con la
excepcion de un resto Q o E en la posicion 80 o la posicion 271 (véase, la Patente de los EE.UU. N.° 8.021.867).
Todas las subunidades de uniéon a TRC1 proporcionadas en la Figura 2 comparten al menos el 90% de identidad
de secuencia con la subunidad de uniéon a TRC1 (restos 198-344) de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE (SEQ ID
NO:33). Los nimeros de restos que se muestran son los de las SEQ ID NO:8-27.

Figura 3A-B. Alineacion de aminoacidos de subunidades de union a TRC2. A-B) Algunas meganucleasas
recombinantes abarcadas por la invencién comprenden una subunidad que se une al semisitio de reconocimiento
TRC2 de 9 pares de bases de la SEQ ID NO:3. Se proporcionan alineaciones de secuencias de aminoacidos para
las subunidades de union a TRC2 (SEQ ID NO: 58-77) de las meganucleasas recombinantes establecidas en las
SEQ ID NO: 8-27. Tal como muestra, la subunidad de unién a TRC2 de las SEQ ID NO: 8-18 comprende los restos
7-153, mientras que la subunidad de unién a TRC2 de las SEQ ID NO: 19-27 comprende los restos 198-344. Cada
subunidad de unién a TRC2 comprende una region hipervariable de 56 aminoacidos tal como se indica. Los restos
variables dentro de la region hipervariable estan sombreados, con los aminoacidos mas frecuentes en cada
posicion mas resaltados; los restos mas frecuentes estan en negrita, mientras que los segundos mas frecuentes
estan en negrita y cursiva. Los restos fuera de la region hipervariable son idénticos en cada subunidad, con las
excepciones de un resto Q o E en la posicion 80 o la posicién 271 (véase, la Patente de EE.UU. N.° 8.021.867), y
un resto R en la posicion 330 de las meganucleasas TRC 1-2x.87 EE, TRC 1-2x.87 QE, TRC 1-2x.87 EQ, TRC 1-
2x.87 y TRC 1-2x.163 (sombreado en gris y subrayado). Todas las subunidades de uniéon a TRC2 proporcionadas
en la Figura 3 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con la subunidad de unién a TRC2 (restos
7-153) de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE (SEQ ID NO:58). Los numeros de restos que se muestran son los de
las SEQ ID NO:8-27.

Figura 4. Alineacion de aminoacidos de las subunidades de unién a TRC3. Algunas meganucleasas recombinantes
abarcadas por la invencién comprenden una subunidad que se une al semisitio de reconocimiento de TRC3 de 9
pares de bases de la SEQ ID NO:4. Se proporcionan alineaciones de secuencias de aminoacidos para las
subunidades de union a TRC3 (SEQ ID NO:53 y 54) de las meganucleasas recombinantes establecidas en las
SEQ ID NO: 28 y 29. Tal como muestra, la subunidad de unién a TRC3 de las SEQ ID NO: 28 y 29 comprende los
restos 7-153. Cada subunidad de unién a TRC3 comprende una region hipervariable de 56 aminoacidos tal como
se indica. Los restos variables dentro de la region hipervariable estan sombreados. Los restos fuera de la region
hipervariable son idénticos en cada subunidad, con las excepciones de un resto Q o E en la posicion 80 (véase, la
Patente de los EE.UU. N.° 8.021.867). Las subunidades de unién a TRC3 de las meganucleasas TRC 3-4x.3 y
TRC 3-4x.19 comparten una identidad de secuencia del 97 %. Los niumeros de restos que se muestran son los de
las SEQ ID NO: 28 y 29.

Figura 5. Alineacion de aminoacidos de las subunidades de union a TRC4. Algunas meganucleasas recombinantes
abarcadas por la invenciéon comprenden una subunidad que se une al semisitio de reconocimiento de TRC4 de 9
pares de bases de la SEQ ID NO:4. Se proporcionan alineaciones de secuencias de aminoacidos para las
subunidades de union a TRC4 (SEQ ID NO:78 y 79) de las meganucleasas recombinantes establecidas en las
SEQ ID NO:28 y 29. Tal como muestra, la subunidad de unién a TRC4 de las SEQ ID NO: 28 y 29 comprende los
restos 198-344. Cada subunidad de unién a TRC4 comprende una region hipervariable de 56 aminoacidos tal
como se indica. Los restos variables dentro de la regién hipervariable estan sombreados. Los restos fuera de la
region hipervariable son idénticos en cada subunidad, con las excepciones de un resto Q o E en la posicion 80
(véase, la Patente de los EE.UU. N.° 8.021.867). Las subunidades de unién a TRC4 de las meganucleasas TRC
3-4x.3 y TRC 3-4x.19 comparten una identidad de secuencia del 97 %. Los nimeros de restos que se muestran
son los de las SEQ ID NO: 28 y 29.

Figura 6A-B. Alineacion de aminoacidos de subunidades de union a TRC7. A-B) Algunas meganucleasas
recombinantes abarcadas por la invencién comprenden una subunidad que se une al semisitio de reconocimiento
TRCY7 de 9 pares de bases de la SEQ ID NO:5. Se proporcionan alineaciones de secuencias de aminoacidos para
las subunidades de union a TRC7 (SEQ ID NO: 55-57) de las meganucleasas recombinantes establecidas en las
SEQ ID NO: 30-32. Tal como muestra, la subunidad de unién a TRC7 de la SEQ ID NO: 30 comprende los restos
7-153, mientras que la subunidad de unién a TRC7 de las SEQ ID NO:31 y 32 comprende los restos 198-344.
Cada subunidad de unién a TRC7 comprende una region hipervariable de 56 aminoacidos tal como se indica. Los
restos variables dentro de la regién hipervariable estan sombreados, con los aminoacidos mas frecuentes en cada
posicion mas resaltados; los restos mas frecuentes estan en negrita, mientras que los segundos mas frecuentes
estan en negrita y cursiva. Los restos fuera de la regién hipervariable son idénticos en cada subunidad, con la
excepcion de un resto Q o E en la posicion 80 o la posicion 271 (véase, la Patente de los EE.UU. N.° 8.021.867).
Todas las subunidades de unién a TRC7 proporcionadas en la Figura 6 comparten al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la subunidad de unién a TRC7 (restos 7-153) de la meganucleasa TRC 7-8x.7 (SEQ ID NO:55).
Los numeros de restos que se muestran son los de las SEQ ID NO:30-32.

Figura 7A-B. Alineacion de aminoacidos de las subunidades de union a TRC8. A-B) Algunas meganucleasas
recombinantes abarcadas por la invencién comprenden una subunidad que se une al semisitio de reconocimiento
TRC8 de 9 pares de bases de la SEQ ID NO:5. Se proporcionan alineaciones de secuencias de aminoacidos para
las subunidades de union a TRC8 (SEQ ID NO: 80-82) de las meganucleasas recombinantes establecidas en las
SEQ ID NO: 30-32. Tal como muestra, la subunidad de unién a TRC8 de la SEQ ID NO:30 comprende los restos
198-344, mientras que la subunidad de uniéon a TRC8 de las SEQ ID NO:31 y 32 comprende los restos 7-153.
Cada subunidad de unién a TRC8 comprende una region hipervariable de 56 aminoacidos tal como se indica. Los
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restos variables dentro de la region hipervariable estan sombreados, con los aminoacidos mas frecuentes en cada
posicion mas resaltados; los restos mas frecuentes estan en negrita, mientras que los segundos mas frecuentes
estan en negrita y cursiva. Los restos fuera de la regién hipervariable son idénticos en cada subunidad, con la
excepcion de un resto Q o E en la posicion 80 o la posicion 271 (véase, la Patente de los EE.UU. N.° 8.021.867).
Todas las subunidades de unién a TRC8 proporcionadas en la Figura 7 comparten al menos un 90% de identidad
de secuencia con la subunidad de unién a TRC8 (restos 198-344) de la meganucleasa TRC 7-8x.7 (SEQ ID NO:80).
Los numeros de restos que se muestran son los de las SEQ ID NO:30-32.

Figura 8. Esquema del ensayo indicador en células CHO para evaluar meganucleasas recombinantes dirigidas a
secuencias de reconocimiento encontradas en la region constante alfa del receptor de linfocitos T (SEQ ID NO:1).
Para las meganucleasas recombinantes descritas en el presente documento, se produjo una linea celular CHO en
la que un casete indicador se integré de forma estable en el genoma de la célula. El casete indicador comprendia,
en orden de 5 'a 3': un promotor temprano de SV40; los 2/3 desde 5' del gen GFP; la secuencia de reconocimiento
para una meganucleasa disefiada genéticamente de la invencion (por ejemplo, la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2, la secuencia de reconocimiento TRC 3-4, o la secuencia de reconocimiento TRC 7-8); la secuencia de
reconocimiento para la meganucleasa CHO-23/24 (W0O/2012/167192); y los 2/3 desde 3' del gen GFP. Las células
transfectadas de manera estable con este casete no expresaban GFP en ausencia de un agente inductor de ruptura
de ADN. Las meganucleasas se introdujeron por transduccion de ADN plasmidico o ARNm que codifica cada
meganucleasa. Cuando se indujo una ruptura de ADN en cualquiera de las secuencias de reconocimiento de
meganucleasa, las regiones duplicadas del gen GFP se recombinan entre si para producir un gen GFP funcional.
El porcentaje de células que expresan GFP se podria determinar por citometria de flujo como una medida indirecta
de la frecuencia de escision del genoma por las meganucleasas.

Figura 9. Eficiencia de meganucleasas recombinantes para reconocer y escindir secuencias de reconocimiento en
la region constante alfa del receptor de linfocitos T humanos (SEQ ID NO:1) en un ensayo de indicador de células
CHO. Cada una de las meganucleasas recombinantes establecidas en las SEQ ID NO:8-32 se disefio
genéticamente para apuntar a la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (SEQ ID NO: 3), la secuencia de
reconocimiento TRC 3-4 (SEQ ID NO: 4), o la secuencia de reconocimiento TRC 7-8 (SEQ ID NO: 5), y se
seleccionaron para determinar su eficacia en el ensayo de indicador de células CHO. Los resultados mostrados
proporcionan el porcentaje de células que expresan GFP observadas en cada ensayo, que indica la eficacia de
cada meganucleasa para escindir una secuencia de reconocimiento de TRC diana o la secuencia de
reconocimiento CHO-23/24. Un control negativo (RHO 1-2 bs) se incluy6 adicionalmente en cada ensayo. A)-C)
Meganucleasas dirigidas a la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. D) Meganucleasas dirigidas a la secuencia
de reconocimiento TRC 3-4. E)-F) Meganucleasas dirigidas a la secuencia de reconocimiento TRC 7-8. G)
Variantes de la meganucleasa TRC 1-2x.87, en la que la Q en la posicion 271 esta sustituida con E (TRC 1-2x.87
QE), la Q en la posicion 80 esta sustituida con E (TRC 1-2x.87 EQ), o la Q en la posicién 80 y la Q en la posicion
271 estan ambos sustituidos con E (TRC 1-2x.87 EE).

Figura 10. Curso temporal de la eficacia de la meganucleasa recombinante en el ensayo indicador de células CHO.
Las meganuclesasas TRC 1-2x.87 QE, TRC 1-2x.87 EQ y TRC 1-2x.87 EE se evaluaron en el ensayo indicador
CHO, con el porcentaje de células que expresan GFP determinado 1, 4, 6, 8 y 12 dias después de la introduccion
de ARNm que codifica meganucleasa en las células indicadoras CHO.

Figura 11. Analisis de ADN gendmico de células Jurkat después de la transfeccion con meganucleasas TRC 1-2.
A las 72 horas después de la transfeccion con ARNm que codifica las meganucleasas TRC 1-2, se recolecto el
ADN gendmico y se realizé un ensayo de endonucleasa T7 para estimar la modificacion genética en la secuencia
de reconocimiento endégena de TRC 1-2.

Figura 12. Respuesta a la dosis de la expresion de meganucleasa TRC 1-2 en células Jurkat en la modificacion
genética en la secuencia de reconocimiento endégena de TRC 1-2. Las células Jurkat se transfectaron con 3 ug o
1 yg de un ARNm de meganucleasa TRC 1-2 dado. A las 96 horas, el ADN gendmico se analizé usando un ensayo
de endonucleasa T7.

Figura 13. Escision de la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2 en linfocitos T humanos. A) Los linfocitos T
CD3* se estimularon con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 durante 3 dias, luego se electroporaron con ARNm que
codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE. EI ADN gendmico se recogio a los 3 dias y a los 7 dias después de la
transfeccion, y se analizé usando un ensayo de endonucleasa T7. B) Para determinar si las mutaciones en la
secuencia de reconocimiento de TRC 1-2 endégena fueron suficientes para eliminar la expresion superficial del
receptor de linfocitos T, las células se analizaron por citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD3. Las
células de control (transfectadas con agua) y las células transfectadas con TRC 1-2x.87 EE se analizaron el dia 3
y el dia 7 después de la transfeccion, y se determiné el porcentaje de linfocitos T CD3-positivos y CD3-negativos.
Figura 14. Secuencias de acido nucleico de deleciones representativas que se observaron en la secuencia de
reconocimiento de TRC 1-2 en linfocitos T humanos después de la expresion de meganucleasas TRC 1-2.

Figura 15. Diagrama que ilustra elementos de secuencia de vectores de AAV recombinantes y su uso en
combinacién con una nucleasa disefiada genéticamente para insertar una secuencia de acido nucleico exégeno
en el gen enddgeno de la region constante alfa del TCR.

Figura 16. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV405.

Figura 17. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV406.

Figura 18. Determinacion del momento de la transfecciéon de ARNm de meganucleasa vy la transduccion de AAV
recombinante para mejorar la eficacia de transduccion de AAV. Los linfocitos T CD3* se electroporaron con ARNm
que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE y a las 2, 4 u 8 horas después de la transfeccion, las células se
transdujeron con un vector de AAV recombinante que codifica la GFP (GFP-AAV). La expresion de GFP en los
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linfocitos T se analizo por citometria de flujo a las 72 horas después de la transduccion para determinar la eficiencia
de la transduccion.

Figura 19. Analisis de la insercion de una secuencia de acido nucleico exégeno en linfocitos T humanos utilizando
vectores de AAV recombinantes. Los linfocitos T CD3* se transfectaron con ARNm de TRC 1-2x.87 EE y
posteriormente se transdujeron (2 horas después de la transfeccion) con AAV405 o AAV406. Los controles de solo
transduccion se transfectaron de forma simulada (con agua) y se transdujeron con AAV405 o AAV406. Los
controles de meganucleasa solo se transfectaron con TRC 1-2x.87 EE y luego se transdujeron de forma simulada
(con agua) a las 2 horas después de la transfeccion. EI ADN gendmico se recolecté de los linfocitos T y el locus
TRC 1-2 se amplificd por PCR usando cebadores que reconocieron secuencias mas alla de la regién de homologia
en los vectores de AAV. Los cebadores de PCR fuera de las regiones de homologia solo permitieron la
amplificacion del genoma de linfocitos T, no de los vectores AAV. Los productos de PCR se purificaron y se
digirieron con Eagl. Después se analizo la escision de los productos de PCR.

Figura 20. Caracterizacion de la insercion de Eagl en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 de linfocitos T
humanos usando AAV405. A) El producto de PCR no digerido generado a partir de experimentos anteriores se
clonoé en un vector romo pCR. La PCR de colonias se realizé usando cebadores directos e inversos M13 y una
porcion de productos de PCR de células transfectadas con TRC 1-2x.87 EE y AAV405 se analiz6 por electroforesis
en gel. El analisis muestra una mezcla de productos de PCR de longitud completa (aproximadamente 1600 pb),
insertos mas pequefios y plasmidos vacios (aproximadamente 300 pb). B) En paralelo, otra porcion de productos
de PCR se digirid con Eagl para determinar el porcentaje de clones que contienen el sitio de reconocimiento de
Eagl insertado en la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2. Los productos de PCR escindidos con Eagl
generaron fragmentos esperados de aproximadamente 700 y 800 pb.

Figura 21. Caracterizacion de la insercion de Eagl en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 de linfocitos T
humanos usando AAV406. A) El producto de PCR no digerido generado a partir de experimentos anteriores se
clonoé en un vector romo pCR. La PCR de colonias se realizé usando cebadores directos e inversos M13 y una
porcion de productos de PCR de células transfectadas con TRC 1-2x.87 EE y AAV406 se analizo por electroforesis
en gel. El analisis muestra una mezcla de productos de PCR de longitud completa (aproximadamente 1600 pb),
insertos mas pequefios y plasmidos vacios (aproximadamente 300 pb). B) En paralelo, otra porcién de productos
de PCR se digirid con Eagl para determinar el porcentaje de clones que contienen el sitio de reconocimiento de
Eagl insertado en la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2. Los productos de PCR escindidos con Eagl
generaron fragmentos esperados de aproximadamente 700 y 800 pb.

Figura 22. A) Secuencias de acido nucleico de deleciones e inserciones representativas (es decir, indel) que se
observaron en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 en linfocitos T humanos después de la expresion de
meganucleasas TRC 1-2. B) Secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2 que
confirma la insercion de la secuencia de acido nucleico exdgeno que comprende el sitio de restriccion Eagl.
Figura 23. Mejora de la eficiencia de transduccion de AAV recombinante. La eficacia de la transduccion se analizd
adicionalmente optimizando el momento de la transfeccién de ARNm de meganucleasa y la posterior transduccion
de AAV. Los linfocitos T CD3* se electroporaron con el ARNm que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE y
posteriormente se transdujeron con GFP-AAV inmediatamente después de la transfeccion o 2 horas después de
la transfeccion. Ademas, los linfocitos T restantes no estimulados se transdujeron con GFP-AAV. También se
analizaron células transducidas de manera simulada. A las 72 horas tras la transduccion, se analizé la expresion
de GFP en las células por citometria de flujo para determinar la eficacia de transduccién de AAV.

Figura 24. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV-CAR100 (AAV408).

Figura 25. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV-CAR763 (AAV412).

Figura 26. Insercion de la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico en el sitio de reconocimiento
TRC 1-2 en linfocitos T humanos. Se desarrollé un ensayo basado en PCR para determinar si el molde de HDR
AAV412 se utilizd para reparar roturas de doble cadena en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2.

Figura 27. Insercion de la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico en el sitio de reconocimiento
TRC 1-2 en linfocitos T humanos. Se desarrollé un ensayo basado en PCR para determinar si el molde de HDR
AAV408 se utilizé para reparar roturas de doble cadena en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. A) Productos
de PCR generados usando un par de cebadores que solo amplifica un producto en el extremo 5' del locus de la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2 si el gen CAR se ha insertado en ese locus. B) Productos de PCR generados
usando un par de cebadores que solo amplifica un producto en el extremo 3' del locus de la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2 si el gen CAR se ha insertado en ese locus.

Figura 28. PCR digital. A) Esquema de un ensayo de PCR digital desarrollado para determinar cuantitativamente
la eficacia de insercion de la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico en el sitio de reconocimiento
TRC 1-2 en linfocitos T humanos. B) Resultados de la PCR digital en ADN gendmico de linfocitos T humanos
electroporados con un ARN de meganucleasa TRC 1-2x.87EE y/o cantidades crecientes de AAV408.

Figura 29. Expresion en superficie celular del receptor de antigeno quimérico CD19 en linfocitos T humanos. El
nivel de expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 se determiné en células que tenian el gen CAR
insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 usando AAV408 como molde de HDR. La expresién en la
superficie celular se analizé por citometria de flujo. A) Células que fueron electroporadas y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas y transducidas de manera simulada con cantidades
crecientes de AAV408. B) Células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas con cantidades
crecientes de AAV408.

Figura 30. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV421.
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Figura 31. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV422.

Figura 32. Insercion de la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico. Se usaron procedimientos de
PCR para determinar si la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico introducida por AAV421 o
AAV422 se insertd en el sitio de reconocimiento TRC 1-2 escindido por la meganucleasa TRC 1-2x.87EE. A)
Analisis de insercion después de la transduccion con AAV421. B) Analisis de insercion después de la transduccion
con AAV422.

Figura 33. Expresion en superficie celular del receptor de antigeno quimérico CD19 en linfocitos T humanos. El
nivel de expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 se determiné en células que tenian el gen CAR
insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 usando AAV421 como molde de HDR. La expresién en la
superficie celular se analizé por citometria de flujo. A) Células que fueron electroporadas y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas y transducidas de manera simulada con cantidades
crecientes de AAV421. B) Células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas con cantidades
crecientes de AAV421.

Figura 34. Expansion de linfocitos T humanos que expresan un receptor de antigeno quimérico de superficie
celular. Se determinaron los procedimientos para expandir y enriquecer preferentemente una poblacién de
linfocitos T CD3/CAR* después de la electroporacion con ARNm para la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y
transduccion con AAV421. A) Suplementacion con IL-7 (10 ng/ml) e IL-15 (10 ng/ml). B) Suplementacion con IL-7
(10 ng/ml) e IL-15 (10 ng/ml), e incubacion con células IM-9 inactivadas con mitomicina C. C) Suplementacion con
IL-7 (10 ng/ml) e IL-15 (10 ng/ml), y dos incubaciones con células IM-9 inactivadas con mitomicina C.

Figura 35. Expresion en superficie celular del receptor de antigeno quimérico CD19 en linfocitos T humanos. El
nivel de expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 se determiné en células que tenian el gen CAR
insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 usando AAV422 como molde de HDR. La expresién en la
superficie celular se analizé por citometria de flujo. A) Células que fueron electroporadas y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas y transducidas de manera simulada con cantidades
crecientes de AAV422. B) Células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas con cantidades
crecientes de AAV422.

Figura 36. Expansion de linfocitos T humanos que expresan un receptor de antigeno quimérico de superficie
celular. Se determinaron los procedimientos para expandir y enriquecer preferentemente una poblacién de
linfocitos T CD3/CAR* después de la electroporacion con ARNm para la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y
transduccion con AAV422. A) Suplementacion con IL-7 (10 ng/ml) e IL-15 (10 ng/ml). B) Suplementacion con IL-7
(10 ng/ml) e IL-15 (10 ng/ml), e incubacion con células IM-9 inactivadas con mitomicina C. C) Suplementacion con
IL-7 (10 ng/ml) e IL-15 (10 ng/ml), y dos incubaciones con células IM-9 inactivadas con mitomicina C.

Figura 37. Eficacia de inactivacion de meganucleasas utilizando AAV de cadena sencilla. Se realizaron
experimentos para examinar la eficacia de inactivacion de dos meganucleasas en linfocitos T humanos cuando se
transducian de manera simultanea con un vector de AAV monocatenario. A) Células electroporadas con ARNm
para TRC 1-2x.87EE y transducidas con cantidades crecientes del AAV412 monocatenario. B) Células
electroporadas con ARNm para una meganucleasa dirigida al gen de microglobulina beta-2 y transducidas con
cantidades crecientes del AAV412 monocatenario. C) Células electroporadas con ARNm para TRC 1-2x.87EE y
transducidas con cantidades crecientes del AAV422 monocatenario.

Figura 38. Actividad funcional de los linfocitos T CAR anti-CD19. A) Ensayo ELISPOT de IFN-gamma, en el que
las células Raji CD19+ o las células U937 CD19 fueron la poblacién diana. B) Ensayo de destruccion celular en el
que las células CD19+ marcadas con luciferasa fueron la diana.

Figura 39. Expresion de receptores de antigeno quiméricos después de la transduccion moldes de donantes de
ADN linealizadas. Estos experimentos generaron plasmidos que contienen un gen CAR anti-CD19 flanqueado por
brazos de homologia que son homdlogos al locus de la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Se usaron diferentes
promotores en algunos plasmidos, y los brazos de homologia fueron "cortos" (200 pb en el brazo de homologia de
5'y 180 pb en el brazo de homologia de 3') o "largos" (985 pb en el brazo de homologia de 5'y 763 pb en el brazo
de homologia de 3'). Los plasmidos donadores de CAR se linealizaron en un sitio de restriccion en la estructura
principal del vector y se purificaron en gel. A) Tincion de fondo de CD37/CAR*. B) Células electroporadas con
ARNmM de TRC 1-2x.87EE solo. C) Células coelectroporadas con ARNm de TRC 1-2x.87EE y un vector de brazo
de homologia largo con un promotor central EF1a con un potenciador HTLV. D) Células coelectroporadas con
ARNm de TRC 1-2x.87EE y un vector de brazo de homologia corto con promotor central EF1a (sin potenciador).
E) Células electroporadas con un vector de brazo de homologia larga con un promotor central EF1a con un
potenciador HTLV en ausencia de ARNm de TRC 1-2x.87EE. F) Células electroporadas con un vector de brazo de
homologia corto con promotor central EF1a (sin potenciador) en ausencia de ARNm de TRC 1-2x.87EE. G) Células
electroporadas con una construccion de brazo de homologia larga que contiene un promotor MND que impulsa la
expresion del CAR y un intron en el extremo 5' del gen CAR, asi como ARNm de TRC 1-2x.87EE. H) Células
electroporadas con una construccion de brazo de homologia larga que contiene un promotor MND que dirige la
expresion del CAR vy sin intron, asi como ARNm de TRC 1-2x.87EE. I) Células electroporadas con un plasmido de
brazo de homologia corto con el promotor MND vy sin intron, asi como ARNm de TRC 1-2x.87EE. J) Células
electroporadas con una construccion de brazo de homologia largo que contiene un promotor MND que dirige la
expresion del CAR y un intron en el extremo 5' del gen CAR, pero no ARNm de TRC 1-2x.87EE. K) Células
electroporadas con una construccion de brazo de homologia largo que contiene un promotor MND que dirige la
expresion del CAR y sin intron, pero no ARNm de TRC 1-2x.87EE. L) Células electroporadas con un plasmido de
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brazo de homologia corto con el promotor MND y sin intrén, pero no ARNm de TRC 1-2x.87EE. M) Células
electroporadas con una construccion de brazo de homologia corto que contenia un promotor JeT, asi como ARNm
de TRC 1-2x.87EE. N) Células electroporadas con una construccién de brazo de homologia largo que contenia un
promotor de CMV, asi como ARNm de TRC 1-2x.87EE. O) Células electroporadas con una construccién de brazo
de homologia corto que contenia un promotor JeT, pero no ARNm de TRC 1-2x.87EE. P) Células electroporadas
con una construccion de brazo de homologia largo que contenia un promotor de CMV, pero no ARNm de TRC 1-
2x.87EE.

Figura 40. Analisis de PCR para determinar si la region codificante del receptor de antigeno quimérico administrada
por construcciones de ADN linealizadas se insertd en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 en linfocitos T
humanos.

Figura 41. Mapa del plasmido utilizado para producir el vector AAV423.

Figura 42. Expresion en superficie celular del receptor de antigeno quimérico CD19 en linfocitos T humanos. El
nivel de expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 se determiné en células que tenian el gen CAR
insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 usando AAV423 como molde de HDR. La expresién en la
superficie celular se analizé por citometria de flujo. A) Células que fueron electroporadas y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas y transducidas de manera simulada con cantidades
crecientes de AAV423. B) Células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas de manera
simulada (MDI - 0), y células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas con cantidades
crecientes de AAV423.

Figura 43. Insercion de la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico. Se usaron procedimientos de
PCR para determinar si la secuencia codificante del receptor de antigeno quimérico introducida por AAV423 se
inserto6 en el sitio de reconocimiento TRC 1-2 escindido por la meganucleasa TRC 1-2x.87EE.

Figura 44. Analisis de fenotipo de linfocitos T con CAR anti-CD 19. A) Los linfocitos T con CAR se electroporaron
con ARNm de TRC 1-2x.87 EE, luego se transdujo con un vector AAV6 que comprende un casete de expresion de
CAR anti-CD 19 dirigido por un promotor JeT y flanqueado por brazos de homologia. Después de 5 dias de cultivo
con IL-2 (10 ng/ml), se analizé la expresion de CD3 en la superficie celular de las células y de CAR anti-CD 19 por
citometria de flujo. B) las células CD3" se enriquecieron por el agotamiento de células CD3* usando perlas
magnéticas anti-CD3. Las células agotadas se cultivaron durante 3 dias en IL-15 (10 ng/ml) e IL-21 (10 ng/ml) y se
volvieron a analizar para determinar la expresion en la superficie celular de CD3 y CAR anti-CD 19. C) La poblacion
purificada de linfocitos T CD3- CD19-CAR se analizé mediante citometria de flujo para determinar el porcentaje de
células que eran CD4* y CD8*. D) La poblacion purificada de linfocitos T CD3- CD19-CAR se analizaron
adicionalmente mediante citometria de flujo para determinar si eran linfocitos T de memoria central, linfocitos T de
memoria de transicion, o linfocitos T efectores de memoria mediante tincion para CD62L y CD45RO0.

Figura 45. Modelo de linfoma diseminado de Raiji. Células Raji que expresan establemente luciferasa de luciérnaga
(ffLuc)* se inyectaron por via i.v. en ratones hembra NSG de 5-6 semanas de vida el dia 1, a una dosis de 2,0 x
105 células por ratén. El dia 4, se inyecto a los ratones por via i.v. con PBS o PBS que contenian linfocitos T con
TCR KO de control editado de genes de las PBMC del mismo donante sano o PBS que contenia las dosis indicadas
de linfocitos T con CAR preparados a partir del mismo donante. En los dias indicados, los ratones vivos fueron
inyectados por via i.p. con sustrato de Luciferina (150 mg/kg en solucion salina), anestesiado, y la actividad de
luciferasa medida después de 7 minutos usando IVIS SpectrumCT® (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los datos se
analizaron y se exportaron con el programa informatico Living Image 4.5.1 (Perkin Elmer, Waltham, MA). La
intensidad de la sefial de luminiscencia esta representada por la radiacion en p/seg/ cm?/sr.

Breve descripcion de las secuencias

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de nucleétidos del gen de la region constante alfa del receptor de linfocitos
T humanos (gen del NCBI con ID NO. 28755).

La SEQ ID NO: 2 establece la secuencia de aminoacidos codificada por la region constante alfa del receptor de
linfocitos T humanos.

La SEQ ID NO: 3 establece la secuencia de aminoacidos de la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2.
La SEQ ID NO: 4 establece la secuencia de nucleétidos de la secuencia de reconocimiento de TRC 3-4.
La SEQ ID NO: 5 establece la secuencia de nucleétidos de la secuencia de reconocimiento de TRC 7-8.
La SEQ ID NO: 6 establece la secuencia de aminoacidos de I-Crel.

La SEQ ID NO: 7 establece la secuencia de aminoacidos del motivo LAGLIDADG.

La SEQ ID NO: 8 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE.

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.87 QE.

La SEQ ID NO: 10 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EQ.

La SEQ ID NO: 11 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.87.

La SEQ ID NO: 12 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.6.

La SEQ ID NO: 13 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.20.

La SEQ ID NO: 14 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.55.

La SEQ ID NO: 15 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.60.

La SEQ ID NO: 16 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.105.

La SEQ ID NO: 17 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.163.

La SEQ ID NO: 18 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.113_3.

La SEQ ID NO: 19 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.5.
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La SEQ ID NO: 83 establece la secuencia de nucledtidos de la cadena antisentido de la secuencia de
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20 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.8.
21 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.25.
22 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.72.
23 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.80.
24 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.84.
25 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.120.
26 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.113_1.
27 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 1-2x.113_2.
28 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 3-4x.3.
29 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 3-4x.19.
30 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 7-8x.7.
31 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 7-8x.9.
32 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa TRC 7-8x.14.
33 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE.

34 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 QE.

35 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EQ.

36 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.87.

37 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.6.

38 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.20.

39 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.55.

40 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.60.

41 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.105.

42 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.163.

43 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.113_3.

44 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.5.

45 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.8.

46 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.25.

47 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.72.

48 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.80.

49 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.84.

50 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.120.

51 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.113_1.

52 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.113_2.

53 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 3-4x.3.

54 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 3-4x.19.

55 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 7-8x.7.

56 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 7-8x.9.

57 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 7-8x.14.

58 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE.

59 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 QE.

60 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EQ.

61 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.87.

62 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.6.

63 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.20.

64 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.55.

65 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.60.

66 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.105.

67 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.163.

68 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 1-2x.113_3.

69 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.5.

70 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.8.

71 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.25.

72 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.72.

73 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.80.

74 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.84.

75 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.120.

76 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.113_1.

77 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 1-2x.113_2.

78 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 3-4x.3.

79 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 3-4x.19.

80 establece los restos 198-344 de la meganucleasa TRC 7-8x.7.

81 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 7-8x.9.

82 establece los restos 7-153 de la meganucleasa TRC 7-8x.14.

reconocimiento de TRC 1-2.

La SEQ ID NO: 84 establece la secuencia de nucledtidos de la cadena antisentido de la secuencia de
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reconocimiento de TRC 3-4.

La SEQ ID NO: 85 establece la secuencia de nucledtidos de la cadena antisentido de la secuencia de
reconocimiento de TRC 7-8.

La SEQ ID NO: 86 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO:1.

La SEQ ID NO: 87 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 88 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 89 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 90 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 91 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 92 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 93 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 94 establece los nucledtidos 162-233 de la SEQ ID NO:1 que comprende una insercion resultante
de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 95 establece los nucledtidos 162-233 de la SEQ ID NO:1 que comprende una insercion resultante
de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 96 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 97 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 98 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 99 establece los nucleétidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecidon que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 100 establece los nucleotidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecion que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 101 establece los nucleotidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecion que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 102 establece los nucleotidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecion que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 103 establece los nucledtidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecion que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 104 establece los nucleotidos 162-233 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una delecion que es
resultado de la escision y NHEJ.

La SEQ ID NO: 105 establece los nucledtidos 181-214 de la SEQ ID NO:1.

La SEQ ID NO: 106 establece los nucleétidos 181-214 de la SEQ ID NO: 1 que comprende una secuencia de acido
nucleico exdgeno insertada mediante recombinacion homologa.

La SEQ ID NO: 107 establece la secuencia de nucleétidos de un plasmido usado para generar el vector AAV405.
La SEQ ID NO: 108 establece la secuencia de nucleétidos de un plasmido usado para generar el vector AAV406.
La SEQ ID NO: 109 establece la secuencia de nucleétidos de un plasmido usado para generar el vector AAV-
CAR100 (AAV408).

La SEQ ID NO: 110 establece la secuencia de nucleétidos de un plasmido usado para generar el vector AAV-
CAR763 (AAV412).

La SEQ ID NO: 111 establece la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19.

La SEQ ID NO: 112 establece la secuencia de aminoacidos de un dominio de union a ligando extracelular anti-CD
19.

La SEQ ID NO: 113 establece la secuencia de aminoacidos de un dominio de sefializacion citoplasmatica
intracelular del receptor de antigeno quimérico.

La SEQ ID NO: 114 establece la secuencia de aminoacidos de un dominio coestimulador intracelular del receptor
de antigeno quimeérico.

La SEQ ID NO: 115 establece la secuencia de aminoacidos de un dominio de péptido sefal del receptor de
antigeno quimérico.

La SEQ ID NO: 116 establece la secuencia de aminoacidos de una region de bisagra del receptor de antigeno
quimeérico.

La SEQ ID NO: 117 establece la secuencia de aminoacidos de un dominio transmembrana del receptor de antigeno
quimeérico.

La SEQ ID NO: 118 establece la secuencia de nucleétidos de un promotor de ntcleo EF-1 alfa.

La SEQ ID NO: 119 establece la secuencia de nucleétidos de un inserto de polinucledtido exdgeno.

La SEQ ID NO: 120 establece la secuencia de nucledtidos del gen de la region constante alfa del TCR humano
que comprende una secuencia de acido nucleico exégeno insertada dentro de la secuencia de reconocimiento
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TRC 1-2.

La SEQ ID NO: 121 establece la secuencia de nucledtidos del gen de la regién constante alfa del TCR humano
que comprende una secuencia de acido nucleico exégeno insertada dentro de la secuencia de reconocimiento
TRC 3-4.

La SEQ ID NO: 122 establece la secuencia de nucledtidos del gen de la region constante alfa del TCR humano
que comprende una secuencia de acido nucleico exégeno insertada dentro de la secuencia de reconocimiento
TRC 7-8.

La SEQ ID NO: 123 establece la secuencia de acido nucleico de un plasmido usado para generar el vector AAV421.
La SEQ ID NO: 124 establece la secuencia de acido nucleico de un plasmido usado para generar el vector AAV422.
La SEQ ID NO: 125 establece la secuencia de acido nucleico de un plasmido usado para generar el vector AAV423.

Descripcion detallada de la invencién

1.1 Referencias y definiciones

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

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la presente
invencion. La terminologia usada en la descripcion de la invencion en el presente documento tiene el fin de describir
realizaciones particulares solamente y no pretende ser limitativa de la invencion.

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

Tal como se usa en el presente documento, a menos que se indique especificamente de otro modo, la palabra "o" se
usa en el sentido inclusivo de "y/0" y no en el sentido exclusivo de "cualquiera/o".

Tal como se usa en el presente documento, el término "meganucleasa” se refiere a una endonucleasa que se une al
ADN bicatenario en una secuencia de reconocimiento que es mayor que 12 pares de bases. Preferentemente, la
secuencia de reconocimiento para una meganucleasa de la invencion es de 22 pares de bases. Una meganucleasa
puede ser una endonucleasa que proviene de I-Crel, y puede referirse a una variante disefiada genéticamente de I-
Crel que se ha modificado en relacion con la I-Crel natural con respecto a, por ejemplo, la especificidad de union al
ADN, la actividad de escisiéon del ADN, la afinidad de unién al ADN o propiedades de dimerizacién. Los procedimientos
para producir tales variantes modificadas de I-Crel se conoce en la técnica (por ejemplo, el documento WO
2007/047859). Una meganucleasa tal como se usa en el presente documento se une al ADN bicatenario como un
heterodimero o como una "meganucleasa de cadena sencilla" en la que un par de dominios de unién a ADN se unen
en un polipéptido Unico usando un enlazador peptidico. La expresion "endonucleasa autoguiada" es sinénimo del
término "meganucleasa”. Las meganucleasas de la invencion son sustancialmente no téxicas cuando se expresan en
células, particularmente en linfocitos T humanos, de tal manera que las células se pueden transfectar y mantener a 37
°C sin observar efectos nocivos sobre la viabilidad celular o reducciones significativas en la actividad de escision de
meganucleasa cuando se mide usando los procedimientos descritos en el presente documento.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término "enlazador" se refiere a una secuencia de péptidos exégenos
usada para unir dos subunidades de meganucleasa en un solo polipéptido. Un enlazador puede tener una secuencia
que se encuentra en proteinas naturales, o puede ser una secuencia artificial que no se encuentra en ninguna proteina
natural. Un enlazador puede ser flexible y carecer de estructura secundaria o puede tener una propensioén a formar
una estructura tridimensional especifica en condiciones fisioloégicas. Un enlazador puede incluir, sin limitacion, los
abarcados por la Patente de Estados Unidos N.° 8.445.251. En algunas realizaciones, un enlazador puede tener una
secuencia de aminoacidos que comprende los restos 154-195 de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-32.

Tal como se usa en el presente documento, el término "TALEN" se refiere a una endonucleasa que comprende un
dominio de unién a ADN que comprende 16-22 repeticiones de dominio TAL fusionadas a cualquier porcién del dominio
de nucleasa Fokl.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2803 728 T3

Tal como se usa en el presente documento, el término "TALEN compacto" se refiere a una endonucleasa que
comprende un dominio de unién a ADN con 16-22 repeticiones de dominio TAL fusionadas en cualquier orientacion a
cualquier porcion cataliticamente activa del dominio de nucleasa de la endonucleasa autoguiada I-Tevl.

Tal como se usa en el presente documento, el término "CRISPR" se refiere a una endonucleasa basada en caspasa
que comprende una caspasa, como Cas9, y un ARN guia que dirige la escision del ADN de la caspasa mediante
hibridacién con un sitio de reconocimiento en el ADN gendmico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "megaTAL" se refiere a una nucleasa de cadena sencilla que
comprende un dominio de union al ADN efector de tipo activador de la transcripcion (TALE) con una endonucleasa
autoguiada disefiada genéticamente, especifica de secuencia.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término "tipo silvestre" se refiere al alelo natural mas comun (es decir,
secuencia polinucleotidica) en la poblacion de alelos del mismo tipo de gen, en el que un polipéptido codificado por el
alelo de tipo silvestre tiene sus funciones originales. El término "tipo silvestre" también se refiere a un polipéptido
codificado por un alelo de tipo silvestre. Los alelos (es decir, polinucledtidos) y polipéptidos de tipo silvestre se
distinguen de alelos y polipéptidos mutantes o variantes, que comprenden una o mas mutaciones y/o sustituciones
relativas a la secuencia o secuencias de tipo silvestre. Mientras que un alelo o polipéptido de tipo silvestre puede
conferir un fenotipo normal en un organismo, un alelo o polipéptido mutante o variante puede, en algunos casos,
conferir un fenotipo alterado. Las nucleasas de tipo silvestre se distinguen de las nucleasas recombinantes o no
naturales.

Tal como se usa en el presente documento con respecto a las proteinas recombinantes, el término "modificacion”
significa cualquier insercion, delecién o sustitucion de un resto de aminoacido en la secuencia recombinante con
respecto a una secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre o natural).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "secuencia de reconocimiento” se refiere a una secuencia de
ADN que esta unida y escindida por una endonucleasa. En el caso de una meganucleasa, una secuencia de
reconocimiento comprende un par de "semisitios" invertidos de 9 pares e bases que estan separados por cuatro pares
de bases. En el caso de una meganucleasa de cadena sencilla, el dominio N-terminal de la proteina contacta con un
primer semisitio y el dominio C-terminal de la proteina contacta con un segundo semisitio. La escision por una
meganucleasa produce cuatro "salientes" de pares de bases en 3'. Los "salientes" o "extremos adhesivos" son
segmentos cortos de ADN monocatenarios de cadena sencilla que se pueden producir mediante la escisiéon por
endonucleasa de una secuencia de ADN bicatenario. En el caso de meganucleasas y meganucleasas de cadena
sencilla derivadas de |-Crel, el saliente comprende las bases 10-13 de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de
bases. En el caso de un TALEN compacto, la secuencia de reconocimiento comprende una primera secuencia
CNNNGN que es reconocida por el dominio I-Tevl, seguido de un espaciador no especifico de 4-16 pares de bases
de longitud, seguido de una segunda secuencia de 16-22 pb de longitud que es reconocida por el dominio efector TAL
(esta secuencia tipicamente tiene una base de T en 5'). La escision por un TALEN compacto produce dos salientes
de pares de bases en 3'. En el caso de una CRISPR, la secuencia de reconocimiento es la secuencia, tipicamente de
16-24 pares de bases, a la que el ARN guia se une a la escision directa de Cas9. La escision por una CRISPR produjo
extremos romos.

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

Tal como se usa en el presente documento, el término "afinidad de union al ADN" o "afinidad de unién" significa la
tendencia de una meganucleasa a asociarse de manera no covalente con una molécula de ADN de referencia (por
ejemplo, una secuencia de reconocimiento o una secuencia arbitraria). La afinidad de unioén se mide por una constante
de disociacién, Kq. Tal como se usa en el presente documento, una nucleasa tiene afinidad de unién "alterada" si la
Ky de la nucleasa para una secuencia de reconocimiento de referencia aumenta o disminuye mediante un cambio
porcentual estadisticamente significativo con respecto a una nucleasa de referencia.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "recombinacion homadloga" o "RH" se refiere al proceso
celular natural en el que se repara una rotura de ADN bicatenario usando una secuencia de ADN homdloga como
molde de reparacion (véase, por ejemplo, Cahill y col. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La secuencia de ADN
homologa puede ser una secuencia cromosomica enddgena o un acido nucleico exdgeno que se suministro a la célula.
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Tal como se usa en el presente documento, el término "union de extremos no homadlogos" o "NHEJ" se refiere al
proceso celular natural en el que una ruptura de ADN bicatenario se repara mediante la unién directa de dos segmentos
de ADN no homoélogos (véase, por ejemplo, Cahill y col. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La reparacion del ADN
mediante uniones de extremos no homologos es propensa a errores y con frecuencia da como resultado la adicion o
eliminacion no secuenciada de secuencias de ADN en el sitio de reparacién. En algunos casos, la escision en una
secuencia de reconocimiento diana que da como resultado NHEJ en un sitio de reconocimiento de diana. La escision
inducida por nucleasas de un sitio diana en la secuencia codificante de un gen seguido de reparacion de ADN por
NHEJ puede introducir mutaciones en la secuencia codificante, tales como las mutaciones de desplazamiento de
marco, que alteran la funcion del gen. Por lo tanto, las nucleasas disefiadas genéticamente se pueden usar para
inactivar eficazmente un gen en una poblacién de células.

Tal como se usa en el presente documento, un "receptor de antigeno quimérico" o "CAR" se refiere a un receptor
disefiado genéticamente que confiere o injerta especificidad para un antigeno en una célula inmunitaria efectora (por
ejemplo, un linfocito T humano). Un receptor de antigeno quimérico tipicamente comprende un dominio o resto de
union a ligando extracelular y un dominio intracelular que comprende uno o mas dominios estimuladores que
transducen las sefiales necesarias para la activacion de los linfocitos T. En algunas realizaciones, el dominio o resto
de union a ligando extracelular puede estar en forma de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) que provienen
de un anticuerpo monoclonal, que proporcionan especificidad para un epitopo o antigeno particular (por ejemplo, un
epitopo o antigeno presente preferentemente en la superficie de una célula cancerosa u otra célula o particula que
causa la enfermedad). El dominio de unién al ligando extracelular puede ser especifico para cualquier antigeno o
epitopo de interés. En una realizacion particular, el dominio de union a ligando es especifico para CD19.

El dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico también puede comprender un autoantigeno (véase,
Payne y col. (2016), Science 353 (6295): 179-184), que puede ser reconocido por los receptores de células B
especificos de autoantigeno en linfocitos B, dirigiendo asi a los linfocitos T al direccionamiento y la destruccion
especifica de los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos. Dichos CAR se
pueden denominar receptores de autoanticuerpos quiméricos (CAAR), y su uso esta comprendido en la invencion.

Los scFv se pueden conectar a través de una secuencia de enlazador. El dominio de estimulacién intracelular puede
incluir uno o mas dominios de sefializacion citoplasmaticos que transmiten una sefal de activacién a la célula efectora
inmunitaria después de la union al antigeno. Dichos dominios de sefalizacion citoplasmatica pueden incluir, sin
limitacion, CD3-zeta. El dominio estimulante intracelular también puede incluir uno o mas dominios coestimuladores
intracelulares que transmiten una sefial proliferativa y/o de supervivencia celular después de la unién del ligando.
Dichos dominios coestimuladores intracelulares pueden incluir, sin limitacién, un dominio CD28, un dominio 4-1BB, un
dominio OX40, o una combinacion de los mismos. Un receptor de antigeno quimérico puede incluir ademas elementos
estructurales adicionales, incluyendo un dominio transmembrana que esta unido al dominio de unién al ligando
extracelular a través de una bisagra o secuencia espaciadora.

Tal como se usa en el presente documento, un "receptor de linfocitos T exdgeno" o "TCR exdgeno" se refiere a un
TCR cuya secuencia se introduce en el genoma de una célula efectora inmunitaria (por ejemplo, un linfocito T humano)
que puede o no expresar endogenamente el TCR. La expresion de un TCR exdgeno en una célula efectora inmunitaria
puede conferir especificidad para un epitopo o antigeno especifico (por ejemplo, un epitopo o antigeno presente
preferentemente en la superficie de una célula cancerosa u otra célula o particula que causa enfermedades). Dichos
receptores de linfocitos T exégenos pueden comprender cadenas alfa y beta o, como alternativa, pueden comprender
cadenas gamma y delta. Los TCR exodgenos utiles en la invencion pueden tener especificidad para cualquier antigeno
o epitopo de interés.

Tal como se usa en el presente documento, el término "expresién reducida" se refiere a cualquier reduccion en la
expresion del receptor de linfocitos T enddgeno en la superficie celular de una célula genéticamente modificada en
comparacion con una célula de control. El término reducido también se puede referir a una reduccioén en el porcentaje
de células en una poblacion de células que expresan un polipéptido enddgeno (es decir, un receptor endégeno de
linfocitos T) en la superficie celular cuando se compara con una poblacion de células de control. Tal reduccion puede
ser de hasta un 5 %, un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 95 %, o
hasta un 100 %. En consecuencia, el término "reducido” abarca tanto una atenuacion génica parcial y una atenuacion
génica completa del receptor endogeno de linfocitos T.

Tal como se usa en el presente documento con respecto tanto a las secuencias de aminoacidos como a las secuencias
de acidos nucleicos, la expresiones "porcentaje de identidad", "identidad de secuencia”, "porcentaje de similitud"”,
"similitud de secuencia" y similares se refieren a una medida del grado de similitud de dos secuencias basandose en
una alineacion de las secuencias que maximiza la similitud entre restos de aminoacidos alineados o nucleétidos, y que
es una funcion del nimero de restos o de nucleétidos idénticos o similares, el nimero de restos o de nucledtidos
totales, y la presencia y longitud de espacios en la alineacion de la secuencia. Una variedad de algoritmos y programas
informaticos estan disponibles para determinar la similitud de secuencia utilizando parametros estandar. Tal como se
usa en el presente documento, la similitud de secuencia se mide usando el programa BLASTp para secuencias de
aminoacidos y el programa BLASTn para secuencias de acido nucleico, ambos estan disponibles a través del National
Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/), y se describen en, por ejemplo, Altschul y col. (1990),
J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish y States (1993), Nature Genet. 3:266-272; Madden y col. (1996), Meth.
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Enzymol.266:131-141; Altschul y col. (1997), Nucleic Acids Res. 25:33 89-3402); Zhang y col. (2000), J. Comput. Biol.
7(1-2):203-14. Tal como se usa en el presente documento, el porcentaje de similitud de dos secuencias de
aminoacidos es la puntuacion basada en los siguientes parametros para el algoritmo BLASTp: tamario de palabra=3;
penalizacion por apertura de hueco=-11; penalizacion de extension de hueco=-1; y matriz de puntuacion=BLOSUM®62.
Tal como se usa en el presente documento, el porcentaje de similitud de dos secuencias de acido nucleico es la
puntuacion basada en los siguientes parametros para el algoritmo BLASTn: tamaiio de palabra=11; penalizacion por
apertura de hueco=-5; penalizacién de extension de hueco=-2; recompensa de coincidencia = 1; y penalizacién por
falta de coincidencia=-3.

Tal como se usa en el presente documento con respecto a las modificaciones de dos proteinas o secuencias de
aminoacidos, la expresion "que se corresponde con" se usa para indicar que una modificacion especificada en la
primera proteina es una sustitucion del mismo resto de aminoacido que en la modificacion en la segunda proteina, y
que la posicién del aminoacido de la modificacion en las primeras proteinas corresponde o se alinea con la posicién
de aminoacidos de la modificacién en la segunda proteina cuando las dos proteinas se someten a alineamientos de
secuencia estandar (por ejemplo, usando el programa BLASTp). Por lo tanto, la modificacion del resto "X" al
aminoacido "A" en la primera proteina se correspondera con la modificacién del resto "Y" al aminoacido "A" en la
segunda proteina si los restos X e Y se corresponden entre si en una secuencia de alineacion, y a pesar de que X e
Y pueden ser numeros diferentes.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "semisitio de reconocimiento”, "semisitio de secuencia de
reconocimiento”, o simplemente "semisitio" significa una secuencia de acido nucleico en una molécula de ADN
bicatenario que es reconocida por un monémero de una meganucleasa homodimérica o heterodimérica, o por una
subunidad de una meganucleasa de cadena sencilla.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "region hipervariable" se refiere a una secuencia localizada
dentro de un mondémero o subunidad de meganucleasa que comprende aminoacidos con una variabilidad
relativamente alta. Una region hipervariable puede comprender aproximadamente 50-60 restos contiguos,
aproximadamente 53-57 restos contiguos, o preferentemente aproximadamente 56 restos. En algunas realizaciones,
los restos de una region hipervariable se pueden corresponder a las posiciones 24-79 o 215-270 de cualquiera de las
SEQ ID NO:8-32. Una region hipervariable puede comprender uno o mas restos que entran en contacto con bases de
ADN en una secuencia de reconocimiento y se pueden modificar para alterar la preferencia de base del monémero o
subunidad. Una regidn hipervariable también puede comprender uno o mas restos que se unen a la cadena principal
del ADN cuando la meganucleasa se asocia con una secuencia de reconocimiento de ADN bicatenario. Dichos restos
se pueden modificar para que alteren la afinidad de unién de la meganucleasa por la cadena principal del ADN y la
secuencia de reconocimiento de la diana. En diferentes realizaciones de la invencion, una region hipervariable puede
comprender entre 1-20 restos que presentan variabilidad y se pueden modificar para influir en la preferencia de base
y/o la afinidad de unidon al ADN. En realizaciones particulares, una region hipervariable comprende entre
aproximadamente 15-18 restos que presentan variabilidad y se pueden modificar para influir en la preferencia de base
y/o la afinidad de unién al ADN. En algunas realizaciones, los restos variables dentro de una regién hipervariable se
corresponden con una o mas de las posiciones 24, 26, 28, 29, 30, 32, 33, 38, 40, 42, 44, 46, 66, 68, 70, 72,73, 75y
77 de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-32. En otras realizaciones, los restos variables dentro de una region
hipervariable se corresponden con una o mas de las posiciones 215, 217, 219, 221, 223, 224, 229, 231, 233, 235, 237,
248, 257, 259, 261, 263, 264, 266 y 268 de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-32.

Tal como se usa en el presente documento, las expresiones "gen de region constante alfa del receptor de linfocitos T"
y "gen de region constante alfa del TCR" se usan indistintamente y se refieren al gen humano identificado por el gen
con ID del NCBI NO. 28755 (SEQ ID NO:1).

Las expresiones "construccion de ADN recombinante”, "construccién recombinante”, "casete de expresion”,
"construccion de expresion”, "construccion quimérica”, "construccion”, y "fragmento de ADN recombinante” se usan
indistintamente en el presente documento y son polinucleétidos monocatenarios o bicatenarios. Una construccion
recombinante comprende una combinacién artificial de polinucleétidos monocatenarios o bicatenarios, entre ellos, sin
limitacién, secuencias reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por ejemplo, una
construccion de ADN recombinante puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que
provienen de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes que provienen de la misma fuente
y se disponen de manera diferente a la encontrada en la naturaleza. Tal construccion se puede usar por si misma o
se puede usar junto con un vector.

Tal como se usa en el presente documento, un "vector" o "vector de ADN recombinante" puede ser una construccion
que incluye un sistema de replicacion y secuencias que son capaces de transcripcion y traduccion de una secuencia
que codifica un polipéptido en una célula hospedadora dada. Si se usa un vector, entonces la eleccion del vector
depende del procedimiento que se usara para transformar las células hospedadoras como es bien conocido por los
expertos en la materia. Los vectores pueden incluir, sin limitacion, vectores de plasmidos y vectores de AAV
recombinantes, o cualquier otro vector conocido en esa técnica adecuada para administrar un gen que codifica una
meganucleasa de la invencion a una célula diana. El experto en la técnica conoce bien los elementos genéticos que
deben estar presentes en el vector para poder transformar con éxito, seleccionar y propagar células hospedadoras
que comprenden cualquiera de los nucleétidos aislados o secuencias de acido nucleico de la invencion.
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Tal como se usa en el presente documento, un "vector" también se puede referir a un vector virico. Los vectores viricos
pueden incluir, sin limitacion, vectores retroviricos, vectores lentiviricos, vectores adenoviricos y vectores de virus
adenoasociados (AAV).

Tal como se usa en el presente documento, un ARNm "policistrénico” se refiere a un solo ARN mensajero que
comprende dos o mas secuencias codificantes (es decir, cistrones) y codifica mas de una proteina. Un ARNm
policistrénico puede comprender cualquier elemento conocido en la técnica que permita la traduccién de dos o mas
genes de la misma molécula de ARNm, incluidos, pero sin limitacion, un elemento IRES, un elemento T2A, un elemento
P2A, un elemento E2A y un elemento F2A.

Tal como se usa en el presente documento, un "linfocito T humano" o "linfocito T" se refiere a un linfocito T aislado de
un donante humano. Los linfocitos T humanos, y las células que provienen de los mismos, incluyen linfocitos T aislados
que no se han pasado en cultivo, linfocitos T que han sido pasados y mantenidos en condiciones de cultivo celular sin
inmortalizacion, y linfocitos T que han sido inmortalizados y se pueden mantener en condiciones de cultivo celular
indefinidamente.

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

Tal como se usa en el presente documento, la recitacion de un intervalo numérico para una variable pretende transmitir
que la invencion se puede poner en practica con la variable igual a cualquiera de los valores dentro de ese intervalo.
Por lo tanto, para una variable que es inherentemente discreta, la variable puede ser igual a cualquier valor entero
dentro del intervalo numérico, incluyendo los puntos finales del intervalo. De manera similar, para una variable que es
inherentemente continua, la variable puede ser igual a cualquier valor real dentro del intervalo numérico, incluyendo
los puntos finales del intervalo. Como ejemplo, y sin limitacion, una variable que se describe que tiene valores entre 0
y 2 puede tomar los valores 0, 1 o0 2 si la variable es inherentemente discreta, y puede tomar los valores 0,0, 0,1, 0,01,
0,001 o cualquier otro valor real 20 y 2 si la variable es inherentemente continua.

2.1 Principio de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que las nucleasas disefiadas genéticamente se
pueden utilizar para reconocer y escindir secuencias de reconocimiento encontradas dentro del gen de la region
constante alfa del TCR humano (SEQ ID NO:1), de modo que NHEJ en el sitio de escision altera la expresion de la
subunidad de la cadena alfa del TCR vy, en ultima instancia, la expresion del receptor de linfocitos T en la superficie
celular. Ademas, de acuerdo con la invencion, se inserta una secuencia de polinucleétidos exdgena en el gen de la
region constante alfa del TCR en el sitio de escision de la nucleasa, por ejemplo por recombinacién homologa, de tal
manera que una secuencia de interés se expresa de manera simultanea en la célula. Dichas secuencias exdgenas
codifican un receptor de antigeno quimeérico.

Por lo tanto, la presente invencion permite tanto la desactivacion del receptor de linfocitos T enddgenos como la
expresion de un receptor de antigeno quimérico que se dirige a un Unico sitio de reconocimiento con una Unica
nucleasa modificada. La invencién proporciona un procedimiento simplificado para producir un linfocito T alogénico
que expresa un CAR especifico de antigeno y tiene una inactivacion completa del TCR endégeno. Dichas células
pueden presentar una induccién reducida o nula de la enfermedad de injerto contra huésped (EICH) cuando se
administra a un sujeto alogénico.

2.2 Nucleasas para reconocer y escindir secuencias de reconocimiento dentro del gen de regién constante alfa del
receptor de linfocitos T

Se sabe en la técnica que es posible usar una nucleasa especifica del sitio para hacer una ruptura de ADN en el
genoma de una célula viva, y que dicha ruptura de ADN puede dar como resultado una modificacion permanente del
genoma mediante la reparacion de NHEJ mutagénico o mediante recombinacion homdloga con una secuencia de
ADN transgénico. NHEJ puede producir mutagénesis en el sitio de escision, que da como resultado la inactivacion del
alelo. La mutagénesis asociada a NHEJ puede inactivar un alelo mediante la generacion de codones de parada
temprana, mutaciones de desplazamiento de marco que producen proteinas no funcionales anémalas, o podrian
desencadenar mecanismos tales como la desintegracion de ARNm mediada sin sentido. El uso de nucleasas para
inducir mutagénesis a través de NHEJ se puede usar para que se dirija a una mutacion especifica o una secuencia
presente en un alelo de tipo silvestre. Se sabe que el uso de nucleasas para inducir una ruptura de doble cadena en
un locus diana estimula la recombinacion homéloga, particularmente de secuencias de ADN transgénicas flanqueadas
por secuencias que son homologas a la diana gendmica. De esta manera, las secuencias de acido nucleico exdgeno
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se pueden insertar en un locus diana. Tales acidos nucleicos exégenos pueden codificar, por ejemplo, un receptor de
antigeno quimérico, un TCR exdgeno, o cualquier secuencia o polipéptido de interés.

La invencion se pone en practica usando meganucleasas recombinantes.

En realizaciones preferidas, las nucleasas utilizadas para poner en practica la invencién son meganucleasas de
cadena sencilla. Una meganucleasa de cadena sencilla comprende una subunidad N-terminal y una subunidad C-
terminal unidas por un péptido enlazador. Cada uno de los dos dominios reconoce la mitad de la secuencia de
reconocimiento (es decir, un semisitio de reconocimiento) y el sitio de escision del ADN esta en el medio de la
secuencia de reconocimiento cerca de la interfaz de las dos subunidades. Las roturas de la cadena de ADN se
compensan con cuatro pares de bases, de modo que la escision del ADN por una meganucleasa genera un par de
salientes de cadena sencilla de cuatro pares de bases en 3.

Las meganucleasas recombinantes de la invencion se han disefiado genéticamente para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (SEQ ID NO:3). Tales meganucleasas recombinantes se denominan
colectivamente en el presente documento como "meganucleasas TRC 1-2". Se proporcionan ejemplos de
meganucleasas TRC 1-2 en las SEQ ID NO:8-27.

También se desvelan meganucleasas recombinantes que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento TRC
3-4 (SEQ ID NO:4). Tales meganucleasas recombinantes se denominan colectivamente en el presente documento
como "meganucleasas TRC 3-4". Se proporcionan ejemplos de meganucleasas TRC 3-4 en las SEQ ID NO:28 y 29.

También se desvelan meganucleasas recombinantes que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento TRC
7-8 (SEQ ID NO:5). Tales meganucleasas recombinantes se denominan colectivamente en el presente documento
como "meganucleasas TRC 7-8". Se proporcionan ejemplos de meganucleasas TRC 7-8 en las SEQ ID NO:30-32.

Las meganucleasas recombinantes de la divulgacion comprenden una primera subunidad, que comprende una
primera region hipervariable (HVR1) y una segunda subunidad, que comprende una segunda region hipervariable
(HVR2). Ademas, la primera subunidad se une a un primer semisitio de reconocimiento en la secuencia de
reconocimiento (por ejemplo, el semisitio TRC1, TRC3 o TRC7), y la segunda subunidad se une a un segundo semisitio
de reconocimiento en la secuencia de reconocimiento (por ejemplo, el semisitio TRC2, TRC4, o TRCS8). En
realizaciones en las que la meganucleasa recombinante es una meganucleasa de cadena sencilla, la primera y la
segunda subunidades se pueden orientar de manera que la primera subunidad, que comprende la region HVR1 y se
une al primer semisitio, se posiciona como la subunidad N-terminal, y la segunda subunidad, que comprende la region
HVR2 y se une al segundo semisitio, se posiciona como la subunidad C-terminal. En realizaciones alternativas, la
primera y la segunda subunidades se pueden orientar de manera que la primera subunidad, que comprende la region
HVR1 y se une al primer semisitio, se posiciona como la subunidad C-terminal, y la segunda subunidad, que
comprende la region HVR2 y se une al segundo semisitio, se posiciona como la subunidad N-terminal. Los ejemplos
de meganucleasas TRC 1-2 de la invencién se proporcionan en la Tabla 1. Se proporcionan ejemplos de
meganucleasas TRC 3-4 en la Tabla 2. Se proporcionan ejemplos de meganucleasas TRC 7-8 en la Tabla 3.

Tabla 1. Meganucleasas recombinantes ejemplares disefiadas genéticamente para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (SEQ ID NO:3)

SEQ Resto§ de SEQ II? de *% Qe Resto§ de SEQ II? de *% Qe
Meganucleasa ID AA subunidad subunidad |subunidad| subunidad subunidad | subunidad
TRC1 TRC1 TRC1 TRC2 TRC2 TRC2
TRC 1-2x.87 EE 8 198-344 33 100 7-153 58 100
TRC 1-2x.87 QE 9 198-344 34 100 7-153 59 99,3
TRC 1-2x.87EQ | 10 198-344 35 99,3 7-153 60 100
TRC 1-2x.87 11 198-344 36 99,3 7-153 61 99,3
TRC 1-2x.6 12 198-344 37 99,3 7-153 62 94,6
TRC 1-2x.20 13 198-344 38 99,3 7-153 63 91,2
TRC 1-2x.55 14 198-344 39 95,9 7-153 64 91,8
TRC 1-2x.60 15 198-344 40 91,8 7-153 65 91,2
TRC 1-2x.105 16 198-344 41 95,2 7-153 66 95,2
TRC 1-2x.163 17 198-344 42 99,3 7-153 67 99,3
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(continuacion)

SEQ Resto§ de SEQ II? de *% Qe Resto§ de SEQ II? de *% Qe

Meganucleasa ID AA subunidad subunidad |subunidad| subunidad subunidad | subunidad
TRC1 TRC1 TRC1 TRC2 TRC2 TRC2
TRC 1-2x.113_3 18 198-344 43 99,3 7-153 68 91,2
TRC 1-2x.5 19 7-153 44 99,3 198-344 69 93,2
TRC 1-2x.8 20 7-153 45 92,5 198-344 70 92,5
TRC 1-2x.25 21 7-153 46 99,3 198-344 71 98,6
TRC 1-2x.72 22 7-153 47 99,3 198-344 72 92,5
TRC 1-2x.80 23 7-153 48 99,3 198-344 73 92,5
TRC 1-2x.84 24 7-153 49 95,2 198-344 74 98,6
TRC 1-2x.120 25 7-153 50 99,3 198-344 75 92,5
TRC 1-2x.113_1 26 7-153 51 100 198-344 76 92,5
TRC 1-2x.113_2 | 27 7-153 52 99,3 198-344 77 92,5

* "% de subunidad TRC1" y "% de subunidad TRC2" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de uniéon a TRC1 y unién a TRC2 de cada meganucleasa y las regiones de subunidad de
unién a TRC1 y TRC2, respectivamente, de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE.

Tabla 2. Meganucleasas recombinantes ejemplares disefiadas genéticamente para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento TRC 3-4 (SEQ ID NO:4)

SEQ Restos de SEQID de *% de Restos de SEQID de % de
Meganucleasa ID AA subunidad subunidad |subunidad| subunidad subunidad | subunidad
TRC3 TRC3 TRC3 TRC4 TRC4 TRC4
TRC 3-4x.3 28 7-153 53 100 198-344 78 100
TRC 3-4x.19 29 7-153 54 96,6 198-344 79 96,6

* "% de subunidad TRC3" y "% de subunidad TRC4" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de unién a TRC3 y de uniéon a TRC4 de cada meganucleasa y las regiones de subunidad
de unién a TRC3 y de unién a TRC4, respectivamente, de la meganucleasa TRC 3-4x.3.

Tabla 3. Meganucleasas recombinantes ejemplares disefiadas genéticamente para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento TRC 7-8 (SEQ ID NO:5)

SEQ Restos de SEQID de *% de Restos de SEQID de % de
Meganucleasa ID AA subunidad subunidad |subunidad| subunidad subunidad | subunidad
TRC7 TRC7 TRC7 TRCS8 TRCS8 TRCS8
TRC 7-8x.7 30 7-153 55 100 198-344 80 100
TRC 7-8x.9 31 198-344 56 97,3 7-153 81 91,2
TRC 7-8x.14 32 198-344 57 97,9 7-153 82 90,5

* "% de subunidad TRC7" y "% de subunidad TRC8" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de unién a TRC7 y de uniéon a TRC8 de cada meganucleasa y las regiones de subunidad

de unién a TRC7 y de unién a TRCS8, respectivamente, de la meganucleasa TRC 7-8x.7.

2.3 Procedimientos para producir células genéticamente modificadas

La invenciéon proporciona procedimientos para producir células genéticamente modificadas usando nucleasas
modificadas genéticamente que reconocen y escinden las secuencias de reconocimiento que se encuentran dentro
del gen de la region constante alfa TCR humana (SEQ ID NO:1). La escision en tales secuencias de reconocimiento
puede permitir NHEJ en el sitio de escision y la expresion alterada de la subunidad de la cadena alfa del receptor de
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linfocitos T humanos, lo que lleva a una expresién y/o funcién reducida del receptor de linfocitos T en la superficie
celular. Ademas, la escision en tales secuencias de reconocimiento puede permitir ademas la recombinaciéon homaéloga
de secuencias de acido nucleico exdgenas directamente en el gen de la region constante alfa de TCR.

Las meganucleasas recombinantes de la invenciéon se pueden administrar a una célula en forma de proteina o,
preferentemente, como un acido nucleico que codifica la meganucleasa recombinante. Dicho acido nucleico puede
ser ADN (por ejemplo, ADN plasmidico circular o linealizado o productos de PCR) o ARN. Para realizaciones en las
que la secuencia codificante de meganucleasa recombinante se administra en forma de ADN, deberia estar
operativamente unido a un promotor para facilitar la transcripcion del gen de la meganucleasa. Los promotores de
mamiferos adecuados para la invencion incluyen promotores constitutivos tales como el promotor temprano de
citomegalovirus (CMV) (Thomsen y col. (1984), Proc Natl Acad Sci EE.UU. 81 (3): 659-63) o el promotor temprano de
SV40 (Benoisty Chambon (1981), Nature. 290 (5804): 304-10) asi como promotores inducibles tales como el promotor
inducible por tetraciclina (Dingermann y col. (1992), Mol Cell Biol. 12(9):4038-45).

En algunas realizaciones, el ARNm que codifica la meganucleasa recombinante se administra a la célula porque esto
reduce la probabilidad de que el gen que codifica la meganucleasa recombinante se integre en el genoma de la célula.
Tal ARNm que codifica una meganucleasa recombinante se puede producir usando procedimientos conocidos en la
técnica tales como transcripcion in vitro. En algunas realizaciones, el ARNm se tapa usando 7-metil-guanosina. En
algunas realizaciones, el ARNm puede estar poliadenilado.

En realizaciones particulares, un ARNm que codifica una meganucleasa recombinante de la invencion puede ser un
ARNm policistrénico que codifica dos 0 mas nucleasas que se expresan simultaneamente en la célula. Un ARNm
policistronico puede codificar dos o mas nucleasas de la invencidon que se dirigen a diferentes secuencias de
reconocimiento en el mismo gen diana. Como alternativa, un ARNm policistronico puede codificar al menos una
nucleasa descrita en el presente documento y al menos una nucleasa adicional que se dirige a una secuencia de
reconocimiento separada posicionada en el mismo gen, o que se dirige a una segunda secuencia de reconocimiento
posicionada en un segundo gen de modo que se produzcan sitios de escision en ambos genes. Un ARNm policistronico
puede comprender cualquier elemento conocido en la técnica que permita la traduccién de dos o mas genes (es decir,
cistrones) de la misma molécula de ARNm, incluidos, pero sin limitacion, un elemento IRES, un elemento T2A, un
elemento P2A, un elemento E2A y un elemento F2A.

Las proteinas nucleasas purificadas se pueden administrar a las células para escindir el ADN gendémico, lo que permite
la recombinacién homadloga o la unién de extremos no homologos en el sitio de escisiéon con una secuencia de interés,
mediante una variedad de mecanismos diferentes conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, las proteinas meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, se acoplan a un péptido penetrante celular o un ligando de direccionamiento para facilitar la captacion
celular. Los ejemplos de péptidos penetrantes de células conocidos en la técnica incluyen poliarginina
(Jearawiriyapaisarn, y col. (2008) Mol Ther. 16:1624-9), péptido TAT del virus VIH (Hudecz y col. (2005), Med. Res.
Rev. 25: 679-736), MPG (Simeoni, y col. (2003) Nucleic Acids Res. 31:2717-2724), Pep-1 (Deshayes y col. (2004)
Biochemistry 43: 7698-7706, y HSV-1 VP-22 (Deshayes y col. (2005) Cell Mol Life Sci. 62:1839-49. En una realizacion
alternativa, meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica meganucleasas recombinantes, se acoplan de
forma covalente o no covalente a un anticuerpo que reconoce un receptor especifico de la superficie celular expresado
en las células diana de manera que la proteina nucleasa/ADN/ARNmM se une a las células diana y e internaliza. Como
alternativa, la proteina/ADN/ARNm de meganucleasa recombinante se puede acoplar covalentemente o no
covalentemente al ligando natural (o una porcion del ligando natural) para dicho receptor de superficie celular. (McCall,
y col. (2014) Tissue Barriers. 2(4):e944449; Dinda, y col. (2013) Curr Pharm Biotechnol. 14:1264-74; Kang, y col.
(2014) Curr Pharm Biotechnol. 15(3):220-30; Qian y col. (2014) Expert Opin Drug Metab Toxicol. 10(11):1491-508).

En algunas realizaciones, las proteinas meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, estan acoplados covalentemente o, preferentemente, no covalentemente a una nanoparticula o
encapsulado dentro de dicha nanoparticula utilizando procedimientos conocidos en la técnica (Sharma y col. (2014)
Biomed Res Int. 2014). Una nanoparticula es un sistema de suministro a nanoescala cuya escala de longitud es <1
pum, preferentemente <100 nm. Dichas nanoparticulas se pueden disefiar utilizando un nicleo compuesto de metal,
lipido, polimero, o macromolécula biolégica, y se pueden unir o encapsular multiples copias de las proteinas, ARNm
o ADN de la meganucleasa recombinante con el nicleo de nanoparticulas. Esto aumenta el nimero de copias de la
proteina/ARNmM/ADN que se administra a cada célula y, por lo tanto, aumenta la expresion intracelular de cada
meganucleasa recombinante para maximizar la probabilidad de que se corten las secuencias de reconocimiento diana.
La superficie de tales nanoparticulas se puede modificar adicionalmente con polimeros o lipidos (por ejemplo,
quitosan, polimeros catiénicos, o lipidos catidénicos) para formar una nanoparticula de nicleo cubierto cuya superficie
confiere funcionalidades adicionales para mejorar el suministro celular y la absorcion de la carga util (Jian y col. (2012)
Biomaterials. 33 (30): 7621-30). Las nanoparticulas se pueden acoplar adicionalmente y de manera ventajosa a
moléculas de direccionamiento para dirigir la nanoparticula al tipo de célula apropiado y/o aumentar la probabilidad de
absorcion celular. Los ejemplos de tales moléculas de direccionamiento incluyen anticuerpos especificos para los
receptores de la superficie celular y los ligandos naturales (o porciones de los ligandos naturales) para los receptores
de la superficie celular.
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En algunas realizaciones, las meganucleasas recombinantes o el ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, estan encapsulados dentro de los liposomas o forman complejos con lipidos catiénicos (véase, por
ejemplo, Lipofectamine™, Life Technologies Corp., Carlsbad, CA; Zuris y col. (2015) Nat Biotechnol. 33: 73-80; Mishra
y col. (2011) J Drug Deliv. 2011:863734). Las formulaciones de liposomas y lipoplex pueden proteger la carga util de
la degradacion y facilitar la absorcion celular y la eficiencia de la administracion a través de la fusion y/o la alteracion
de las membranas celulares de las células.

En algunas realizaciones, las proteinas meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, se encapsulan dentro de armazones poliméricos (por ejemplo, PLGA) o forman complejos usando
polimeros cationicos (por ejemplo, PEI, PLL) (Tamboli y col. (2011) Ther Deliv. 2 (4): 523-536).

En algunas realizaciones, las proteinas meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, se combinan con moléculas anfifilicas que se autoensamblan en micelas (Tong y col. (2007) J Gene
Med. 9 (11): 956-66). Las micelas poliméricas pueden incluir una cubierta micelar formada con un polimero hidrofilico
(por ejemplo, polietilenglicol) que puede prevenir la agregacion, enmascarar las interacciones de carga y reducir las
interacciones inespecificas fuera de la célula.

En algunas realizaciones, las proteinas meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, se formulan en una emulsién o una nanoemulsiéon (es decir, que tiene un diametro de particula
promedio de <1 nm) para la administracion a la célula. El término "emulsién" se refiere a, sin limitacién, cualquier
dispersion o gotitas de aceite en agua, agua en aceite, agua en aceite en agua o aceite en agua en aceite, incluidas
las estructuras lipidicas que se pueden formar como resultado de fuerzas hidréfobas que llevan los restos apolares
(por ejemplo, largas cadenas de hidrocarburos) lejos del agua y los grupos de cabeza polar hacia el agua, cuando una
fase inmiscible en agua se mezcla con una fase acuosa. Estas otras estructuras lipidicas incluyen, pero sin limitacion,
vesiculas lipidicas unilamelares, paucilamelares y multilamelares, micelas y fases lamelares. Las emulsiones se
componen de una fase acuosa y una fase lipofilica (que normalmente contiene un aceite y un disolvente organico).
Las emulsiones también contienen frecuentemente uno o mas tensioactivos. Las formulaciones de nanoemulsiéon son
bien conocidas, por ejemplo, tal como se describe en las solicitudes de patente de EE.UU. N.° 2002/0045667 y
2004/0043041, y la patente de EE.UU. N.° 6.015.832, 6.506.803, 6.635.676 y 6.559.189.

En algunas realizaciones, las proteinas meganucleasas recombinantes, o ADN/ARNm que codifica las meganucleasas
recombinantes, estan unidos covalentemente o asociados no covalentemente a, conjugados poliméricos
multifuncionales, dendrimeros de ADN y dendrimeros poliméricos (Mastorakos y col. (2015) Nanoscale. 7 (9): 3845-
56; Cheng y col. (2008) J Pharm Sci. 97(1): 123-43). La generacion de dendrimeros puede controlar la capacidad y el
tamafio de la carga util, y puede proporcionar una alta capacidad de carga util. Ademas, la presentacion de multiples
grupos de superficie se puede aprovechar para mejorar la estabilidad y reducir las interacciones inespecificas.

En algunas realizaciones, los genes que codifican una meganucleasa recombinante se introducen en una célula
utilizando un vector virico. Tales vectores son conocidos en la técnica e incluyen vectores lentiviricos, vectores
adenoviricos y vectores de virus adenoasociados (AAV) (revisados en Vannucci, y col. (2013 New Microbiol. 36:1-22).
Los vectores de AAV recombinantes Uutiles en la invencién pueden tener cualquier serotipo que permita la transduccion
del virus en la célula y la insercion del gen de la nucleasa en el genoma celular. En realizaciones particulares, los
vectores de AAV recombinantes tienen un serotipo de AAV2 o AAV6. Los vectores de AAV recombinantes también
pueden ser autocomplementarios de modo que no requieren sintesis de ADN de segunda cadena en la célula
hospedadora (McCarty, y col. (2001) Gene Ther. 8:1248-54).

Si los genes de la meganucleasa recombinante se administran en forma de ADN (por ejemplo, plasmido) y/o a través
de un vector virico (por ejemplo, AAV) deben estar operativamente enlazados a un promotor. En algunas realizaciones,
este puede ser un promotor virico tal como promotores enddgenos del vector virico (por ejemplo, el LTR de un vector
lentivirico) o los promotores tempranos conocidos de citomegalovirus o virus SV40. En una realizacion preferida, los
genes de nucleasa estan operativamente unidos a un promotor que dirige la expresion génica preferentemente en la
célula diana (por ejemplo, un linfocito T humano).

La invencion proporciona ademas la introduccion de un acido nucleico exdégeno en la célula, de tal manera que la
secuencia de acido nucleico exégeno se inserta en el gen de la region constante de TRC alfa en un sitio de escision
de nucleasa. En algunas realizaciones, el acido nucleico exdgeno comprende un brazo de homologia en 5'y un brazo
de homologia en 3' para promover la recombinacién de la secuencia de acido nucleico en el genoma celular en el sitio
de escision de la nucleasa.

Los acidos nucleicos exdgenos de la invencion se pueden introducir en la célula por cualquiera de los medios tratados
anteriormente. En una realizacion particular, los acidos nucleicos exdgenos se introducen por medio de un vector
virico, tal como un lentivirus, retrovirus, adenovirus, o preferentemente un vector de AAV recombinante. Los vectores
de AAV recombinantes utiles para introducir un acido nucleico exégeno pueden tener cualquier serotipo que permita
la transduccidn del virus en la célula y la insercion de la secuencia de acido nucleico exégeno en el genoma celular.
En realizaciones particulares, los vectores de AAV recombinantes tienen un serotipo de AAV2 o AAV6. Los vectores
de AAV recombinantes también pueden ser autocomplementarios, de modo que no requieran la sintesis de ADN de
segunda cadena en la célula hospedadora.
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En ofra realizacion particular, se puede introducir un acido nucleico exdégeno en la célula usando un molde de ADN
monocatenario. EI ADN monocatenario puede comprender el acido nucleico exdgeno y, en realizaciones preferidas,
puede comprender brazos de homologia en 5' y 3' para promover la insercion de la secuencia de acido nucleico en el
sitio de escision de nucleasa por recombinacion homologa. EI ADN monocatenario puede comprender ademas una
secuencia de repeticion terminal invertida (ITR) de 5' de AAV en la secuencia 5' aguas arriba del brazo de homologia
de 5', y una secuencia ITR de 3' de AAV en la secuencia 3' aguas abajo del brazo de homologia de 3'.

En otra realizacion particular, los genes que codifican una endonucleasa de la invencién y/o una secuencia exdégena
de acido nucleico de la invencién se pueden introducir en la célula mediante transfeccion con un molde de ADN
linealizado. En algunos ejemplos, un ADN plasmidico que codifica una endonucleasa y/o una secuencia de acido
nucleico exdgeno puede ser digerido por una o mas enzimas de restriccion de modo que el ADN plasmidico circular
se linealice antes de la transfeccion en la célula.

Cuando se administra a una célula, un acido nucleico exdégeno de la invenciéon se puede unir operativamente a
cualquier promotor adecuado para la expresion del polipéptido codificado en la célula, incluyendo aquellos promotores
de mamiferos y promotores inducibles tratados anteriormente. Un acido nucleico exdgeno de la invencion también se
puede unir operativamente a un promotor sintético. Los promotores sintéticos pueden incluir, sin limitacion, el promotor
JeT (WO 2002/012514).

Los linfocitos T humanos pueden requerir activacion antes de la introduccion de una meganucleasa y/o una secuencia
de acido nucleico exdgeno. Por ejemplo, los linfocitos T se pueden poner en contacto con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 que son solubles o conjugados con un soporte (es decir, perlas) durante un periodo de tiempo suficiente para
activar las células.

Las células genéticamente modificadas de la invencién se pueden modificar adicionalmente para expresar uno o mas
genes suicidas inducibles, cuya induccién provoca la muerte celular y permite la destruccion selectiva de las células
in vitro o in vivo. En algunos ejemplos, un gen suicida puede codificar un polipéptido citotdxico, un polipéptido que
tiene la capacidad de convertir un profarmaco no toxico en un farmaco citotdxico, y/o un polipéptido que activa una via
de genes citotoxicos dentro de la célula. Es decir, un gen suicida es un acido nucleico que codifica un producto que
causa la muerte celular por si mismo o en presencia de otros compuestos. Un ejemplo representativo de dicho gen
suicida es uno que codifica la timidina quinasa del virus del herpes simple. Ejemplos adicionales son genes que
codifican la timidina quinasa del virus varicela zéster y el gen bacteriano de la citosina desaminasa que puede convertir
la 5-fluorocitosina en el compuesto altamente toxico 5-fluorouracilo. Los genes suicidas también incluyen como
ejemplos no limitantes genes que codifican caspasa-9, caspasa-8 o citosina desaminasa. En algunos ejemplos, la
caspasa-9 se puede activar utilizando un inductor quimico especifico de dimerizacion (CID, por sus siglas en inglés).
Un gen suicida también puede codificar un polipéptido que se expresa en la superficie de la célula que las hace
sensibles a los anticuerpos monoclonales terapéuticos y/o citotoxicos. En ejemplos adicionales, un gen suicida puede
codificar un polipéptido antigénico recombinante que comprende un motivo antigénico reconocido por el mAb anti-
CD20 Rituximab y un epitopo que permite la seleccion de células que expresan el gen suicida. Véase, por ejemplo, el
polipéptido RQR8 descrito en el documento WO2013153391, que comprende dos epitopos de union a Rituximab y un
epitopo de unién a QBENd10. Para tal gen, se puede administrar Rituximab a un sujeto para inducir el agotamiento
celular cuando sea necesario.

2.4 Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una célula
genéticamente modificada de la invencion, o una poblacion de células genéticamente modificadas de la invencion, y
un vehiculo farmacéutico. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden preparar de acuerdo con técnicas
conocidas. Véase, por ejemplo, Remington, The Science And Practice of Pharmacy (212 ed. 2005). En la fabricacion
de una formulacion farmacéutica de acuerdo con la invencién, las células se mezclan tipicamente con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y la composicion resultante se administra a un sujeto. El vehiculo debe, por supuesto,
ser aceptable en el sentido de ser compatible con cualquier otro ingrediente en la formulacién y no debe ser perjudicial
para el sujeto. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender ademas
uno o mas agentes adicionales utiles en el tratamiento de una enfermedad en el sujeto. En realizaciones adicionales,
cuando la célula genéticamente modificada es un linfocito T humano genéticamente modificado (o una célula que se
obtiene del mismo), las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir ademas moléculas bioldgicas,
tales como las citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-7, IL-15 y/o IL-21), que promueven la proliferacion celular y el injerto in
vivo. Las composiciones farmacéuticas que comprenden células genéticamente modificadas de la invencion se pueden
administrar en la misma composicion que un agente adicional o molécula biolégica o, como alternativa, se pueden
coadministrar en composiciones separadas.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden ser Utiles para tratar cualquier estado de enfermedad que
pueda ser dirigido por inmunoterapia adoptiva de linfocitos T. En una realizacion particular, las composiciones
farmacéuticas de la invencién son Utiles en el tratamiento del cancer. Dichos canceres pueden incluir, sin limitacion,
carcinoma, linfoma, sarcoma, blastomas, leucemia, canceres de origen de células B, cancer de mama, cancer gastrico,
neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de pulmoén, melanoma, cancer de préstata, cancer de colon, carcinoma de
células renales, cancer de ovario, sarcoma de rabdomio, leucemia y linfoma de Hodgkin. En determinadas
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realizaciones, los canceres de origen de células B incluyen, sin limitacion, leucemia linfoblastica aguda de linaje B,
leucemia linfocitica cronica de linfocitos B y linfoma no Hodgkin de linfocitos B.

2.5 Procedimientos para producir vectores de AAV recombinantes

También se desvelan vectores de AAV recombinantes para su uso en los procedimientos de la invencién. Los vectores
de AAV recombinantes se producen tipicamente en lineas celulares de mamiferos tales como HEK-293. Dado que los
genes viricos cap y rep se eliminan del vector para evitar que su autorreplicacion deje espacio para que se administren
los genes terapéuticos (por ejemplo, el gen de endonucleasa), es necesario proporcionar estos en trans en la linea
celular de empaquetamiento. Ademas, es necesario proporcionar los componentes "auxiliares" (por ejemplo,
adenoviricos) necesarios para soportar la replicacion (Cots D, Bosch A, Chillon M (2013) Curr. Gene Ther. 13 (5): 370-
81). Con frecuencia, los vectores de AAV recombinantes se producen usando una triple transfeccion en la que se
transfecta una linea celular con un primer plasmido que codifica los componentes "auxiliares", un segundo plasmido
que comprende los genes cap y rep, y un tercer plasmido que comprende las ITR viricas que contienen la secuencia
de ADN que interviene para ser empaquetada en el virus. Las particulas viricas que comprenden un genoma (ITR y
genes intervinientes de interés) encerrado en una capside se aislan de las células mediante ciclos de congelacion-
descongelacion, ultrasonidos, detergente u otros medios conocidos en la técnica. Después, las particulas se purifican
usando centrifugacion en gradiente de densidad de cloruro de cesio o cromatografia de afinidad y posteriormente se
administran al gen o a los genes de interés para las células, tejidos o un organismo tal como un paciente humano.

Debido a que las particulas de AAV recombinantes generalmente se producen (fabrican) en las células, se deben
tomar precauciones al poner en practica la presente invencion para garantizar que la endonucleasa especifica del sitio
NO se exprese en las células de empaquetamiento. Debido a que los genomas viricos de la invenciéon comprenden
una secuencia de reconocimiento para la endonucleasa, cualquier endonucleasa expresada en la linea celular de
empaquetamiento sera capaz de escindir el genoma virico antes de que se pueda empaquetar en particulas viricas.
Esto dara como resultado una eficacia de empaquetamiento reducida y/o el empaquetamiento de genomas
fragmentados. Se pueden usar varios enfoques para prevenir la expresion de endonucleasa en las células de
empaquetamiento, que incluyen:

1. La endonucleasa se puede colocar bajo el control de un promotor especifico de tejido que no esta activo en las
células de empaquetamiento. Por ejemplo, si se desarrolla un vector virico para la administracion de (un) gen (o
genes) de endonucleasa al tejido muscular, se puede utilizar un promotor especifico del musculo. Los ejemplos de
promotores especificos del musculo incluyen C5-12 (Liu, y col. (2004) Hum Gene Ther. 15:783-92), el promotor de
creatina quinasa (MCK) especifico de musculo (Yuasa, y col. (2002) Gene Ther. 9:1576-88), o el promotor del
musculo liso 22 (SM22) (Haase, y col. (2013) BMC Biotechnol. 13:49-54). Los ejemplos de promotores especificos
del SNC (de neuronas) incluyen los promotores NSE, Sinapsina y MeCP2 (Lentz, y col. (2012) Neurobiol Dis.
48:179-88). Los ejemplos de promotores especificos del higado incluyen promotores de albumina (tales como
Palb), a1-antitripsina humana (tales como Pa1AT) y hemopexina (tales como Phpx) (Kramer, MG y col., (2003)
Mol. Therapy 7:375-85). Los ejemplos de promotores especificos para el ojo incluyen opsina y promotores K12
especificos para el epitelio corneal (Martin KRG, Klein RL y Quigley HA (2002) Methods (28): 267-75) (Tong Y, y
col., (2007) J Gene Med, 9:956-66). Estos promotores u otros promotores especificos de tejido conocidos en la
técnica, no son altamente activos en las células HEK-293 y, por lo tanto, no se espera que produzca niveles
significativos de expresion del gen de endonucleasa en células de empaquetamiento cuando se incorporan a los
vectores viricos de la presente invencion. De manera similar, los vectores viricos de la presente invencién
contemplan el uso de otras lineas celulares con el uso de promotores especificos de tejido incompatibles (es decir,
la conocida linea celular HeLa (célula epitelial humana) y que utiliza el promotor de hemopexina especifico del
higado). Otros ejemplos de promotores especificos de tejido incluyen: sarcomas sinoviales PDZD4 (cerebelo), C6
(higado), ASB5 (musculo), PPP1R12B (corazon), SLC5A12 (rifién), regulacion del colesterol APOM (higado),
ADPRHL1 (corazén) y sindromes de malformacién monogénica TP73L (musculo). (Jacox E, y col., (2010) PLoS
One v.5 (8): e12274).

2. Como alternativa, el vector se puede empaquetar en células de una especie diferente en la que no es probable
que se exprese la endonucleasa. Por ejemplo, las particulas viricas se pueden producir en células microbianas, de
insectos o plantas que usan promotores de mamiferos, tales como los promotores tempranos conocidos de
citomegalovirus o virus SV40, que no son activos en las células de empaquetamiento no de mamiferos. En una
realizacion preferida, las particulas viricas se producen en células de insectos utilizando el sistema de baculovirus
tal como se describe por Gao y col. (Gao, H., y col. (2007) J. Biotechnol. 131(2):138-43). Es poco probable que
una endonucleasa bajo el control de un promotor de mamiferos se exprese en estas células (Airenne, KJ, y col.
(2013) Mol. Ther. 21(4):739-49). Ademas, las células de insecto utilizan diferentes motivos de empalme de ARNm
que las células de mamifero. Por lo tanto, es posible incorporar un intrén de mamifero, tal como el intron de la
hormona del crecimiento humano (HGH) o el intron del antigeno T grande del SV40, en la secuencia codificante
de una endonucleasa. Debido a que estos intrones no se empalman eficientemente a partir de transcripciones pre-
ARNmM en células de insectos, las células de insecto no expresaran una endonucleasa funcional y empaquetaran
el genoma de longitud completa. Por el contrario, las células de mamifero a las que se administran las particulas
de AAV recombinantes resultantes empalmaran adecuadamente el pre-ARNm y expresaran la proteina
endonucleasa funcional. Haifeng Chen ha informado sobre el uso de los intrones de antigeno T grande de HGH y
SV40 para atenuar la expresion de las proteinas tdxicas barnasa y el fragmento A de la toxina de la difteria en las
células de empaquetamiento de insectos, permitiendo la produccién de vectores de AAV recombinantes que
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transportan estos genes de toxina (Chen, H (2012) Mol Ther Nucleic Acids. 1 (11): e57).

3. El gen de la endonucleasa se puede unir operativamente a un promotor inducible de modo que se requiera un
inductor de molécula pequefia para la expresion de la endonucleasa. Los ejemplos de promotores inducibles
incluyen el sistema Tet-On (Clontech; Chen H., y col., (2015) BMC Biotechnol. 15(1):4)) y el sistema RheoSwitch
(Intrexon; Sowa G., y col., (2011) Spine, 36 (10): E623-8). Ambos sistemas, asi como otros sistemas similares
conocidos en la técnica, se basan en factores de transcripcion inducibles por ligando (variantes del represor Tet y
Ecdisona, respectivamente) que activan la transcripcion en respuesta a un activador de molécula pequefa
(Doxiciclina o Ecdisona, respectivamente). La practica de la presente invencion usando tales activadores de
transcripcion inducibles por ligando incluye: 1) colocar el gen de la endonucleasa bajo el control de un promotor
que responde al factor de transcripcion correspondiente, el gen de endonucleasa tiene (un) sitio (o sitios) de union
para el factor de transcripcion; y 2) incluir el gen que codifica el factor de transcripcion en el genoma virico
empaquetado. El ultimo paso es necesario porque la endonucleasa no se expresara en las células o tejidos diana
después del suministro de AAV recombinante si el activador de la transcripcidon no se proporciona también a las
mismas células. El activador de la transcripcion induce la expresion del gen de la endonucleasa solo en células o
tejidos que se tratan con el activador de molécula pequefia afin. Este enfoque es ventajoso porque permite que la
expresion del gen de la endonucleasa se regule de manera espacio-temporal seleccionando cuando y a qué tejidos
se administra el inductor de molécula pequefia. Sin embargo, el requisito de incluir el inductor en el genoma virico,
que tiene una capacidad de carga significativamente limitada, crea un inconveniente para este enfoque.

4. En otra realizacion preferida, las particulas de AAV recombinantes se producen en una linea celular de mamifero
que expresa un represor de la transcripcion que impide la expresion de la endonucleasa. Los represores de la
transcripcion son conocidos en la técnica e incluyen el represor Tet, el represor Lac, el represor Cro y el represor
Lambda. Muchos receptores de hormonas nucleares, tales como el receptor de ecdisona, también actian como
represores de la transcripcion en ausencia de su ligando de hormonas afines. Para poner en practica la invencion
actual, las células de empaquetamiento se transfectan/transducen con un vector que codifica un represor de la
transcripcion y el gen de la endonucleasa en el genoma virico (vector de empaquetamiento) esta operativamente
unido a un promotor que se modifica para que comprenda sitios de unién para el represor de manera que el
represor silencia al promotor. El gen que codifica el represor de la transcripcion se puede colocar en una variedad
de posiciones. Se puede codificar en un vector separado; se puede incorporar al vector de empaquetado fuera de
las secuencias ITR; se puede incorporar al vector cap/rep o al vector auxiliar adenovirico; o, lo mas
preferentemente, se puede integrar de manera estable en el genoma de la célula de empaquetamiento de manera
que se exprese constitutivamente. Los procedimientos para modificar promotores comunes de mamiferos para
incorporar sitios represores de la transcripcién son conocidos en la técnica. Por ejemplo, Chang y Roninson
modificaron los promotores constitutivos fuertes de CMV y RSV comprenden operadores para el represor Lac y
mostraron que la expresion génica de los promotores modificados estaba muy atenuada en las células que
expresan el represor (Chang BD y Roninson IB (1996) Gene 183:137-42). El uso de un represor de la transcripcion
no humano asegura que la transcripcion del gen de la endonucleasa se reprimira solo en las células de
empaquetamiento que expresan el represor y no en las células o tejidos diana transducidos con el vector de AAV
recombinante resultante.

2.6 Variantes de nucleasa disefiadas genéticamente

Se desvelan nucleasas disefiadas genéticamente, y particularmente las meganucleasas recombinantes, y sus
variantes. Ademas se desvelan polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica
las meganucleasas recombinantes descritas en el presente documento, y variantes de tales polinucleétidos.

Tal como se usa en el presente documento, "variantes" pretende significar secuencias sustancialmente similares. Se
pretende que una "variante" de polipéptido signifique un polipéptido que proviene del polipéptido "natural" mediante
delecion o adicion de uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios internos en la proteina natural y/o sustitucion de uno
0 mas aminoacidos en uno o mas sitios en el polipéptido natural. Tal como se usa en el presente documento, un
polinucledtido o polipéptido "natural” comprende una secuencia original a partir de la cual se obtienen las variantes.
Las variantes de los polipéptidos abarcadas por las realizaciones son biolégicamente activas. Es decir, contindan
poseyendo la actividad biolégica deseada de la proteina natural; es decir, la capacidad de reconocer y escindir
secuencias de reconocimiento que se encuentran en la region constante alfa del receptor de linfocitos T humanos
(SEQ ID NO:1), que incluyen, por ejemplo, la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (SEQ ID NO:3), la secuencia de
reconocimiento TRC 3-4 (SEQ ID NO:4) y la secuencia de reconocimiento TRC 7-8 (SEQ ID NO:5). Dichas variantes
pueden, por ejemplo, ser resultado de la manipulacion humana. Las variantes biolégicamente activas de un polipéptido
natural (por ejemplo, las SEQ ID NO:8-32), o las variantes biolégicamente activas de las subunidades de union del
semisitio de reconocimiento descritas en el presente documento (por ejemplo, la SEQ ID NO:33-82), tendran al menos
aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %,
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 % o aproximadamente el 99 %, de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido natural o de la subunidad natural, segun lo
determinado por los programas de alineacion de secuencia y los parametros descritos en otra parte del presente
documento. Una variante biolégicamente activa de un polipéptido o subunidad puede diferir de ese polipéptido o
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subunidad en tan solo unos 1-40 restos de aminoacidos, tan poco como alrededor de 1-20, tan poco como alrededor
de 1-10, tan poco como alrededor de 5, tan poco como 4, 3, 2 o incluso 1 resto de aminoacido.

Los polipéptidos se pueden alterar de varias maneras, incluidas las sustituciones, deleciones, truncamientos e
inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para tales manipulaciones son generalmente conocidos en la técnica.
Por ejemplo, las variantes de la secuencia de aminoacidos se pueden preparar mediante mutaciones en el ADN. Los
procedimientos para mutagénesis y alteraciones de polinucleétidos son bien conocidos en la técnica. Véase, por
ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 82:488-492; Kunkel y col. (1987) Methods in Enzymol. 154:367-
382; la patente de EE.UU. N.° 4.873.192; Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan
Publishing Company, Nueva York) y las referencias alli citadas. Se pueden encontrar directrices sobre las sustituciones
de aminoacidos apropiadas que no afectan a la actividad bioldgica de la proteina de interés en el modelo de Dayhoff
y col. (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.). Las sustituciones
conservativas, tales como intercambiar un aminoacido con otro que tenga propiedades similares, pueden ser éptimas.

Se ha identificado previamente un numero sustancial de modificaciones de aminoacidos en el dominio de
reconocimiento de ADN de la meganucleasa I-Crel de tipo silvestre (por ejemplo, el documento US 8.021.867) que,
individualmente o en combinacién, da como resultado meganucleasas recombinantes con especificidades alteradas
en bases individuales dentro del semisitio de la secuencia de reconocimiento de ADN, de tal modo que las
meganucleasas resultantes disefiadas racionalmente tienen especificidades de semisitio diferentes de la enzima de
tipo silvestre. La Tabla 4 proporciona posibles sustituciones que se pueden realizar en un monémero o subunidad de
meganucleasa recombinante para mejorar la especificidad basada en la base presente en cada posicion del semisitio
(-1 a-9) de un semisitio de reconocimiento.

Tabla 4.

Base de cadena sentido favorecida

Pos. A C G T AT | AC | AG | CT | GIT | AGIT | ACIGIT
-1 Y75 | R70* | K70 | Q70* T46* G70
L75* | H75* | E70* | C70 A70
Cc75* | R75* | E75* | L70 S70
Y139* | H46* | E46* | Y75* G46*
C46* | K46* | D46* | Q75*
A46* | R46* H75*
H139
Q46*
H46*
-2 Q70 E70 | H70 | Q44* | c44*

T44* | D70 | D44*
Ad4* | K44* | E44*

Va4* | R44*
144*
L44*
N44*
-3 Q68 E68 | R68 | M68 H68 Y68 | K68
C24* | F68 C68
124* | K24* L68
R24* F68
-4 A26* | E77 | R77 s77 S26*
Q77 | K26* | E26* Q26*
-5 E42 | R42 K28* | C28* M66

Q42 K66
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(continuacion)

Base de cadena sentido favorecida
Pos. A C G T AT A/C A/G CIT G/T A/GIT A/CIGIT
-6 Q40 E40 R40 C40 A40 S40
C28* R28* 140 A79 S28*
V40 A28*
C79 H28*
179
V79
Q28*
-7 N30* E38 K38 138 C38 H38
Q38 K30* R38 L38 N38
R30* E30* Q30*
-8 F33 E33 F33 L33 R32* R33
Y33 D33 H33 V33
133
F33
C33
-9 E32 R32 L32 D32 S32
K32 V32 132 N32
A32 H32
C32 Q32
T32

Para los polinucleétidos, una "variante" comprende una delecién y/o adicién de uno o mas nucleétidos en uno o mas
sitios dentro del polinucleétido natural. Un experto en la materia reconocera que las variantes de los acidos nucleicos
desveladas en el presente documento se construiran de manera que se mantenga el marco de lectura abierto. Para
los polinucledtidos, las variantes conservativas incluyen aquellas secuencias que, debido a la degeneracion del codigo
genético, codifican la secuencia de aminoacidos de uno de los polipéptidos descritos en el presente documento. Las
variantes de polinucleétidos incluyen polinucledtidos que se obtienen sintéticamente, tales como los generados, por
ejemplo, usando mutagénesis de sitio dirigido pero que todavia codifican una meganucleasa recombinante desvelada
en el presente documento. En general, las variantes de un polinucledtido particular desvelado en el presente
documento tendran al menos aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 % o mas de identidad de secuencia para ese polinucleétido particular segun lo determinado
por los programas de alineacion de secuencia y los parametros descritos en otra parte del presente documento. Las
variantes de un polinucleétido particular (es decir, el polinucleétido de referencia) también se pueden evaluar mediante
la comparacion del porcentaje de identidad de secuencia entre el polipéptido codificado por una variante de
polinucledtido y el polipéptido codificado por el polinucleétido de referencia.

No se espera que las deleciones, inserciones y sustituciones de las secuencias de proteinas incluidas en el presente
documento produzcan cambios radicales en las caracteristicas del polipéptido. Sin embargo, cuando es dificil predecir
el efecto exacto de la sustitucion, delecidn o insercién antes de hacerlo, un experto en la materia apreciara que el
efecto se evaluara mediante el cribado del polipéptido para determinar su capacidad de reconocer y escindir
preferentemente secuencias de reconocimiento que se encuentran dentro del gen de la regidon constante del receptor
de linfocitos T humanos (SEQ ID NO: 1).

Ejemplos

La presente invencién se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como
limitantes. Los ejemplos que no estan dentro del ambito de las reivindicaciones se proporcionan solo con fines
ilustrativos.

Ejemplo 1
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Caracterizacién de meganucleasas que reconocen y escinden secuencias de reconocimiento de TRC

1. Meganucleasas que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento TRC 1-2

Las meganucleasas recombinantes (SEQ ID NO: 8-27), denominadas colectivamente en el presente documento como
"meganucleasas TRC 1-2" se disefiaron genéticamente para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento TRC
1-2 (SEQ ID NO: 3), que esta presente en la region constante alfa del receptor de linfocitos T humanos. Cada
meganucleasa recombinante TRC 1-2 comprende una sefial de localizacién de nucleasa N-terminal que proviene del
SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia de enlazador y una segunda subunidad de
meganucleasa. Una primera subunidad en cada meganucleasa TRC 1-2 se une al semisitio de reconocimiento TRC1
de la SEQ ID NO: 3, mientras que una segunda subunidad se une al semisitio de reconocimiento de TRC2 (véase la
Figura 1A).

Tal como se ilustra en las Figuras 2 y 3, las subunidades de uniéon a TRC1 y las subunidades de uniéon a TRC2
comprenden, cada una, una region hipervariable de 56 pares de bases, denominadas HVR1y HVR2, respectivamente.
Las subunidades de unidon a TRC1 son idénticas fuera de la region HVR1 excepto en la posicion 80 o la posicion 271
(que comprende un resto Q o E), y estan altamente conservadas dentro de la region HVR1. De manera similar, las
subunidades de union a TRC2 también son idénticas fuera de la regién HVR2, excepto en la posicion 80 o la posicion
271 (que comprende un resto Q o E), y en la posicion 330 de las meganucleasas TRC 1-2x.87 EE, TRC 1-2x.87 QE,
TRC 1-2x.87 EQ, TRC 1-2x.87 y TRC 1-2x.163, que comprenden un resto R (gris sombreado y subrayado). Al igual
que la region HVRA1, la region HVR2 también esta altamente conservada.

Las regiones de union a TRC1 de la SEQ ID NO:8-27 se ilustran en la Figura 2 y se proporcionan como las SEQ ID
NO: 33-52, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NO:33-52 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO:33, que es la region de union a TRC1 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE (SEQ ID NO:8). Las
regiones de unién a TRC2 de la SEQ ID NO:8-27 se ilustran en la Figura 3 y se proporcionan como las SEQ ID NO:58-
77, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NO:58-77 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO:58, que es la region de uniéon a TRC2 de la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE (SEQ ID NO:8).

2. Meganucleasas que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento TRC 3-4

Las meganucleasas recombinantes (SEQ ID NO: 28 y 29), denominadas colectivamente en el presente documento
"TRC 3-4 meganucleasas", se disefiaron genéticamente para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento
TRC 3-4 (SEQ ID NO: 4), que esta presente en la region constante alfa del receptor de linfocitos T humanos. Cada
meganucleasa recombinante TRC 3-4 comprende una sefial de localizacién de nucleasa N-terminal que proviene del
SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia de enlazador y una segunda subunidad de
meganucleasa. Una primera subunidad en cada meganucleasa TRC 3-4 se une al semisitio de reconocimiento TRC3
de la SEQ ID NO: 4, mientras que una segunda subunidad se une al semisitio de reconocimiento de TRC4 (véase la
Figura 1A).

Tal como se ilustra en las Figuras 4 y 5, las subunidades de uniéon a TRC3 y las subunidades de uniéon a TRC4
comprenden, cada una, una regioén hipervariable de 56 pares de bases, denominadas HVR1y HVR2, respectivamente.
Las subunidades de uniéon a TRC3 son idénticas fuera de la region HVR1 excepto en la posicion 80 o la posicion 271
(que comprende un resto Q o E), y estan altamente conservadas dentro de la region HVR1. De manera similar, Las
subunidades de unién a TRC4 también son idénticas fuera de la region HVR2 excepto en la posicién 80 o la posicion
271 (que comprende un resto Q o E), y estan altamente conservadas dentro de la region HVR2.

Las regiones de unién a TRC3 de las SEQ ID NO:28 y 29 se ilustran en la Figura 4 y se proporcionan como las SEQ
ID NO:53 y 54, respectivamente. Las SEQ ID NO:53 y 54 comparten el 96,6 % de identidad de secuencia. Las regiones
de union a TRC4 de las SEQ ID NO:28 y 29 se ilustran en la Figura 5 y se proporcionan como las SEQ ID NO:78 y 79,
respectivamente. Las SEQ ID NO: 78 y 79 también comparten el 96,6 % de identidad de secuencia.

3. Meganucleasas gue reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento TRC 7-8

Las meganucleasas recombinantes (SEQ ID NO: 30-32), denominadas colectivamente en el presente documento
como "meganucleasas TRC 7-8" se disefiaron genéticamente para reconocer y escindir la secuencia de
reconocimiento TRC 7-8 (SEQ ID NO: 5), que esta presente en la region constante alfa del receptor de linfocitos T
humanos. Cada meganucleasa recombinante TRC 7-8 comprende una sefial de localizacion de nucleasa N-terminal
que proviene del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia de enlazador y una segunda
subunidad de meganucleasa. Una primera subunidad en cada meganucleasa TRC 7-8 se une al semisitio de
reconocimiento TRC7 de la SEQ ID NO: 5, mientras que una segunda subunidad se une al semisitio de reconocimiento
de TRCS8 (véase la Figura 1A).

Tal como se ilustra en las Figuras 6 y 7, las subunidades de uniéon a TRC7 y las subunidades de uniéon a TRC8
comprenden, cada una, una region hipervariable de 56 pares de bases, denominadas HVR1y HVR2, respectivamente.
Las subunidades de unién a TRC7 son idénticas fuera de la regiéon HVR1 excepto en la posicion 80 o la posicion 271
(que comprende un resto Q o E), y estan altamente conservadas dentro de la region HVR1. De manera similar, las
subunidades de unién a TRC8 también son idénticas fuera de la region HVR2 excepto en la posicion 80 o la posicion
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271 (que comprende un resto Q o E), y estan altamente conservadas dentro de la region HVR2.

Las regiones de unién a TRC7 de la SEQ ID NO:30-32 se ilustran en la Figura 6 y se proporcionan como las SEQ ID
NO:55-57, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NO:55-57 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO:55, que es la region de union a TRC7 de la meganucleasa TRC 7-8x.7 (SEQ ID NO:30). Las
regiones de union a TRC8 de las SEQ ID NO:30-32 se ilustran en la Figura 7 y se proporcionan como las SEQ ID NO:
80-82, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NO:80-82 comparte al menos un 90 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO:80, que es la region de union a TRC8 de la meganucleasa TRC 7-8x.7 (SEQ ID NO: 30).

4. Escision de secuencias de reconocimiento de regidon constante alfa del receptor de linfocitos T humanos en un
ensayo de indicador de células CHO

Para determinar si las meganucleasas TRC 1-2, TRC 3-4 y TRC 7-8 podrian reconocer y escindir sus respectivas
secuencias de reconocimiento (las SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente), cada meganucleasa recombinante se
evalud usando el ensayo de indicador de células CHO descrito previamente (véase el documento WO/2012/167192 y
la Figura 8). Para realizar los ensayos, se produjeron lineas indicadoras de células CHO que portaban un casete de
expresion génica de proteina verde fluorescente no funcional (GFP) integrado en el genoma de las células. El gen
GFP en cada linea celular fue interrumpido por un par de secuencias de reconocimiento de manera que la escision
intracelular de cualquiera de las secuencias de reconocimiento por una meganucleasa estimularia un evento de
recombinacion homologa que daria como resultado un gen GFP funcional.

En las lineas celulares indicadoras CHO desarrolladas para este estudio, una secuencia de reconocimiento insertada
en el gen GFP fue la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (SEQ ID NO: 3), la secuencia de reconocimiento TRC 3-
4 (SEQ ID NO: 4) o la secuencia de reconocimiento TRC 7-8 (SEQ ID NO: 5). La segunda secuencia de reconocimiento
insertada en el gen GFP fue una secuencia de reconocimiento CHO-23/24, que es reconocida y escindida por una
meganucleasa de control llamada "CHO-23/24". Las células indicadoras de CHO que comprenden la secuencia de
reconocimiento de TRC 1-2 y la secuencia de reconocimiento de CHO-23/24 se denominan en el presente documento
"células TRC 1-2". Las células indicadoras de CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento de TRC 3-4 y la
secuencia de reconocimiento de CHO-23/24 se denominan en el presente documento "células TRC 3-4". Las células
indicadoras de CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento de TRC 7-8 y la secuencia de reconocimiento
de CHO-23/24 se denominan en el presente documento "células TRC 7-8".

Las células indicadoras de CHO se transfectaron con ADN plasmidico que codifica sus correspondientes
meganucleasas recombinantes (por ejemplo, las células TRC 1-2 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica
las meganucleasas TRC 1-2) o que codifica la meganucleasa CHO-23/34. En cada ensayo, las células indicadoras
4e5 CHO se transfectaron con 50 ng de ADN plasmidico en una placa de 96 pocillos usando Lipofectamina 2000
(ThermoFisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 48 horas después de la transfeccion, las células
se evaluaron mediante citometria de flujo para determinar el porcentaje de células positivas para GFP en comparacion
con un control negativo no transfectado (TRC 1-2bs). Tal como se muestra en la Figura 9, se descubrié que las
meganucleasas TRC 1-2, TRC 3-4 y TRC 7-8 producen células positivas para GFP en lineas celulares que
comprenden su secuencia de reconocimiento correspondiente a frecuencias que exceden significativamente el control
negativo.

La eficacia de las meganucleasas TRC 1-2x.87 QE, TRC 1-2x.87 EQ, y TRC 1-2x.87 EE también se determiné de una
manera dependiente del tiempo. En este estudio, las células TRC 1-2 (1e°) se electroporaron con 1e® copias de ARNm
de meganucleasa por célula usando un BioRad Gene Pulser Xcell de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
los 1, 4, 6, 8 y 12 dias posteriores a la transfeccion, las células se evaluaron mediante citometria de flujo para
determinar el porcentaje de células positivas para GFP. Tal como se muestra en la Figura 10, cada meganucleasa
TRC 1-2 exhibié una alta eficiencia a los 2 dias después de la transfeccion, con mas del 50 % de células positivas
para GFP observadas. Este efecto persistié durante el periodo de 12 dias, sin evidencia de toxicidad celular observada.

5. Conclusiones

Estos estudios demostraron que las meganucleasas TRC 1-2, las meganucleasas TRC 3-4 y las meganucleasas TRC
7-8 abarcadas por la invencion pueden dirigirse y escindir de manera eficaz sus respectivas secuencias de
reconocimiento en las células.

Ejemplo 2

Escisién de secuencias de reconocimiento de TRC en linfocitos T y supresion de la expresion de receptor de linfocitos
T de superficie celular

1. Escisién de la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 en células Jurkat

Este estudio demostrd que las meganucleasas TRC 1-2 abarcadas por la invencién podrian escindir la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2 en las células Jurkat (una linea celular de linfocitos T humanos inmortalizados). Se
electroporaron 1e® células Jurkat con 8e® copias de un ARNm de meganucleasa TRC 1-2 dado por célula usando un
BioRad Gene Pulser Xcell de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A las 72 horas después de la transfeccion,
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se recolectd ADN gendmico (ADNg) de las células y se realizé un ensayo de endonucleasa | T7 (T7E) para estimar la
modificacion genética en la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2 endégena (Figura 11). En el ensayo T7E, el
locus TRC 1-2 se amplifica por PCR usando cebadores que flanquean la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Si
hay indels (inserciones o deleciones aleatorias) dentro del locus TRC 1-2, el producto de PCR resultante consistira en
una mezcla de alelos de tipo silvestre y alelos mutantes. El producto de PCR se desnaturaliza y se deja que se vuelva
a hibridar lentamente. La rehibridacion lenta permite la formacion de heteroduplex que consisten en alelos mutantes y
de tipo silvestre, que dan como resultado en bases y/o abultamientos no coincidentes. La enzima T7E1 se escinde en
sitios que no coinciden, dando como resultado productos de escisién que se pueden visualizar mediante electroforesis
en gel. La Figura 11 demuestra claramente que trece versiones diferentes de las meganucleasas TRC 1-2 generaron
resultados positivos en el ensayo T7E1, que indica la generacion eficaz de indels en la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2 endodgena.

Para examinar mas a fondo las propiedades de escision de las meganucleasas TRC 1-2, se realizd un experimento
de dosis-respuesta en células Jurkat. Se electroporaron 1e® células Jurkat con 3 yg o 1 ug de un ARNm de
meganucleasa TRC 1-2 dado por célula usando un BioRad Gene Pulser Xcell de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. A las 96 horas tras la transfeccion, se recolecté el ADNg y el ensayo T7E1 se realizo tal como se describid
anteriormente. Tal como se observa en la Figura 12, quince diferentes meganucleasas TRC 1-2 mostraron escision
en el sitio de reconocimiento endégeno de TRC 1-2, incluyendo tres versiones diferentes de la meganucleasa TRC 1-
2x.87. La TRC 1-2x.87 EE funciond especialmente bien, generando una sefial fuerte en el ensayo T7E1 con poca o
ninguna toxicidad en las células Jurkat.

2. Escisién de la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2 en linfocitos T humanos

Este estudio demostré que las meganucleasas de TRC 1-2 abarcadas por la invencion podrian escindir la secuencia
de reconocimiento de TRC 1-2 en linfocitos T humanos obtenidos de un donante. Los linfocitos T CD3 + se estimularon
con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 durante 3 dias, luego se electroporaron con ARNm que codifica la
meganucleasa TRC 1-2x.87 EE utilizando el Amaxa 4D-Nucleofector (Lonza) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. A los 3 dias y 7 dias después de la transfeccion, se recolecté el ADNg y el ensayo T7E1 se realizé tal como
se describié anteriormente. La Figura 13A demuestra que TRC 1-2x.87 EE introdujo eficazmente mutaciones en la
secuencia de reconocimiento endoégena de TRC 1-2 en linfocitos T humanos, lo que indica que la meganucleasa
reconocio y escindio la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. La intensidad de los productos de escision no parece
cambiar entre el dia 3 y el dia 7 después de la transfeccion, lo que sugiere poca o ninguna toxicidad debido a la
meganucleasa TRC 1-2x.87 EE. Para determinar si las mutaciones en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2
enddgena fueron suficientes para eliminar la expresion superficial del receptor de linfocitos T, las células se analizaron
por citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-CD3. La Figura 13B muestra que aproximadamente el 50 % de los
linfocitos T transfectados se tifieron negativamente para CD3, lo que indica la desactivacion del receptor de linfocitos
T. La poblacién CD3 negativa no cambio significativamente entre el dia 3 y el dia 7 después de la transfeccion, lo que
indica ademas toxicidad escasa o nula asociada con la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE, o la pérdida de la expresion
del receptor de linfocitos T.

Para verificar que la pérdida de expresion de CD3 se debié a mutaciones en el sitio de reconocimiento TRC 1-2, el
ADNg se recogio de linfocitos T transfectados y el locus del sitio de reconocimiento TRC 1-2 se amplifico por PCR.
Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR-romo usando el kit de clonacion de PCR Zero Blunt (Thermo
Fisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se recogieron colonias individuales y se secuenciaron los
plasmidos mini-preparados. La Figura 14 muestra secuencias de varias deleciones representativas que se observaron
en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Las secuencias observadas son tipicas de deleciones resultantes de la
reparacion de union de extremos no homélogos de roturas de doble cadena de ADN generadas por endonucleasas.

Ademas de TRC 1-2x.87 EE, otras meganucleasas TRC 1-2 pudieron inactivar receptor de linfocitos T en linfocitos T
humanos, incluidas TRC 1-2x.55 y TRC 1-2x.72, aunque en menor medida que la inactivacion observada previamente
para TRC 1-2x.87 EE (Tablas 5 y 6). TRC 1-2x.72 Q47E lleva una mutacion en el sitio activo de la meganucleasa
(aminoacido 47) y sirve como control negativo.

Tabla 5.

% de células CD3-

Meganucleasa Dia3 | Dia6
TRC 1-2x.72 Q47E 0,38 1,1
TRC 1-2x.55 3,11 10,84
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Tabla 6.

% de células CD3-

Meganucleasa Dia3 | Dia5
TRC 1-2x.72 Q47E 0,29 0,4
TRC 1-2x.72 2,09 4,19

3. Conclusiones

Estos estudios demostraron que las meganucleasas TRC 1-2 abarcadas por la invencion pueden reconocer y escindir
la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 en ambas células Jurkat (una linea celular de linfocitos T inmortalizados) y
en linfocitos T obtenidos de un donante humano. Ademas, estos estudios demostraron que NHEJ ocurre en el sitio de
escision de meganucleasa, tal como lo demuestra la aparicion de indels. Ademas, Se demostré que las meganucleasas
TRC 1-2 reducen la expresion en la superficie celular del receptor de linfocitos T en linfocitos T humanos obtenidos de
un donante.

Ejemplo 3

Vectores de AAV recombinantes para introducir acidos nucleicos exégenos en linfocitos T humanos

1. Vectores de AAV recombinantes

En el presente estudio, se disefiaron dos vectores de AAV recombinantes (denominados AAV405 y AAV406) para
introducir una secuencia de acido nucleico exdgena, que comprende un sitio de restriccion Eagl, en el genoma de los
linfocitos T humanos en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 mediante recombinacion homologa. Cada vector de
AAV recombinante se preparé usando un protocolo de triple transfeccion, en el que una linea celular se transfecta con
un primer plasmido que codifica componentes "auxiliares" (por ejemplo, adenoviricos) necesarios para dar soporte a
la replicacién, un segundo plasmido que comprende los genes cap y rep, y un tercer plasmido que comprende las
repeticiones terminales invertidas viricas (ITR) que contienen la secuencia de ADN de intervencion que se va a
empaquetar en el virus (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico exdgena) (véase, Cots D, Bosch A, Chillon M
(2013) Curr. Gene Ther. 13 (5): 370-81). La Figura 15 ilustra el enfoque general para usar vectores de AAV
recombinantes para introducir una secuencia de acido nucleico exdgena en el genoma celular en el sitio de escision
de la nucleasa.

El AAV405 se prepar6 usando el plasmido ilustrado en la Figura 16 (SEQ ID NO: 107). Tal como muestra, el plasmido
AAV405 generalmente comprende secuencias para una 5' ITR, una secuencia potenciadora y promotora de CMV, un
brazo de homologia de 5', una secuencia de acido nucleico que comprende el sitio de restriccion de Eagl, una
secuencia de sefial de poli(A) SV40, un brazo de homologia de 3'y una ITR de 3'. El AAV406 se prepar6 usando el
plasmido ilustrado en la Figura 17 (SEQ ID NO: 108). Tal como muestra, el plasmido AAV406 comprende secuencias
similares a las de AAV405, pero carece de las secuencias potenciadoras y promotoras de CMV aguas arriba del brazo
de homologia de 5'. Los estudios actuales de AAV incluyeron ademas el uso de un vector de AAV que codifica GFP
(GFP-AAV), que se incorporé como control positivo para la eficacia de transduccion de AAV.

2. Introduccién de secuencias de acido nucleico exégenas en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2

Para probar si los moldes de AAV serian adecuados para la reparacion dirigida por homologia (HDR, por sus siglas
en inglés) después de la generacién de una ruptura de doble cadena con meganucleasas TRC 1-2, se realizaron una
serie de experimentos utilizando linfocitos T humanos. En el primer experimento, se determindé el momento de la
electroporacion con ARN de TRC 1-2 y la transduccion con vectores AAV recombinantes. Los linfocitos T CD3+
humanos se estimularon con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 durante 3 dias, luego se electroporaron con ARNm
que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE (1 pg) usando el Amaxa 4D-Nucleofector (Lonza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. A las 2, 4 u 8 horas después de la transfeccion, se transdujo a las células con GFP-AAV
(1e® genomas viricos por célula). Las células se analizaron por citometria de flujo para la expresion de GFP a las 72
horas después de la transduccion. Tal como se muestra en la Figura 18, la mayor eficacia de transduccion se observo
cuando las células se transdujeron a las 2 horas después de la transfeccién (88 % de células positivas para GFP). La
eficacia de la transduccion disminuy6 significativamente a medida que aumento el tiempo entre la transfeccion y la
transduccion, con el 78 % de células positivas para GFP a las 4 horas y el 65 % de células positivas para GFP a las 8
horas.

Habiendo determinado que se produjo una transduccion virica eficaz cuando las células se transdujeron 2 horas
después de la transfeccion, los vectores AAV405 y AAV406 se usaron como moldes de HDR en linfocitos T humanos.
Los linfocitos T CD3" se estimularon y se transfectaron con 1 yg de ARNm de TRC 1-2x.87 EE tal como se describio
anteriormente. A las 2 horas después de la transfeccion, las células se transdujeron con AAV405 o AAV406 (1e°
genomas viricos por célula). Como controles de solo transduccion, las células se transfectaron por simulaciéon (con
agua) y se transdujeron con AAV405 o AAV406 (1e® genomas viricos por célula). Para un control de meganucleasa
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solo, las células se transfectaron con TRC 1-2x.87 EE y luego se transdujeron de forma simulada (con agua) a las 2
horas después de la transfeccion.

Para determinar si los vectores AAV sirvieron como moldes de HDR, el ADNg se recolectd de las células y el locus
TRC 1-2 se amplificd por PCR usando cebadores que reconocieron secuencias mas alla de la region de homologia
en los vectores de AAV. Los cebadores de PCR fuera de las regiones de homologia solo permitieron la amplificacion
del genoma de linfocitos T, no de los vectores AAV. Los productos de PCR se purificaron y se digirieron con Eagl. La
Figura 19 muestra la escision de los productos de PCR amplificados a partir de células que se transfectaron con TRC
1-2x.87 EE y se transdujeron con cualquier vector AAV (véase las flechas), lo que indica la insercion del sitio Eagl en
la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Eagl no escinde los productos de PCR de todas las poblaciones de células
de control, lo que demuestra que la insercion del sitio Eagl requiere la creacion de una ruptura de doble cadena de
ADN por una meganucleasa TRC 1-2.

Para definir mejor la insercion del sitio Eagl en los linfocitos T humanos, se examinaron productos individuales del
producto de PCR a granel. El producto de PCR no digerido generado a partir del experimento anterior se clon6 en el
vector pCR-romo usando el kit de clonacién de PCR Zero Blunt (Thermo Fisher) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La PCR de colonias se realizé usando cebadores M13 directos e inversos (el pCR contundente contiene
sitios de cebado M13 directo e inverso que flanquean el inserto) y una porcién de productos de PCR de células
transfectadas con TRC 1-2x.87 EE y AAV405 o AAV406 se analizaron mediante electroforesis en gel (Figuras 20A 'y
21A, respectivamente). En ambos casos, hay una mezcla de productos de PCR de longitud completa
(aproximadamente 1600 pb), insertos mas pequefios y algunos plasmidos vacios (aproximadamente 300 pb). En este
ensayo, las bandas mas pequefias que las de longitud completa pero mas grandes que los plasmidos vacios son a
menudo secuencias que contienen grandes deleciones dentro de la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. En
paralelo, otra porcién de productos de PCR se digiri6 con Eagl para determinar el porcentaje de clones que contienen
el sitio de reconocimiento de Eagl insertado en la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2. Las Figuras 20B y 21B
muestran que varios productos de PCR se escindieron con Eagl (por ejemplo, Figura 20B, segunda fila, 6 carriles
desde la izquierda), generando los fragmentos esperados de aproximadamente 700 y 800 pb. Estos geles permiten
que la estimacion de la insercion de Eagl sea aproximadamente del 25 % y del 6 % para AAV405 y AAV406,
respectivamente (ajustado para vectores vacios).

Para confirmar las observaciones de la electroforesis en gel de productos de PCR sin cortar y digerir con Eagl, se
secuencio la porcion restante de cada producto de PCR. La Figura 22A muestra secuencias de varias deleciones e
inserciones representativas que se observaron en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Estas secuencias son
tipicas de secuencias resultantes de la reparacion de unién de extremos no homaélogos de roturas de doble cadena
de ADN generadas por endonucleasas. Todos los productos de PCR que se escindieron con Eagl contenian un sitio
Eagl insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (Figura 22B).

3. Eficacia de transduccién de AAV mejorada

A la luz de la observacion de que la transduccion de AAV fue mas eficaz cuando se llevé a cabo 2 horas después de
la transfeccién que cuando se llevd a cabo mas tarde, se realiz6 un experimento para optimizar el tiempo de
transfeccion y transduccion. Los linfocitos T CD3+ humanos se estimularon con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
durante 3 dias, luego se electroporé con la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE (1 pg) usando el Amaxa 4D-Nucleofector
(Lonza) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Inmediatamente después de la transfeccion o 2 horas después
de la transfeccion, se transdujo a las células con GFP-AAV (1e° genomas viricos por célula). Ademas, las células no
estimuladas se transdujeron con GFP-AAV (1e® genomas viricos por célula). A las 72 horas tras la transduccion, la
expresion de GFP en las células se analizé mediante citometria de flujo. La Figura 23 muestra que la transduccién de
GFP-AAV realizada 2 horas después de la transfeccion dio como resultado un 90 % de células positivas para GFP,
pero esa transduccion inmediatamente después de la transfeccion dio como resultado un 98 % de células positivas
para GFP. Los linfocitos T restantes parecian refractivos a la transduccion de AAV, con aproximadamente el 0 % de
células positivas para GFP. Las células no transducidas también mostraron aproximadamente el 0 % de células
positivas para GFP.

4. Sumario

Estos estudios demuestran que los vectores de AAV se pueden usar junto con meganucleasas recombinantes para
incorporar una secuencia de acido nucleico exégena en un sitio de escision en la regiéon constante alfa de TCR
mediante recombinaciéon homaloga.

Ejemplo 4

Vectores de AAV recombinantes para introducir acidos nucleicos exdégenos gue codifican un receptor de antigeno
quimérico en linfocitos T humanos

1. Vectores de AAV recombinantes

En el presente estudio, se disefiaron dos vectores de AAV recombinantes (denominados AAV-CAR100 y AAV-
CAR763) para introducir una secuencia de acido nucleico exdgena, que codifica un receptor de antigeno quimérico,
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en el genoma de los linfocitos T humanos en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 mediante recombinacion
homodloga. Cada vector de AAV recombinante se preparé usando el protocolo de ftriple transfeccion descrito
anteriormente.

El AAV-CAR100 (también denominado en el presente documento AAV408) se prepard usando el plasmido ilustrado
en la Figura 24 (SEQ ID NO:109). Tal como muestra, el AAV-CAR100 (AAV408) esta disefiado para producir un vector
de AAV autocomplementario, y generalmente comprende secuencias para un 5' ITR, un brazo de homologia de 5/,
una secuencia de acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19, una secuencia de sefal
de poli(A) SV40, un brazo de homologia de 3'y una ITR de 3'. EI AAV-CAR763 (también denominado en el presente
documento AAV412) se prepard usando el plasmido ilustrado en la Figura 25 (SEQ ID NO:110). Tal como muestra, el
plasmido AAV-CAR763 (AAV412) generalmente comprende las mismas secuencias que AAV-CAR100 (AAV408),
pero esta disefiado para producir un vector de AAV monocatenario. Debido a que un vector de AAV monocatenario
puede acomodar una carga util mas grande, el brazo de homologia de 5'y el brazo de homologia de 3' son mas largos
en AAV-CAR763 (AAV412) que en AAV-CAR100 (AAV408). Los estudios actuales de AAV incluiran ademas el uso
de un vector de AAV que codifica la GFP (GFP-AAV), que se incorporara como un control positivo para la eficiencia
de transduccion de AAV.

2. Introduccién de una secuencia del receptor de antigeno quimérico en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2

Se realizaran estudios para determinar la eficacia del uso de vectores de AAV recombinantes para insertar una
secuencia de receptor de antigeno quimérico en el gen de la region constante de TCR alfa mientras, simultaneamente,
se inactiva la expresion en la superficie celular del receptor TCR endégeno.

Para confirmar la eficacia de la transduccion, se obtendran linfocitos T CD3 + humanos y se estimularan con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 durante 3 dias, luego se electroporaron con ARNm que codifica la meganucleasa
TRC 1-2x.87 EE (1 pg) usando el Amaxa 4D-Nucleofector (Lonza) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las células seran transducidas con GFP-AAV (1e® genomas viricos por célula) inmediatamente después de la
transfeccion tal como se describioé anteriormente. La expresion de GFP en las células se analizara por citometria de
flujo a las 72 horas después de la transduccion para determinar la eficacia de la transduccion.

Los vectores AAV-CAR100 (AAV408) y AAV-CAR763 (AAV412) se usaran luego como moldes de HDR en linfocitos
T humanos para la insercion de la secuencia del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19. Los linfocitos T CD3+
humanos se estimularan y se transfectaran con 1 ug de ARNm de TRC 1-2x.87 EE tal como se describié anteriormente.
Después, las células se transduciran con AAV-CAR100 (AAV408) o AAV-CAR763 (AAV412) (1e® genomas viricos por
célula) ya sea inmediatamente después de la transfeccion o en 0-8 horas de la transfeccion. Como controles de solo
transduccion, las células seran transfectadas por simulacion (con agua) y transducidas con AAV-CAR100 (AAV408) o
AAV-CAR763 (AAV412) (1e% genomas viricos por célula). Para un control de meganucleasa solo, las células se
transfectaran con ARNm que codifica TRC 1-2x.87 EE y luego se transducidas por simulacion (con agua)
inmediatamente después de la transfeccion.

La insercion de la secuencia del receptor de antigeno quimérico se confirmara mediante la secuenciacion del sitio de
escision en el gen de region constante alfa de TCR. La expresion en la superficie celular del receptor de antigeno
quimérico se confirmara mediante citometria de flujo, utilizando un anticuerpo anti-Fab o anti-CD19. La inactivacion
del receptor de linfocitos T enddgeno en la superficie celular se determinara mediante citometria de flujo tal como se
describié anteriormente.

Ejemplo 5

Insercion y expresion del receptor de antigeno quimérico

1. Insercioén de la secuencia del receptor de antigeno quimérico en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2

En el presente estudio, los presentes inventores probaron si AAV puede proporcionar moldes de HDR que se pueden
usar para insertar una secuencia de receptor de antigeno quimérico en el gen de la region constante alfa de TCR vy,
simultaneamente, inactivar la expresion en la superficie celular del receptor TCR endégeno. En el primer experimento,
se estimularon linfocitos T CD3+ humanos (1e® células) y se electroporaron con ARNm que codifica la meganucleasa
TRC 1-2x.87 EE (2 pg) tal como se describe anteriormente, luego se transdujeron inmediatamente con AAV412 (1e®
genomas viricos/célula). Como controles, las células fueron electroporadas de manera simulada, luego se transdujeron
con AAV412 o se electroporaron con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE, luego se transdujeron de manera simulada.
Se incluyd un control adicional de células electroporadas de manera simulada y transducidas de manera simulada.

Se desarrollé un ensayo basado en PCR para determinar si el molde de HDR de AAV se utiliz6 para reparar roturas
de doble cadena en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Se usaron tres conjuntos de pares de cebadores para
el analisis por PCR. El primer conjunto fue disefiado para amplificar una regiéon con los brazos de homologia de
AAV412. Dado que este primer conjunto de cebadores (denominado "region de brazos homadlogos internos/CAR" en
la Tabla 7) se encuentra dentro de la regiéon de homologia, amplificara el locus de la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2 no modificado del genoma (349 pb), la entrada del vector AAV412 (2603 pb) o la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2 en la que se insert6 el gen CAR (2603 pb). El segundo conjunto de cebadores (denominado "brazo de
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homologia externo de 5™ en la Tabla 7) incluye un cebador que hibrida dentro de la regiéon CAR del molde de HDR de
AAV412, un cebador que hibrida en el genoma humano, fuera del brazo de homologia de 5' del molde de HDR de
AAV412 y amplificara un fragmento de 1872 pb solo si el gen CAR se inserté con éxito en la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2. El tercer conjunto de cebadores (denominado "brazo de homologia externo de 3" en la Tabla
7) incluye un cebador que hibrida dentro de la region CAR del molde de HDR de AAV412, y un cebador que hibrida
en el genoma humano, fuera del brazo de homologia de 3' del molde de HDR de AAV412. De manera similar al
segundo conjunto de cebadores, el tercer conjunto de cebadores amplificara un fragmento de 1107 pb solo si el gen
CAR se insert6 con éxito en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Tomados en conjunto, los productos de PCR
de los tres conjuntos de cebadores indicaran si la secuencia CAR esta presente en las células (grupo de cebadores
1) y si se ha insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 (grupos de cebadores 2 y 3).

El dia 4 después de la transduccidn, las células se analizaron usando los pares de cebadores de PCR descritos
anteriormente. Brevemente, se recolectaron aproximadamente 3.000 células, se sedimentaron, se lisaron y se realizé
una PCR para determinar si el gen CAR se insert6 en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Los productos de PCR
se redisolvieron en un gel de agarosa, se muestra en la Figura 26 (las descripciones de los carriles se pueden encontrar
en la Tabla 7). Los carriles 1-3 son productos de PCR de la muestra que fue electroporada con ARNm que codifica
TRC 1-2x.87EE y transducida de manera simulada.

Como cabia esperar, el primer par de cebadores ("region de brazos homélogos internos/CAR") amplificé el locus de
la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 no modificado, generando una banda de 349 pb que se muestra en el carril
1. Los carriles 2 y 3 se corresponden con pares de cebadores que solo generan un producto si el gen CAR se ha
insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2, y no muestran productos. Los carriles 7-9 representan muestras
que fueron electroporadas y transducidas de manera simulada y muestran las mismas bandas que el control de ARNm
de TRC 1-2x.87EE solo descrito anteriormente. Los carriles 4-6 muestran productos de PCR de la muestra que se
electroporé con ARNm de TRC 1-2x.87EE y se transdujo con AAV412. El carril 4 muestra dos bandas generadas por
el primer par de cebadores ("region de brazos homologos internos/CAR"), lo que indica que la amplificacion del locus
de la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 no modificado del genoma (349 pb) y la entrada del vector AAV412 (2603
pb) o la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 en la que se insertd el gen CAR (2603 pb). Los carriles 5 y 6 muestran
productos generados por los pares de cebadores que solo amplifican productos si la secuencia de acido nucleico CAR
se ha insertado en el sitio de reconocimiento TRC 1-2x.87EE. Ambas bandas tienen el tamafio previsto (1872 y 1107
pb, respectivamente). Los carriles 10-12 representan la muestra que se sometio a electroporacion de manera simulada
y se transdujo con AAV412. El carril 10 muestra dos bandas generadas por el primer par de cebadores ("region de
brazos homologos internos/CAR"), lo que indica la amplificacion del locus de la secuencia de reconocimiento TRC 1-
2 no modificada del genoma (349 pb) y la entrada del vector AAV412 (2603 pb). Los carriles 11 y 12 se corresponden
con pares de cebadores que solo generan un producto si el gen CAR se ha insertado en la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2, y no muestran productos. La ausencia de bandas en los carriles 11 y 12 (que incluyen
cebadores fuera del brazo de homologia) indica que la banda de 2603 pb en el carril 10 se gener6 a partir de la
amplificacion de la entrada de AAV412.

Tomados en conjunto, el analisis de PCR demuestra claramente que los genes CAR se introducen en el sitio de
reconocimiento TRC 1-2x.87EE cuando tanto el ARNm de TRC 1-2x.87EE como el AAV412 estan presentes en las
células. Por lo tanto, los presentes inventores concluyen que AAV412 sirve para producir moldes de HDR adecuados
que se pueden usar para insertar un gen CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE.

En un segundo experimento, los linfocitos T CD3+ humanos se estimularon y se electroporaron con ARNm que codifica
la meganucleasa TRC 1-2x.87 EE tal como se describe anteriormente, luego se transdujeron inmediatamente con
cantidades crecientes de AAV408 (0 ul, 3,125 ul, 6,25 ul, 12,5 plo 25 pl, que se corresponde con aproximadamente
0, 3,125€3, 6,250e®, 1,25e* y 2,5e* genomas viricos/célula). Como controles, las células fueron electroporadas de
manera simulada, luego se transdujeron con cantidades crecientes de AAV408. Los controles adicionales incluyeron
células que fueron electroporadas por simulaciéon y transducidas por simulacién, asi como las células que se
electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE y luego se transdujeron por simulacién. En el dia 4 después de la
transduccion, las células se recolectaron y se analizaron tal como se describe anteriormente, pero solo usando los
pares de cebadores que amplificaron un producto solo si el gen CAR se ha insertado en la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2. Los productos de PCR se redisolvieron en geles de agarosa, tal como se muestra en la
Figura 27. La Figura 27A muestra los productos de PCR generados usando el par de cebadores descrito anteriormente
("brazo de homologia externo de 5™) que solo amplifica un producto en el extremo 5' del locus de la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2 si el gen CAR se ha insertado en ese lugar. La Figura 27B muestra los productos de PCR
generados usando el par de cebadores descrito anteriormente ("brazo de homologia externo de 3") que solo amplifica
un producto en el extremo 3' del locus de la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 si el gen CAR se ha insertado en
ese lugar. Las descripciones de los carriles se pueden encontrar en la Tabla 8. Los carriles 1-5 en las Figuras 27Ay
27B representan las muestras que fueron electroporadas de manera simulada o electroporadas de manera simulada
y luego transducidas de manera simulada. No se ven productos de PCR en células electroporadas de manera
simulada, lo que indica que los moldes de HDR producidos por AAV408 no pueden insertar el gen CAR en la secuencia
de reconocimiento de TRC 1-2 en ausencia de ARNm de TRC 1-2x.87EE. El carril 6 representa la muestra que se
sometid a electroporacion con ARNm de TRC 1-2x.87EE y se transdujo de manera simulada. No hay productos de
PCR visibles, lo que indica que el gen CAR no se habia insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Los
carriles 7-10 representan muestras que se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE y se transdujeron con
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cantidades crecientes de AAV408. Las bandas de tamario apropiado para cada PCR son evidentes, lo que indica que
AAV408 puede producir donantes de HDR para reparar la secuencia de reconocimiento TRC 1-2, lo que da como
resultado la insercion del gen CAR.

Tabla 7.
- Virus Tamafio del
Muestra Nucleofeccién PCR
(100k MDI) producto
1 TRC1-2x87EE . Region de brazos homélogos Gendmico = 349 pb
internos / CAR +CD19 = 2603 pb
2 TRC1-2x87EE - Brazo de homologia externo de 5' 1872 pb
3 TRC1-2x87EE - Brazo de homologia externo de 3' 1107 pb
4 TRC1-2x87EE AAVA12 Region de brazos homdlogos Gendmico = 349 pb
internos / CAR +CD19 = 2603 pb
5 TRC1-2x87EE AAV412 | Brazo de homologia externo de 5' 1872 pb
6 TRC1-2x87EE AAV412 | Brazo de homologia externo de 3' 1107 pb
7 Simulacion (agua) . Region de brazos homélogos Gendmico = 349 pb
internos / CAR +CD19 = 2603 pb
8 Simulacién (agua) - Brazo de homologia externo de 5' 1872 pb
9 Simulacién (agua) - Brazo de homologia externo de 3' 1107 pb
10 Simulacién (agua) AAV412 Regién'de brazos homélogos Gendmico = 349 pb
internos / CAR +CD19 = 2603 pb
11 Simulacién (agua) AAV412 | Brazo de homologia externo de 5' 1872 pb
12 Simulacién (agua) AAV412 | Brazo de homologia externo de 3' 1107 pb
Tabla 8.
Virus (AAV408)
Muestra Nucleofecciéon "
1 Simulacién (agua) 0
2 Simulacién (agua) 3,125
3 Simulacién (agua) 6,25
4 Simulacién (agua) 12,5
5 Simulacién (agua) 25
6 TRC1-2x87EE 0
7 TRC1-2x87EE 3,125
8 TRC1-2x87EE 6,25
9 TRC1-2x87EE 12,5
10 TRC1-2x87EE 25

Los ensayos basados en PCR descritos anteriormente son utiles para determinar si el gen CAR se habia insertado en
la secuencia de reconocimiento TRC 1-2, pero no dan informacion sobre eficacia. Para determinar la eficacia de la
insercion de CAR, los presentes inventores desarrollaron un ensayo digital basado en PCR (el esquema se muestra
en la Figura 28A). En este ensayo, se utilizan dos conjuntos de cebadores. El primer conjunto amplifica una secuencia
de genes irrelevante y sirve como una secuencia de referencia para controlar el nUmero de molde. El segundo conjunto
consiste en un cebador que se hibrida dentro del gen CAR y un cebador que se hibrida fuera del brazo de homologia
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de 3', de modo que un producto solo se amplifica si el gen CAR se ha insertado en la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2. Una sonda marcada con VIC hibrida dentro del amplicon generado a partir del primer conjunto de cebadores
y la sonda marcada con FAM hibrida dentro del amplicén generado por el segundo conjunto de cebadores. Al dividir
el numero de amplicones detectados por la sonda marcada con FAM entre el nimero de amplicones de secuencia de
referencia detectados por la sonda marcada con VIC, es posible cuantificar con precision el porcentaje de loci de la
secuencia de reconocimiento de TRC 1-2 que se modificaron mediante la insercion del gen CAR.

La Figura 28B muestra los resultados del ensayo de PCR digital para muestras que fueron electroporadas por
simulacién y luego transducidas, electroporada con ARNm de TRC 1-2x.87EE luego transducidas por simulacioén, o
electroporadas con ARNm de TRC 1-2x.87EE luego transducidas con cantidades en aumento de AAV408. La PCR
digital se realizé usando ADN gendmico aislado de células aproximadamente 1 semana después de la transduccion.
De acuerdo con las observaciones de la PCR descrita en la Figura 27, se descubrié que ambas muestras de control
(solo transduccion o solo electroporacion) tenian un gen CAR insertado al 0% en la secuencia de reconocimiento TRC
1-2x.87EE. Se descubrié que las muestras se electroporaron con ARNm que codificaba TRC 1-2x.87EE y luego se
transdujeron con cantidades en aumento de AAV408 tenian entre aproximadamente el 1,5 % y el 7 %. El ensayo se
realizé en dos instrumentos diferentes (marcados QX200 y QS3D) y mostré una concordancia notable, que demuestra
la sensibilidad y la precision de este ensayo basado en PCR digital.

2. Expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 en linfocitos T

Ademas de determinar si la insercion de CAR se produjo a nivel molecular, los presentes inventores buscaron
determinar el nivel de expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 en células que tenian el gen CAR
insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 usando AAV408 como molde de HDR. Ademas, los presentes
inventores examinaron la eficacia en la que la insercion del CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE
dio como resultado la desactivacion del receptor de linfocitos T. Las muestras descritas anteriormente y analizadas en
las Figuras 27 y 28 también se analizaron para la expresion de CAR y CD3 por citometria de flujo. Aproximadamente
4 dias después de la transduccion, las células se marcaron con anticuerpos que reconocen el CAR anti-CD 19 (anti-
Fab-Alexa647) o CD3 (CD3BB515) y se analizaron por citometria de flujo. La Figura 29A muestra graficos de
citometria de flujo, con marcaje anti-CAR mostrado en el eje Y y marcaje anti-CD3 mostrado en el eje X. Las células
que se electroporaron por simulacion y se transdujeron por simulacion (MDI-0) fueron abrumadoramente CD3*/CAR"
(el cuadrante inferior derecho, 98,7 %). Las células que se electroporaron de manera simulada y luego se transdujeron
con cantidades en aumento de AAV408 parecian esencialmente idénticas a las células de control, con las poblaciones
de CD3*/CAR  al 98,8 %, 99,99 % y 99,1 %. Por lo tanto, los presentes inventores concluyen que el virus AAV408 solo
no esta dirigiendo la expresion de niveles detectables de CAR, ni es capaz de alterar la expresion del receptor de
linfocitos T.

La Figura 29B muestra graficos de citometria de flujo para muestras que se electroporaron con ARNm que codifica
TRC 1-2x.87EE y luego se transdujeron de manera simulada o las células que se electroporaron con TRC 1-2x.87EE
y luego se transdujeron con cantidades crecientes de AAV408. Las células que se electroporaron y luego se
transdujeron de manera simulada muestran el 47,1% de células CD3", lo que indica la inactivacion eficaz del complejo
receptor de linfocitos T. El marcaje de fondo con el CAR anti-CD 19 era muy bajo, con el 0,6 % en la poblaciéon CD3"
y el 0,78 % en la poblacion CD3*. Las muestras que se electroporaron con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y luego
se transdujeron con cantidades crecientes de AAV408 mostraron marcaje de CAR en la poblacién CD3-, que variaba
del 2,09 % al 5,9 %. También hubo un ligero aumento en el marcaje de CAR en la poblacién CD3*, que variaba del
1,08 % al 1,91 %. Los presentes inventores no determinaron la causa del aumento de células CAR* en la poblacion
CD3*, aunque es posible que el CAR se haya insertado en el alelo del receptor de linfocitos T no expresado (solo un
alelo de la cadena alfa del receptor de linfocitos T se expresa y se incorpora al complejo del receptor de linfocitos T).

Estos datos se correlacionaron bien con el ensayo cuantitativo basado en PCR digital descrito anteriormente. Por
ejemplo, a la MDI mas alta de AAV408 (2,5¢* genomas viricos/célula), el ensayo de PCR digital mostro
aproximadamente el 6 % de insercion de CAR, y el ensayo de citometria de flujo mostré el 5,9 % de células CAR*/CD3"
. Si se tiene en cuenta la poblacién de CAR*/ CD3*, los datos siguen siendo bastante comparables, con el ensayo de
citometria de flujo que muestra aproximadamente el 7,8 % de CAR* en comparacion con el 6 % por PCR digital.

Ejemplo 6

Caracterizacién de vectores AAV adicionales

1. Insercién de una secuencia del receptor de antigeno quimérico en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2

Habiendo demostrado que los vectores AAV podrian proporcionar moldes de HDR adecuados para insertar genes
CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE, los presentes inventores buscaron optimizar la configuracion
del vector AAV. Los presentes inventores generaron un vector que se podria usar para producir genomas de AAV
autocomplementarios que incluian el casete de expresion del gen CAR dirigido por un promotor JeT, flanqueado por
regiones cortas de homologia con el locus de secuencia de reconocimiento TRC 1-2 y las ITR de AAV.

Este vector se conoce como AAV421 (Figura 30; SEQ ID NO:123). Se necesitaron brazos de homologia cortos debido
a la capacidad de empaquetado limitada del AAV autocomplementario. Ademas, los presentes inventores generaron
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un vector que se podria usar para producir genomas de AAV de cadena simple que incluyen el casete de expresion
del gen CAR dirigido por un promotor CMV, flanqueado por largos brazos de homologia y las ITR de AAV. Este vector
se conoce como AAV422 (Figura 31; SEQ ID NO:124). Dado que los genomas de AAV monocatenarios tienen una
mayor capacidad de carga, los presentes inventores pudieron utilizar brazos de homologia mas largos que en el vector
autocomplementario.

Para probar si AAV421 y AAV422 fueron utiles para dirigir la insercion del gen CAR en la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2, se llevaron a cabo varios experimentos similares a los descritos anteriormente en linfocitos T CD3* humanos.
En un primer experimento, los linfocitos T CD3* humanos (1€ células) se electroporaron de forma simulada y luego
se transdujeron con cantidades crecientes de AAV421 o 422, o se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE (2
Mg) y luego se transdujeron con cantidades crecientes de AAV421 o AAV422. Las MDI AAV422 fueron
significativamente mas altas que las de AAV421 en este experimento que en los experimentos descritos anteriormente
(las MDI aproximadas fueron de 1.25e*, 2,54, 5e* y 1e® genomas viricos/célula) porque los experimentos anteriores
con AAV408 sugirieron que las MDI mas altas darian como resultado una insercion de CAR mas eficaz. El reservorio
de virus AAV421 no se concentrd lo suficiente como para permitir titulos significativamente mas altos que en los
experimentos descritos anteriormente. Como controles, las células fueron electroporadas (de manera simulada o con
ARNm de TRC 1-2x.87EE) y luego transducidas de manera simulada. Como componente adicional de este
experimento, se realizé una condicién de "gran escala", en la que se electroporaron 10e células (10 veces mas que
un experimento tipico) con ARNm de TRC 1-2x.87EE y luego se transdujeron con AAV422 (2,5e* genomas
viricos/célula). Finalmente, los presentes inventores también probaron un segundo reservorio de virus de AAV421 para
compararlo con el reservorio de virus primario.

La insercion del CAR se determind por PCR tal como se describe anteriormente, utilizando pares de cebadores que
solo amplifican productos si el gen CAR se ha insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE. La PCR
se resolvio mediante gel de agarosa, se muestra en la Figura 32A y 32B (las descripciones de los carriles se pueden
encontrar en las Tablas 9 y 10). La muestra 1 en la Figura 32A se electroporé de manera simulada y luego se transdujo
de manera simulada, y las muestras 2-5 se electroporaron de manera simulada y luego se transdujeron con AAV421.
El gel muestra que ninguna de estas muestras generé productos de PCR, lo que indica que AAV421, en ausencia de
ARNm de TRC 1-2x.87EE, no puede impulsar la insercion del gen CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2.
Ademas, la muestra de control que se sometid a electroporaciéon con ARNm de TRC 1-2x.87EE y luego se transdujo
de manera simulada (muestra 6), no mostré ningun producto de PCR. Las muestras 7-10 en la Figura 32A se
electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE, luego se transdujeron con cantidades crecientes de AAV421. El gel
muestra bandas de PCR para productos que se extienden mas alla del brazo de homologia de 5'y de 3' (las dos
bandas debajo de cada ndmero de muestra), lo que demuestra la integracion del gen CAR en la secuencia de
reconocimiento TRC 1-2. Por ultimo en la Figura 32A, los carriles 11 y 12 representan muestras que se electroporaron
con ARNm de TRC 1-2x.87EE y luego se transdujeron con AAV422, ya sea comenzando con 1e® o 10e®
células/muestra, respectivamente. La presencia de ambas bandas de PCR (mas grande en el primer conjunto, debido
a que se utilizd un cebador diferente para dar cuenta de un brazo de homologia mas largo) indica la insercién exitosa
del gen CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2.

La muestra 1 en la Figura 32B se electroporé de manera simulada y luego se transdujo de manera simulada, y las
muestras 2-5 se electroporaron de manera simulada y luego se transdujeron con cantidades crecientes de AAV422
(Tabla 10). El gel muestra que ninguna de estas muestras generé productos de PCR, lo que indica que AAV422, en
ausencia de ARNm de TRC 1-2x.87EE, no puede impulsar la insercion del gen CAR en la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2. Las muestras 7-10 en la Figura 32B se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE, luego se transdujeron
con cantidades crecientes de AAV422. El gel muestra bandas de PCR para productos que se extienden mas alla del
brazo de homologia de 5' y 3, lo que demuestra la integracion del gen CAR en la secuencia de reconocimiento TRC
1-2. Finalmente, la muestra 11 representa la muestra que se electroporé con ARNm de TRC 1-2x.87EE y luego se
transdujo con un AAV421 de un reservorio de virus diferente al de las muestras que se muestran en la Figura 32A. La
presencia de bandas indica la insercion del gen CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 y confirma la
reproducibilidad entre diferentes reservorios de virus. Tomados en conjunto, la Figura 32 demuestra claramente que
tanto AAV421 como AAV422 son capaces de generar moldes de HDR adecuados para insertar el gen CAR en la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2.

Tabla 9.
AAV 1] MDI
Muestra Nucleofeccién
Virus | AAV (aproximado)
1 Simulacién (agua) 421 0 0
2 Simulacién (agua) 421 3,125 3906

38



10

15

ES 2803 728 T3

(continuacion)

Muestra Nucleofeccién AAV Ml MDI

Virus | AAV (aproximado)
3 Simulacién (agua) 421 6,25 7813
4 Simulacién (agua) 421 12,5 15625
5 Simulacién (agua) 421 25 31250
6 TRC1-2x87EE 421 0 0
7 TRC1-2x87EE 421 3,125 3906
8 TRC1-2x87EE 421 6,25 7813
9 TRC1-2x87EE 421 12,5 15625
10 TRC1-2x87EE 421 25 31250
11 TRC1-2x87EE 422 6,25 25000

TRC1-2x87EE
12 422 62,5 25000
Gran escala
Tabla 10.
AAV 1]] MDI
Muestra Nucleofeccién

Virus | AAV (aproximado)
1 Simulacién (agua) 422 0 0
2 Simulacién (agua) 422 3,125 12500
3 Simulacién (agua) 422 6,25 25000
4 Simulacién (agua) 422 12,5 50000
5 Simulacién (agua) 422 25 100000
6 TRC1-2x87EE 422 0 0
7 TRC1-2x87EE 422 3,125 12500
8 TRC1-2x87EE 422 6,25 25000
9 TRC1-2x87EE 422 12,5 50000
10 TRC1-2x87EE 422 25 100000
11 TRC1-2x87EE 421B 25 10000

2. Expresién del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 en linfocitos T usando AAV421

En este caso, los presentes inventores buscaron determinar el nivel de expresion del receptor de antigeno quimérico
anti-CD 19 en células que tenian el gen CAR insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 usando AAV421.
Las muestras descritas anteriormente y analizadas en las Figuras 32A también se analizaron para la expresion de
CAR 'y CD3 por citometria de flujo. Aproximadamente 4 dias después de la transduccion, las células se marcaron con
anticuerpos que reconocen el CAR anti-CD 19 o CD3 y se analizaron por citometria de flujo. La Figura 33A muestra
graficos de citometria de flujo para células que fueron electroporadas y transducidas con AAV421, junto con células
de control que fueron electroporadas de manera simulada y transducidas de manera simulada. Las células que se
electroporaron por simulacion y se transdujeron por simulacion (MDI-0) fueron abrumadoramente CD3*/CAR- (el
cuadrante inferior derecho, 98,8 %). Las células que se electroporaron de manera simulada y luego se transdujeron
con cantidades en aumento de AAV421 parecian esencialmente idénticas a las células de control, con las poblaciones
de CD3*/CAR al 98,8 %, 98,6 %, 98,8 % y 97,9 %. Por lo tanto, los presentes inventores concluyen que el virus
AAV421 por si solo no esta dirigiendo la expresion de niveles detectables de CAR, ni es capaz de alterar la expresion
del receptor de linfocitos T.

La Figura 33B muestra graficos de citometria de flujo para muestras que se electroporaron con ARNm TRC 1-2x.87EE
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y luego se transdujeron de manera simulada o las células que se electroporaron con TRC 1-2x.87EE y luego se
transdujeron con cantidades crecientes de AAV421. Las células que se electroporaron y luego se transdujeron de
manera simulada muestran el 56,7 % de células CD3-, lo que indica la inactivacion eficaz del complejo receptor de
linfocitos T. El marcaje de fondo con el CAR anti-CD 19 era muy bajo, con el 0,48 % en la poblacién CD3"y el 0,36 %
en la poblacion CD3*. Las muestras que se electroporaron con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y luego se
transdujeron con cantidades crecientes de AAV412 mostraron cantidades significativas de marcaje de CAR en la
poblacion CD3-, que variaba del 4,99 % al 13,4 %. También hubo un ligero aumento en el marcaje de CAR en la
poblacién CD3*, que variaba del 1,27 % al 3,95 %. Tal como se ha mencionado anteriormente, es posible que el gen
CAR se haya insertado en el alelo del receptor de linfocitos T no expresado. También en contraste con los
experimentos con AAV408, la poblacion CAR* estaba mucho mejor definida, con una intensidad de fluorescencia
media mas alta, lo que sugiere que el promotor JeT promueve una mayor expresion que el promotor central eF1a.

Al evaluar la insercion del gen CAR utilizando AAV421 junto con TRC 1-x.87EE, los presentes inventores buscaron
determinar un procedimiento que les permitiese expandir y enriquecer preferentemente la poblacion CD3/CAR*. Del
experimento descrito anteriormente y mostrado en la Figura 33, los presentes inventores utilizaron células que se
electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE (2 ug) y luego se transdujeron con AAV421 (3,13e* genomas
viricos/célula). Las muestras de control fueron electroporadas de manera simulada y transducidas de manera
simulada, electroporadas de manera simulada y transducidas con AAV421, o electroporadas con TRC 1-2x.87EE y
transducidas de manera simulada, tomadas del experimento descrito anteriormente y mostrado en la Figura 33. Como
un procedimiento de enriquecimiento y expansion de control, estas células se incubaron durante 6 dias en medio de
crecimiento completo suplementado con IL-7 e IL-15 (ambas a 10 ng/ml). Luego, las células se marcaron con
anticuerpos contra el anti-CD 19 CAR y CD3 y se analizaron por citometria de flujo (Figura 34A). Las células que
fueron electroporadas de manera simulada y transducidas de manera simuladas mostraron bajos niveles de tincién de
fondo en el cuadrante de CD3 /CAR* (0,13 %). La poblacion CD3/CAR* era esencialmente la misma en muestras que
se electroporaron de manera simulada y luego se transdujeron con AAV o se electroporaron con ARNm de TRC 1-
2x.87EE y luego se transdujeron de manera simulada (0,16 % y 0,55 %, respectivamente). Las células que se
electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE y se transdujeron de manera simulada tenian una poblacién CD3/CAR
del 53,2 %, muy cerca de la cantidad tefiida en la primera parte de este experimento que se muestra en la Figura 33B
(56,7 %). Las células que se electroporaron con TRC 1-2x.87EE y se transdujeron con AAV mostraron 12,6 % de
células CD3/CAR?, casi idéntico al marcaje original de estas células que se muestra en la Figura 33 (13,4 %), lo que
demuestra que la mezcla de IL-7 e IL-15 es insuficiente para enriquecer o expandir la poblacién especifica de células
CD3/CAR".

Los presentes inventores buscaron a continuacién enriquecer la poblacion CD3~/CAR* de una manera especifica de
antigeno incubando las 4 muestras descritas anteriormente con células IM-9, que presentan CD19 en la superficie
celular. Las células IM-9 se inactivaron mediante pretratamiento con mitomicina C y se incubaron con muestras a una
proporcion de 1:1 durante 6 dias en presencia de IL-7 e IL-15 (10 ng/ml). Las células se marcaron entonces con
anticuerpos contra CD3 y el CAR anti-CD 19 y se analizaron por citometria de flujo (Figura 34B). Las células que se
electroporaron de manera simulada y se transdujeron de manera simulada mostraron bajos niveles de tincion de fondo
en el cuadrante CD3~/CAR" (0,2 %). La poblacion CD3/CAR* fue la misma en muestras que fueron electroporadas
de manera simulada y luego transducidas con AAV (0,2 %) y ligeramente mas altas en células que fueron
electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas de manera simulada (1,24 %). El aumento en las células
CD3~/CAR", el control de TRC 1-2x.87EE solo se considera de fondo ya que nunca se introdujo acido nucleico de
CAR en el sistema. Las células que se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE y se transdujeron de manera
simulada tenian una poblacion CD37/CAR- del 42,5 %, que es significativamente menor de lo que era antes de la
expansion (56,7 %, Figura 33) lo que sugiere que las células CD+ pueden tener una ventaja de crecimiento en este
sistema. Sin embargo, las células que fueron electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas con AAV mostraron
el 49,9 % de células CD3/CAR*, un aumento considerable en comparacion con el marcaje original de esta células que
se muestra en la Figura 33 (13,4 %), lo que demuestra que la incubacién de esta muestra con células IM-9 en presencia
de IL-7 e IL-15 es bastante eficaz para enriquecer y expandir la poblacion CD3/CAR*. La poblacion CD3*/CAR*
también se expandio bajo estas condiciones, con la muestra electroporada de manera simulada/transducida con AAV
y la muestra electroporada con TRC 1-2x.87EE/ transducida con AV que muestra el 2,53 % y el 15,3 % de CD3*/CAR",
respectivamente.

En las células que se electroporaron con TRC 1-2x.87EE y luego se transdujeron con AAV421, el 24,2 % de la
poblacién CD3 era CAR* antes de la expansion (Figura 33B). Después de la incubacion en medio suplementado con
IL-7 e IL-15, ese 25,3 % de las células CD3 eran CAR" (Figura 34A), lo que indica que la proporcion entre la activacion
genética y la desactivacion genética no cambid. Sin embargo, después de la incubacién con células IM-9 ademas de
IL-7 e IL-15, mas del 80 % (80,35 %, Figura 34B) de las células CD3  eran CAR", lo que demuestra que la incubacion
con células IM-9 dio como resultado un enriquecimiento especifico de antigeno.

Dado que la mitomicina C inactiva las células de manera muy potente y las células IM-9 no persistieron por mucho
tiempo en el cultivo mixto, los presentes inventores razonaron que una segunda infusion de células IM-9 podria
aumentar adn mas el enriquecimiento de células CD37/CAR*. Algunas de las células descritas anteriormente y
mostradas en la Figura 34B se mezclarian con células IM-9 recientes (pretratadas con mitomicina C) en medio que
contenia IL-7 e IL-15 y se incubaron otros 6 dias. Luego, las células se tifieron para CD3 y CAR anti-CD 19 y se
analizaron por citometria de flujo (Figura 34C). El porcentaje de células CD3/CAR" en cualquiera de las muestras de

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2803 728 T3

control permanecieron esencialmente sin cambios en comparacién con la primera ronda de enriquecimiento en las
células IM-9.

Sin embargo, las células que se electroporaron con TRC 1-2x.87EE y se transdujeron con AAV421 mostraron un
enriquecimiento significativo de la poblaciéon de CD3/CAR*, aumentando desde el 49,9 % (después de la primera
ronda si la incubacién con células IM-9, Figura 34B) al 65,7 % (Figura 34C). Cabe destacar que, el 93,75 % de la
poblacién CD3- era CAR*, lo que indica mayor expansion especifica de antigeno.

3. Expresion del receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 en linfocitos T usando AAV422

También examinamos la expresiéon del CAR anti-CD19 a partir de células en las que se usé AAV422 para proporcionar
el molde de HDR (descrito anteriormente, resultados de PCR mostrados en la Figura 32B). Aproximadamente 4 dias
después de la transduccion, las células se marcaron con anticuerpos que reconocen el CAR anti-CD 19 o CD3 y se
analizaron por citometria de flujo. La Figura 35A muestra graficos de citometria de flujo para células que fueron
electroporadas y transducidas con cantidades crecientes de AAV422, junto con células de control que fueron
electroporadas de manera simulada y transducidas de manera simulada. Las células que se electroporaron por
simulacién y se transdujeron por simulacién (MDI-0) fueron abrumadoramente CD3*/CAR" (el cuadrante inferior
derecho, 98,8 %). Las células que se electroporaron de manera simulada y luego se transdujeron con cantidades en
aumento de AAV422 parecian esencialmente idénticas a las células de control, con las poblaciones de CD3*/CAR" al
98,6 %, 98,6 %, 98,9 % y 98,4 %. Por lo tanto, el vector AAV422 solo no esta impulsando niveles detectables de
expresion de CAR, ni es capaz de alterar la expresion del receptor de linfocitos T.

La Figura 35B muestra graficos de citometria de flujo para muestras que se electroporaron con ARNm TRC 1-2x.87EE
y luego se transdujeron de manera simulada o las células que se electroporaron con TRC 1-2x.87EE y luego se
transdujeron con cantidades crecientes de AAV422. Las células que se electroporaron y luego se transdujeron de
manera simulada muestran el 59,3 % de células CD3-, lo que indica la inactivacion eficaz del complejo receptor de
linfocitos T. El marcaje de fondo con el CAR anti-CD 19 era muy bajo, con el 1,47 % en la poblacién CD3"y el 0,52 %
en la poblacion CD3*. Las muestras que se electroporaron con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y luego se
transdujeron con cantidades crecientes de AAV422 mostraron cantidades significativas de marcaje de CAR en la
poblacién CD3-, que variaba del 14,7 % al 20,3 %. También hubo un ligero aumento en el marcaje de CAR en la
poblacién CD3*, que variaba del 2,3 % al 2,7 %.

Sorprendentemente, los presentes inventores observaron un aumento notable en la eficiencia de inactivacion del
receptor de linfocitos T en presencia de AAV422. La eficacia total de inactivacién de CD3 con el aumento de AAV422
fue del 71,6 %, 74,9 %, 77,8 % y del 74,4 % en comparacion con el 59,3 % en la electroporacion de TRC 1-2x.87EE
solo. Por el contrario, la eficacia total de eliminacion de CD3 con el aumento de AAV421 fue del 56,99 %, 56,62 %,
57,4 % y del 55,4 % en comparacion con el 57,18 % en la electroporacion de TRC 1-2x.87EE solo (Figura 33B). Por
lo tanto, parece que la electroporacion con TRC 1-2x.87EE en presencia de genomas de AAV monocatenarios, pero
no genomas de AAV autocomplementarios, da como resultado un aumento en la eficacia global de inactivacion de la
nucleasa TRC 1-2x.87EE. Debido a este aumento, el porcentaje de células CD3  que son CAR" no es
significativamente diferente entre las células transducidas con AAV421 y AAV422 a pesar de los nimeros mas altos
de células CD3/CAR". El porcentaje mas alto de células CD3" que eran CAR* usando AAV421 fue del 24,18% (MDI =
3,13e* genomas viricos/célula) en comparacion con el 26,48 % con AAV422 (MDI = 1e® genomas viricos/célula). Esta
observacion es particularmente interesante considerando la gran diferencia en MDI entre AAV421 y AAV422.

El concepto de utilizar células IM-9 para enriquecer especificamente las células CD3/CAR* se probé usando células
de este experimento. De nuevo, en lugar de probar todo el panel, los presentes inventores solo intentaron enriquecer
cualquiera de las células electroporadas de manera simulada y luego transducidas con AAV422 o electroporadas con
TRC 1-2x.87EE y luego transducidas con AAV422 (2,5e* genomas viricos/célula) en un nuevo experimento. La Figura
36A muestra graficos de citometria de flujo aproximadamente el dia 4 después de la transduccién. Las células
electroporadas/transducidas de manera simulada mostraron tincién de fondo de células CD3/CAR" al 0,13 %. En
comparacion, las células electroporadas con TRC 1-2x.87EE y transducidas con AAV422 mostraron el 4,44 % de
células CD3/CAR". Las células se incubaron con células IM-9 (pretratadas con mitomicina) en presencia de IL-7 e IL-
15 durante 6 dias tal como se describid anteriormente, luego se analizaron por citometria de flujo. La Figura 36B
muestra que la incubacion con células IM-9 aumenté considerablemente la poblacién de CD3/CAR* en células
transducidas con AAV422 a 35,8 %. Las células CAR* constituyen el 45,2 % del total de la poblacion CD3-, en
comparacion con el 6,69 % antes del enriquecimiento (Figura 36A). Como en el caso anterior, los presentes inventores
lo enriquecieron con una segunda adicion de células IM-9 (Figura 36C). Dos rondas de incubacién con células IM-9
dieron como resultado el 65,1 % de células CD3/CAR*. Las células CAR" constituyen el 78,25 % del total de la
poblacién CD3, lo que indica un enriquecimiento significativo dependiente de antigeno de células CD3/CAR".

Estos datos, junto con los datos presentados anteriormente, demuestran claramente que las células que han tenido
un gen CAR anti-CD 19 insertado en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2 se pueden enriquecer con éxito
mediante incubacién con células IM-9 en presencia de IL-7 e IL-15, y pueden dar como resultado una poblacion CD3-
que supera el 90 % de CAR" en tan solo 12 dias de cultivo.

4. Aumento de la eficacia de inactivacion observada cuando se utilizan vectores AAV de cadena sencilla
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En el presente estudio, los presentes inventores siguen la observacion de que los vectores AAV monocatenarios
aumentaron la eficacia de inactivacién de la nucleasa TRC 1-2x.87EE. En un primer experimento, las células se
electroporaron con TRC 1-2x.87EE (2 pg) y se transdujeron de manera simulada o se transdujeron con cantidades
crecientes de AAV412 (6,25e*, 1,25e*, 2,5e* o 5e* genomas viricos/célula). En el dia 4 después de la transduccion,
las células se marcaron con un anticuerpo contra CD3 y se analizaron por citometria de flujo (Figura 37A). En las
células transducidas de manera simulada, el 20,7 % son CD3- en comparacion con el 21,6 %, 23,7 %, 25,5 % y el 25
% con AAV412 en aumento, lo que indica que la eficiencia de inactivacion de TRC 1-2x.87EE es hasta un 23 % mayor
en presencia de AAV412 (el 25,5 % en comparacion con el 20,7 %).

Para determinar si este aumento en la eficiencia de inactivacién fue especifica de la nucleasa, en un experimento
adicional, las células se electroporaron con ARNm (2 pg) que codifica una nucleasa dirigida al gen de la 2-
microglobulina y se transdujeron de manera simulada o se transdujeron con cantidades en aumento de AAV412. Las
células se tifieron para $2-microglobulina en el dia 4 después de la transduccion y se analizaron por citometria de flujo
(Figura 37B). En las células transducidas de manera simulada, La eficiencia de inactivacion de f2-microglobulina fue
del 64,5% y aumenté en las células transducidas al 68,6%, 70,7 %, 77,2 % y al 82,5 % con cantidades crecientes de
AAV412, lo que demuestra un aumento en la eficacia de eliminacion de hasta el 27,9 % (el 82,5 % en comparacion
con el 64,5 %).

En un experimento paralelo, las células se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE y se transdujeron de manera
simulada o se transdujeron con AAV422 (usando las mismas MDI que AAV412). Las células se marcaron con un
anticuerpo contra CD3 y las células se analizaron por citometria de flujo (Figura 37C). Las células transducidas de
manera simulada mostraron un 62,2 % de inactivacion del receptor de linfocitos T, y con cantidades en aumento de
AAV, la frecuencia de inactivacion del receptor de linfocitos T aumenté al 72,6 %, 75,5 %, 78,3 % y 75,1 %. En este
caso, la presencia de AAV422 aumenta la eficacia de inactivacion de TRC 1-2x.87EE hasta en un 25,8 % (el 78,3 %
en comparacion con el 62,2 %). Llama la atencién que el aumento en el porcentaje de eficacia de inactivacion es casi
idéntico entre estos tres experimentos, usando dos nucleasas diferentes y dos vectores AAV diferentes. Tomados en
conjunto, estos datos indican fuertemente que la transducciéon de células con vectores AAV de cadena sencilla
aumenta la eficacia de inactivacion de nuestras nucleasas, independientemente de la carga de nucleasa o AAV.

5. Actividad de los linfocitos T que expresan receptor de antigeno quimérico anti-CD 19

Los experimentos anteriores demuestran claramente la generacion de linfocitos T con CAR mediante electroporacion
de células con ARNm de TRC 1-2x.87EE, después, transduccion inmediatamente de las células con AAV421, y que
estas células se pueden enriquecer para una poblacion CD3/CAR* por cocultivo con células IM-9 que expresan CD19.
A continuacion, los presentes inventores examinaron la actividad de estos linfocitos T con CAR contra las células
diana. En el primer experimento, las células descritas anteriormente y mostradas en la Figura 34C se usaron en un
ensayo ELISPOT de IFN-gamma, en el que las células Raji CD19+ o las células U937 CD19 fueron la poblacion diana.
Tal como se muestra en la Figura 38A, cuando los linfocitos T con CAR anti-CD 19 se incubaron con células U937, no
secretaron IFN-gamma independientemente de la proporcién dianas:efectoras. La incubacion de linfocitos T con CAR
con células Raji, sin embargo, dio como resultado altos niveles de secrecion de IFN-gamma, de manera dependiente
de la dosis, lo que indica que la secrecion de IFN-gamma es especifica de antigeno.

Estos linfocitos T con CAR también se usaron en un ensayo de destruccion celular en el que las células Raji marcadas
con luciferasa eran la diana. Brevemente, los linfocitos T con CAR se incubaron con células Raji marcadas con
luciferasa en una proporcion de 10:1. En varios puntos de tiempo, las células se lavaron y se lisaron para medir la
actividad de luciferasa como una medida de cuantas células quedaban. Las células de control mostraron una actividad
de luciferasa mayor de 5500 unidades arbitrarias (Figura 38B). La incubacién conjunta durante 2, 3, 4 y 5 horas dio
como resultado una disminucién de la actividad de luciferasa a 4598, 3292, 2750 y 1932 unidades arbitrarias,
respectivamente. Por lo tanto, dentro de las 5 horas de la coincubacién, la actividad de luciferasa se redujo
aproximadamente un 65 %, lo que indica una fuerte actividad citolitica de los linfocitos T con CAR.

Tomados en conjunto, estos datos demuestran que los linfocitos T con CAR anti-CD 19 generados de acuerdo con los
procedimientos descritos en el presente documento son eficaces para destruir las células CD19+.

Ejemplo 7

ADN plasmidico linealizado

1. Expresion del receptor de antigeno quimérico a partir de ADN plasmidico linealizado

Dado que los moldes de HDR producidos por AAV son moléculas de ADN lineales, los presentes inventores hipotetizan
que el ADN lineal de cualquier fuente puede ser un molde de HDR adecuado para insertar un gen de CAR en la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2. Para probar esto, los presentes inventores generaron varios plasmidos que
contienen un gen de CAR anti-CD 19 flanqueado por brazos de homologia que son homdlogos al locus de la secuencia
de reconocimiento TRC 1-2. Se usaron diferentes promotores en algunos plasmidos, y los brazos de homologia fueron
"cortos" (200 pb en el brazo de homologia 5' y 180 pb en el brazo de homologia 3') para imitar los vectores AAV
autocomplementados, o "largos" (985 pb en el brazo de homologia 5'y 763 pb en el brazo de homologia 3') para imitar
los vectores AAV de cadena sencilla. Los plasmidos con brazos de homologia cortos estan marcados como "pDS" y
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aquellos con brazos de homologia largos estan marcados como "pDI". Ademas, algunos plasmidos contenian un intrén
aguas arriba del gen CAR.

Los plasmidos donadores de CAR se linealizaron en un sitio de restriccion en el esqueleto del vector y se purificaron
en gel. Los linfocitos T CD3* se electroporaron con el plasmido donador de CAR linealizado solo (cantidades variables
entre 500 ng y 1000 ng, dependiendo de la concentracién del plasmido linealizado purificado), o se coelectroporaron
con ARNm de TRC 1-2.87EE (2 pg). Como controles, las células se electroporaron de forma simulada o se
electroporaron con TRC 1-2x.87EE solo. Los graficos en la Figura 39 estan marcados con descripciones para todas
las electroporaciones. Aproximadamente 4 dias después de la electroporacion, las células se marcaron con
anticuerpos contra CD3 y el CAR anti-CD 19 y se analizaron por citometria de flujo (Figura 39). La Figura 39A muestra
la tincién de fondo de CD3/CAR* del 0,15 %. Cabe sefalar que la tincion de fondo de CD3*/CAR* fue inusualmente
alta al 4,31 %. La Figura 39B muestra células que se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87EE solo, lo que
demuestra un 60,8 % de inactivacion de CD3. Las Figuras 39C y 39D representan muestras que se coelectroporaron
con ARNm de TRC 1-2x.87EE y el vector de brazo de homologia larga con un promotor central EF1a con un
potenciador HTLV o el vector de brazo de homologia corto con promotor de nucleo EF1a (sin potenciador). Resulta
interesante que, el donante de CAR linealizado con el promotor central EF1a solo generd una poblacién de CD3/CAR*
del 2,38 %, mientras que el vector que alberga el promotor central EF1a con el potenciador HTLV no generé un
porcentaje significativo de células CD3/CAR*. Las células que se electroporaron con estos dos vectores en ausencia
de ARNm de TRC 1-2x.87EE no mostraron un aumento significativo en la poblacién de CD3-/CAR* (Figura 39E y
39F). El aumento en la poblacion CD37/CAR* con el vector promotor central EF1a en presencia de TRC 1-2x.87EE
sugirié que un plasmido linealizado podria servir como molde de HDR para reparar roturas de doble cadena en la
secuencia de reconocimiento de TRC 1-2.

Las Figuras 39G y 39H muestran dos construcciones de brazo de homologia largo que contienen un promotor MND
que impulsa la expresion del CAR. Una de estas construcciones, mostrada en la Figura 39G, también contiene un
intrén en el extremo 5' del gen CAR. Sorprendentemente, el plasmido del brazo de homologia larga con un promotor
MND e intron mostr6 una expresion CAR significativa (Figura 39G, 4,14 % de CD3/CAR*) mientras que la construccion
sin intron (Figura 39H) no mostré una expresion CAR detectable cuando se electroelevé con ARNm de TRC 1-2x.87EE.
Un plasmido del brazo de homologia corto con el promotor MND, pero sin intrén, también se probé con ARNm de TRC
1-2x.87EE y no demostré ninguna expresion de CAR (Figura 39I). Ninguna de las construcciones que contienen
promotores MND gener6 células CAR* en ausencia de ARNm TRC 1-2x.87EE (Figuras 39J, 39K y 39L).

Por ultimo en este experimento, los presentes inventores probaron una construccion de brazo de homologia corto que
contenia un promotor JeT que impulsaba la expresion del CAR y una construccién de brazo de homologia "largo" con
un promotor CMV que impulsaba la expresion del CAR. Solo, ninguno de estos plasmidos linealizados dio como
resultado células CAR* significativas (Figura 390 y 39P). Cuando las células se coelectroporaron con ARNm de TRC
1-2x.87EE, la construccion que contiene JeT mostro el 2,69 % de células CD3"CAR* y la construccidon que contiene
CMV produjo el 2,7 % de células CD3/CAR".

Los graficos de flujo que se muestran en la Figura 39 demuestran claramente que el ADN plasmidico linealizado que
codifica el CAR, flanqueado por brazos de homologia, puede servir como moldes de HDR para reparar roturas de ADN
causadas por TRC 1-2x.87EE, dando como resultado la insercion del acido nucleico CAR. Esta claro que la fuerza del
promotor juega un papel importante en la expresion del CAR, y algunos promotores impulsan una expresion mas eficaz
cuando hay un intrén en el gen.

Para confirmar que la insercién del CAR utilizando construcciones de ADN linealizadas era especifica del locus de la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2, los presentes inventores analizaron las células tal como se describid
anteriormente utilizando cebadores que se ubicaron dentro del CAR y fuera de los brazos de homologia (Figura 40,
Tabla 11). Las muestras 1 y 2 son productos de PCR de células que se electroporaron de manera simulada o se
electroporaron con solo ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE. De acuerdo con los resultados que se muestran
anteriormente, no hay bandas de PCR presentes que indiquen la falta de gen CAR en el sitio de reconocimiento TRC
1-2. Las muestras 3, 4 y 5 provienen de células que se coelectroporaron con TRC 1-2x.87EE y un plasmido de
homologia de CAR linealizado (nombres de muestras en la Figura 40). Cada muestra presenta dos bandas de PCR
del tamafio predicho que indica la insercion del casete de expresion del gen CAR en el sitio de reconocimiento TRC
1-2. Las muestras 6, 7 y 8 son de células que se electroporaron con los mismos plasmidos de homologia de CAR
linealizados que las muestras 3, 4 y 5 pero sin ARNm de TRC 1-2x.87EE. Como cabia esperar, no hay bandas de
PCR presentes. Las muestras 9 y 10 son productos de PCR de células que fueron electroporadas de forma simulada
o electroporadas con solo ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y no muestran bandas de PCR. Las muestras 11, 12,
13 y 14 provienen de células que se coelectroporaron con TRC 1-2x.87EE y un plasmido de homologia de CAR
linealizado (nombres de muestras en la Figura 40). Cada muestra presenta dos bandas de PCR del tamafio predicho
que indica la insercion del gen CAR en el sitio de reconocimiento TRC 1-2. Las muestras 15, 16, 17 y 18 son de células
que se electroporaron con los mismos plasmidos de homologia CAR linealizados que las muestras 11, 12, 13 y 14
pero sin ARNm de TRC 1-2x.87EE. Como cabia esperar, no hay bandas de PCR presentes.

Las Figuras 39 y 40 demuestran claramente que la coelectroporacion de los linfocitos T CD3* humanos con ARNm
que codifica TRC 1-2x.87EE y un plasmido de homologia CAR linealizado es un procedimiento eficaz para insertar el
gen CAR en la secuencia de reconocimiento TRC 1-2.
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Tabla 11.

Muestra Nucleofeccién I;IS:IriTad doo
1 Simulacién (agua) -
2 TRC1-2x87EE -
3 TRC1-2x87EE pDS EF1-a nicleo
4 TRC1-2x87EE pDS 200 MND NC
5 TRC1-2x87EE pDS 200 JET NC
6 Simulacién (agua) pDS EF1-a nucleo
7 Simulacién (agua) pDS 200 MND NC
8 Simulacién (agua) pDS 200 JET NC
9 Simulacién (agua) -
10 TRC1-2x87EE -
11 TRC1-2x87EE pDI EF1-a NC
12 TRC1-2x87EE pDI MND intrén NC
13 TRC1-2x87EE pDI MND NC
14 TRC1-2x87EE pDI CMV 985 NC 763
15 Simulacién (agua) pDI EF1-a NC
16 Simulacién (agua) pDI MND intrén NC
17 Simulacién (agua) pDI MND NC
18 Simulacién (agua) pDI CMV 985 NC 763
19 Simulacién (agua) -
20 TRC1-2x87EE -
21 TRC1-2x87EE pDS MCS
22 Simulacién (agua) PDS MCS

Ejemplo 8

Caracterizacién de vectores AAV adicionales

1. Uso de AAV con promotor JeT y brazos largos de homologia

Conjuntamente, los datos mostrados anteriormente indican que los vectores que utilizan el promotor JeT tienen una
expresion alta y consistente del CAR y que los brazos de homologia mas largos pueden aumentar la eficacia de
insercion de genes. Los presentes inventores disefiaron y generaron el vector que se muestra en la Figura 41 (SEQ
ID NO:125), que se uso para hacer AAV de cadena sencilla con brazos de homologia largos, y un promotor JeT que
impulsa la expresion del CAR anti-CD19 (denominado en el presente documento AAV423). Se electroporaron linfocitos
T CD3* humanos con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y se transdujeron con cantidades crecientes de AAV423.
Dado que los datos mostrados anteriormente sugieren que las MDI mas altas pueden dar como resultado una mayor
eficacia de insercion, los presentes inventores utilizaron titulos que van desde 1,875e* a 1,5e®. Como controles, las
células se electroporaron con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y luego se transdujeron de manera simulada o se
electroporaron de manera simulada y se transdujeron con cantidades en aumento de AAV423. En el dia 6 después de
la transduccion, las células se marcaron con anticuerpos que reconocen CD3 o el CAR anti-CD19 y se analizaron por
citometria de flujo. Tal como se muestra en la Figura 42, las células que fueron electroporadas de manera simulada y
luego transducidas con cantidades crecientes de AAV423 son abrumadoramente CD3*/CAR" (que van del 96,6 % al
98,5 %). Las células que fueron electroporadas con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y transducidas de manera
simulada fueron el 39 % CD3, lo que indica la inactivacion eficaz del receptor de linfocitos T. En estas células, la
tincion CAR de fondo fue muy baja (alrededor del 2 %). Las células que se electroporaron con ARNm que codifica
TRC 1-2x.87EE vy luego se transdujeron con cantidades crecientes de AAV423 mostraron una tincion CAR
espectacular junto con la inactivacion de CD3. Las poblaciones CD3/CAR"* variaron del 21,6 % al 22,7 %, mientras
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que las poblaciones CD3*/CAR* fueron de alrededor del 2 %. Tal como se ha descrito anteriormente, la presencia de
AAV de cadena simple aumento la eficacia general de modificacion génica en el sitio de reconocimiento TRC 1-2, con
un total de las poblaciones CD3" que aumentan del 41,44 % en las células de control al 57,6 %, 59,2 %, 58,7 % y 56,1
% en células que fueron electroporadas y luego transducidas con cantidades crecientes de AV423. El porcentaje de
células CD3" que eran CAR* varié del 37,5 % al 39,9 %, lo que indica un aumento considerable en la eficacia de
insercién en comparacion con los datos descritos anteriormente.

Para confirmar que la insercién del CAR usando AAV423 era especifica del locus de la secuencia de reconocimiento
TRC 1-2, los presentes inventores analizaron las células tal como se describié anteriormente utilizando cebadores que
se ubicaron dentro del CAR y fuera de los brazos de homologia (Figura 43, Tabla 12).

Tabla 12.

Muestra Nucleofeccion AAV (ul) MDI
1 Simulacién (agua) - -
2 Simulacién (agua) - -
3 Simulacién (agua) | pDI JET Prep A (3,125) | 18750
4 Simulacién (agua) pDI JET Prep A (6,25) 37500
5 Simulacién (agua) pDI JET Prep A (12,5) 7500
6 Simulacién (agua) pDI JET Prep A (25) 150000
7 TRC1-2x87EE - -
8 TRC1-2x87EE pDI JET Prep A (3,125) | 18750
9 TRC1-2x87EE pDI JET Prep A (6,25) 37500
10 TRC1-2x87EE pDI JET Prep A (12,5) 7500
11 TRC1-2x87EE pDI JET Prep A (25) 150000

Las muestras 1 y 2 son productos de PCR de células que se sometieron a electroporacion de manera simulada. De
acuerdo con los resultados que se muestran anteriormente, no hay bandas de PCR presentes que indiquen la falta de
gen CAR en el sitio de reconocimiento TRC 1-2. Las muestras 3-6 son de células que fueron electroporadas de manera
simulada y luego transducidas con cantidades crecientes de AAV423. De acuerdo con los resultados anteriores, no
hay bandas de PCR presentes. La muestra 7 es de células electroporadas con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE, y
luego transducidas de manera simulada y no muestra bandas de PCR. Las muestras 8-11 son de células
electroporadas con ARNm que codifica TRC 1-2x.87EE y luego se transducen con cantidades crecientes de AAV423,
y muestran las bandas de PCR esperadas si el CAR se inserta en la secuencia de reconocimiento de TRC 1-2.

Dada la capacidad de AAV423 para insertar la secuencia CAR en el sitio de reconocimiento TRC 1-2 después de la
escision, se prevé ademas que el plasmido AAV423 (Figura 41) podria linealizarse por digestion con a y administrarse
a la célula por digestion con una o mas enzimas de restriccion, de modo que los linfocitos T se podrian transfectar con
un molde de ADN linealizado que se podria integrar en el sitio de reconocimiento TRC 1-2 y codificar un CAR anti-CD
19.

Ejemplo 9

Eficacia in vivo de los linfocitos T CAR negativos para TCR anti-CD19

1. Modelo murino de linfoma diseminado de células B

La eficacia de los linfocitos T con CAR anti-CD 19 editados con genes se evalué en un modelo murino de linfoma de
células B diseminadas. Los linfocitos T activados se electroporaron con ARNm de TRC 1-2x.87 EE tal como se
describié anteriormente, luego se transdujo con un vector AAV6 que comprende un casete de expresion de CAR anti-
CD 19 dirigido por un promotor JeT y flanqueado por brazos de homologia. Después de 5 dias de cultivo con IL-2 (10
ng/ml), las células se analizaron para la expresion de CD3 en la superficie celular y CAR anti-CD 19 por citometria de
flujo tal como se describié previamente (Figura 44A). Las células CD3- se enriquecieron por el agotamiento de células
CD3* usando perlas magnéticas anti-CD3. Las células agotadas se cultivaron durante 3 dias en IL-15 (10 ng/ml) e IL-
21 (10 ng/ml) y se volvieron a analizar para determinar la expresion en la superficie celular de CD3 y CAR anti-CD 19
(Figura 44B). El aislamiento de la poblacion CD3" fue bastante eficaz, produciendo un 99,9 % de pureza tal como se
mide por citometria de flujo después del agotamiento de células CD3* (Figura 44B). La poblacion CD3- comprendio el
56 % de células CD4* y el 44 % de CD8" (Figura 44C), y tenian principalmente fenotipos de memoria central/memoria
de transicion, determinados por tincién para CD62L y CD45R0O (Figura 44D).
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Se llevaron a cabo estudios que utilizan el modelo de linfoma diseminado de Raji por Charles River Laboratories
International Inc. (Morrisville, NC, EE.UU.). Las células Raji CD19+ que expresan luciferasa de luciérnaga (ffLuc)** de
manera estable se inyectaron por via i.v. en ratones hembra NSG de 5-6 semanas de vida el dia 1, a una dosis de
2,0x 10° células por raton. El dia 4, se inyecto a los ratones por via i.v. con PBS o PBS que contenian linfocitos T con
TCR KO de control editado de genes de las PBMC del mismo donante sano o PBS que contenia las dosis indicadas
de linfocitos T con CAR preparados a partir del mismo donante. En los dias indicados, los ratones vivos fueron
inyectados por via i.p. con sustrato de Luciferina (150 mg/kg en solucién salina), anestesiados, y la actividad de
luciferasa se midié después de 7 minutos usando IVIS SpectrumCT (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los datos se
analizaron y se exportaron con el programa informatico Living Image 4.5.1 (Perkin Elmer, Waltham, MA). La intensidad
de la sefial de luminiscencia esta representada por la radiacion en p/seg/ cm?/sr.

2. Resultados

Tal como se muestra en la Figura 45, el crecimiento de células Raji CD19+ fue evidente en todos los ratones a niveles
bajos para el dia 8, y aumento significativamente en los grupos de control no tratados y de TCR" para el dia 11. En los
grupos de control, se observd un crecimiento tumoral significativo en el dia 15, y en el dia 18 o 19 todos los grupos de
control fueron sacrificados. Por el contrario, todos los grupos de ratones tratados con linfocitos T con CAR anti-CD 19
no mostraron evidencia de crecimiento tumoral para el dia 11y, con la excepcion de un solo raton en el grupo de dosis
baja, permanecieron libres de tumor hasta el dia 29 del estudio. El crecimiento tumoral se observé en tres ratones en
la cohorte de dosis baja alrededor del dia 36. Uno de los tres muri6 el dia 42, aunque las imagenes revelaron solo
bajos niveles de tumor en este animal, por lo tanto, es poco probable que la muerte esté relacionada con el tumor.

3. Conclusiones

Estos resultados proporcionan evidencia clara de la eliminacién in vivo de células tumorales CD19* por los linfocitos
T con CAR de CD3" de genes editados y apoyan el desarrollo preclinico adicional de esta plataforma para la terapia
alogénica de linfocitos T con CAR.
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atatccagaa
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ttattccaga
gctgtttecet
aaactcctcet
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cacagggcect
gatcggcettce
tttttttttt
ttggctcact
gtagctgaga
gacagggttt
cgcttecagee
tcttaaagat
aaagggagca
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atcaaggaag
aagaagaaac
agtacgtgtt
actctagaat
catgcaacat
gccgaggtat
agttcecctcce
agaactagga
ttttcetttt
agacaggggt
tgecctggatg
aacagcggtt
ctectgacttt
tctctectag
ttctgggtgg
atcatcctga
taggctgtgg
gggcccatat
aactcactaa
cccatcccca

ttgaaacaca

tctaggecat
aagcagggga
tgagatggag
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gcaatggtcc
tcatttccat
ggggcccatce
gaagggctca

atactgttgg
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gagagggtag
gggacaccta
ttttgectett
ccteccaggt
ccgccaccat
gccaggetgg
ctgggattac
gctgtacgga
agagatgatg
caaaggtaga
tttggcctga
atttggggtg
atggceccttg
aagagcaggg
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agggccaggg
acaaggaggc
gggagagtca
tgtgatgtca
tttgcacagg
aagaaattag
ccagagctgg
cactttgagg
tcctttcaac
aaatttctga
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ttgagttgtt
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tcaagtgatt
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tctgtttgta
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tgecette
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aggggatatg

ccagcctget
acatgcaagc
aaacctgtca
catgacgctg
agggacgcgg
gcttttaagt
tcttgtgcaa
tgcacttctce
cacagctaat
tctctcaceg
gaaagaagac
ccceccagggt
aaactccagg
caggaggagc
aaaagtgaaa
gctgagatgg
gtcactgcac
agaactccag
ccatcacatc
tcattccaga
gcecectcette
ctaccacctc
aagattgctg
gtcactgcct
ttceccetectg
ttctettggg
tcataaagaa

gaggccctge
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cacagaagct
ctgeccttggg
ccataaccgce
gtgattgggt
cggctgtggt
gtctectgggt
ccaaagcctg
taataatggc
ccctatgagg
gagtggagga
tgtaacctcce
attacactca
ccccagtegt
ctgggtgcgg
acaggagctg
aaattaacca
gaggatcgct
tccagectgg
ggtacatttg
cctaacagtc
tctgcaagat
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tgtgcccecee
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gacattcacg
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aacagaggga
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ttcttettcet

atctgggegt
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ggaggtgcag
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ctctgagagce
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Pro Asn Ile
1

Lys Ser Ser

Thr Asn Val
35

Thr Val Leu
50

Ala Trp Ser
65

Ser Ile Ile

Asp Val Lys

Phe Gln Asn
115

Ala Gly Phe
130

<210> 3

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
tggcctggag caacaaatct ga

<210> 4

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
acaaatgtgt cacaaagtaa gg

<210>5

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
ctgatgtgta tatcacagac aa

<210>6

Gln

Asp

20

Ser

Asp

Asn

Pro

Leu

100

Leu

Asn

Asn

Lys

Gln

Met

Lys

Glu

85

Val

Ser

Leu

ES 2803 728 T3

Pro

Ser

Ser

Arg

Ser

70

Asp

Glu

Val

Leu

Asp

Val

Lys

Ser

55

Asp

Thr

Lys

Ile

Met
135

Pro

Cys

Asp

40

Met

Phe

Phe

Ser

Gly

120

Thr

50

Ala

Leu

25

Ser

Asp

Ala

Phe

Phe

105

Phe

Leu

Val Tyr

10

Phe Thr

Asp Val

Phe Lys

Cys Ala

75

Pro Ser
90

Glu Thr

Arg Ile

Arg Leu

22

22

22

Gln

Asp

Tyr

Ser

60

Asn

Pro

Asp

Leu

Trp
140

Leu

Phe

Ile

45

Asn

Ala

Glu

Thr

Leu

125

Ser

Arg

Asp

30

Thr

Ser

Phe

Ser

Asn

110

Leu

Ser

Asp

15

Ser

Asp

Ala

Asn

Ser

95

Leu

Lys

Ser

Gln

Lys

Val

Asn

80

Cys

Asn

Val



10

15

<211> 163
<212> PRT
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 6

Met

1

Val

Tyr

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Ser

<210>7
<211>9
<212> PRT
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 7

<210> 8

<211> 354
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Pro

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Arg

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

ES 2803 728 T3

Asn

Ser

Gln

Phe

Arg

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala
150

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Glu Phe

Ile Ala
25

Ser Leu
40

Asp Lys

Ser Val

Leu Thr

Leu Val

105

Asp Lys
120

Asn Asp

Leu Asp

Leu

10

Gln

Ala

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Leu

Ile

Phe

Val

Asp

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu
155

Tyr

Lys

Gln

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Ser

Leu

Pro

Val

45

Glu

Ile

Pro

Ile

Val

125

Arg

Glu

Leu Ala Gly Leu TIle Asp Ala Asp Gly

1

5

51

Ala

Asn

30

Thr

Ile

Leu

Phe

Trp

110

Cys

Lys

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Arg

Thr

Thr

Lys

Phe

Ser

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Lys
160



<223> Sintetizado

<400> 8
Met

1

VvVal

Ala

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

VvVal

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

vVal

Pro

Ser

180

Tyr

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

ES 2803 728 T3

Asn

Ser

Phe

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Glu

Phe

Lys

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

Phe

Ala

25

Leu

Lys

VvVal

Thr

VvVal

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

52

Leu

10

Ser

Thr

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Arg

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Tyr

Tyr

Ala

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

His

30

Tyr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Vval

Ser

175

Gly

Phe

Phe

Arg

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val



ES 2803 728 T3

195 200 205

Asp Gly Asp Gly Ser Ile Tyr Ala Cys Ile Ala Pro Arg Gln Gly Ser
210 215 220

Lys Phe Lys His Arg Leu Lys Leu Gly Phe Ala Val Gly Gln Lys Thr
225 230 235 240

Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly
245 250 255

Tyr Val Tyr Asp Arg Gly Ser Val Ser Glu Tyr Val Leu Ser Glu Ile
260 265 270

Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu
275 280 285

Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile TIle Glu Gln Leu Pro
290 295 300

Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val
305 310 315 320

Asp Gln Tle Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser
325 330 335

Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys Ser
340 345 350

Ser Pro

<210>9

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 9

Met Asn Thr Lys Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe
1 5 10 15

Val Asp Gly Asp Gly Ser Ile Phe Ala Ser Ile Tyr Pro His Gln Arg
20 25 30

Ala Lys Phe Lys His Phe Leu Lys Leu Thr Phe Ala Val Tyr Gln Lys
35 40 45

53



Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

vVal

Pro

Gln

Arg

val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Vval

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Asn

Ala

ES 2803 728 T3

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

vVal

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp Lys

Ser Val

Leu Thr

Leu Val
105

Asp Lys
120

Asn Asp

Leu Asp

Ser Ser

Glu Ala
185

Phe Leu
200

Ala Cys

Leu Gly

Lys Leu

Val Ser

265

Thr Gln
280

Val Leu

54

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Vval

250

Glu

Leu

Lys

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Arg

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ala

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Val

Pro

Ile

Glu

Arg

Pro

Ile

val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Gly

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

val

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Vval

255

Glu

Lys

Leu

Val

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

val

Ser

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro



290

ES 2803 728 T3

295

Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp

305

310

Asp Gln TIle Ala Ala Leu Asn

325

Glu Thr Val Arg Ala Val Leu

Ser Pro

<210> 10
<211> 354
<212> PRT

340

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 10

Met Asn
1

Val Asp

Ala Lys

Thr Gln

50

Gly Tyr

65

Ile Lys

Leu Lys

Pro Ser

Val Asp
130

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Asn

Ser

Phe

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu
135

Lys Phe

Asp Ser

Asp Ser
345

Glu Phe

Phe Ala
25

Lys Leu
40

Asp Lys

Ser Val

Leu Thr

Leu Val

105

Asp Lys
120

Asn Asp

55

Leu

Lys
330

Leu

Leu

10

Ser

Thr

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

300

Glu Val Cys Thr Trp Val

315

320

Thr Arg Lys Thr Thr Ser
335

Ser Glu Lys Lys Lys Ser

350

Leu Tyr Leu Ala Gly
15

Ile Tyr Pro His Gln
30

Phe Ala Val Tyr Gln
45

Val Asp Glu Ile Gly

Glu Tyr Arg Leu Ser
75

Leu Gln Pro Phe Leu
95

Lys Ile Ile Glu Gln
110

Leu Glu Val Cys Thr
125

Arg Thr Arg Lys Thr
140

Phe

Arg

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr



Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

<210> 11

<211> 354
<212> PRT

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 11

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

ES 2803 728 T3

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Vval

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Cys

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

56

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ala

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Val

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Gly

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Val

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

160

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser



Met

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys
225

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

ES 2803 728 T3

Asn

Ser

Phe

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu
230

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Glu

Phe

Lys

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Cys

Gly

57

Leu

10

Ser

Thr

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Arg

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ala
235

Tyr

Tyr

Ala

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Gly

Ala

His

30

Tyr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

vVal

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Phe

Arg

Lys

Val

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Ser

Thr
240



Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

<210> 12

<211> 354
<212> PRT

Arg

vVal

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 12

Met

1

VvVal

Ala

Thr

Gly
65

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Phe

245

Arg

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

ES 2803 728 T3

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

vVal

Asn

Ser

Leu

Phe

Ala
70

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Glu

Tyr

Lys

40

Asp

Ser

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

VvVal

58

vVal

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Cys

Val

Leu

Ser

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Leu

Ile

Phe

Val

Glu
75

Glu

Val

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Tyr

Tyr

Ala

Asp

60

Tyr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

His

30

His

Ile

Leu

vVal

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Phe

Arg

Lys

Val

Gln
80



Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Asn

Ala

Ser

Ala
325

ES 2803 728 T3

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu Thr

Leu Val
105

Asp Lys
120

Asn Asp

Leu Asp

Ser Ser

Glu Ala

185

Phe Leu

200

Ala Cys

Leu Gly

Lys Leu

Val Ser

265

Thr Gln

280

Vval Leu

Lys Phe

Asp Ser

59

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

val

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys
330

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ala

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

vVal

Glu

Val

Pro

Ile

300

Val

Arg

Pro

Tle

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Gly

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr
335

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser



ES 2803 728 T3

Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys Ser
340 345 350

Ser Pro

<210> 13

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 13

Met Asn Thr Lys Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe
1 5 10 15

Val Asp Gly Asp Gly Ser Ile Tyr Ala Cys Ile Tyr Pro Asp Gln Arg
20 25 30

Thr Lys Phe Lys His Gly Leu Arg Leu Asn Phe Ser Val Phe Gln Lys
35 40 45

Thr Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val
50 55 60

Gly Tyr Val Phe Asp Ala Gly Ser Val Ser Glu Tyr Arg Leu Ser Gln
65 70 75 80

Ile Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys
85 90 95

Leu Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu
100 105 110

Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp
115 120 125

Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr
130 135 140

Ser Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Pro Gly Ser Val Gly
145 150 155 160

Gly Leu Ser Pro Ser Gln Ala Ser Ser Ala Ala Ser Ser Ala Ser Ser
165 170 175
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Ser Pro Gly Ser Gly Ile Ser Glu Ala Leu Arg Ala Gly Ala Gly Ser
180 185 190

Gly Thr Gly Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val
195 200 205

Asp Gly Asp Gly Ser TIle Tyr Ala Cys Ile Ala Pro Arg Gln Gly Ser
210 215 220

Lys Phe Lys His Arg Leu Lys Leu Gly Phe Ala Val Gly Gln Lys Thr
225 230 235 240

Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly
245 250 255

Tyr Val Tyr Asp Arg Gly Ser Val Ser Glu Tyr Val Leu Ser Gln Ile
260 265 270

Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu
275 280 285

Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro
290 295 300

Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val
305 310 315 320

Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser
325 330 335

Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys Ser
340 345 350

Ser Pro

<210> 14

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 14

Met Asn Thr Lys Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe
1 5 10 15

61



vVal

Ser

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

His

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

vVal

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

vVal

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp
260

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

ES 2803 728 T3

Ser

Tyr

Phe

Ala

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Asp

Ser

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

val

62

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Vval

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Thr

Gly

Leu

Ser
265

Thr

Phe

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Glu

Ile

Phe

val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Thr

235

Asp

Tyr

His

Ser

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Val

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Cys

Gly

Ile

Leu

Asp

Phe

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser
270

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Arg

Lys

Val

255

Glu

Arg

Lys

vVal

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

val

Ala

Thr

240

Gly

Ile



Lys

Lys

Ser
305

Asp

Glu

Ser

<210> 15
<211> 354
<212> PRT

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sinte

<400> 15

Met

1

Val

Met

Thr

Gly

Ile

Leu

tizado

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys
100

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

ES 2803 728 T3

Phe

Asn

Pro

310

Leu

vVal

Asn

Ser

Tyr

Phe

Gly

70

Asn

Ala

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Glu

Phe

Ser

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val
105

63

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Gln

His

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Tyr

Lys

Ser

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Asp

30

Phe

Ile

Leu

Phe

Glu
110

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

Val

Gln

80

Lys

Leu



Pro

val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

<210> 16
<211> 354
<212> PRT

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Ile

Leu

275

Lys

Lys

Ile

vVal

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

ES 2803 728 T3

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Leu

Asp

Gly

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Gln

Ala

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

64

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

val

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Lys

Thr

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Ile

Pro

Ile

300

val

Arg

Glu

vVal

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Gln

Ser

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Thr

Thr

val

Ser

175

Gly

Phe

Arg

Lys

Val

255

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

vVal

Ala

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

vVal

320

Ser

Ser



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 16

Met

1

Val

Ala

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly
195

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

ES 2803 728 T3

Asn

Ser

Ser

Phe

Thr

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Glu

Phe

Lys

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe
200

65

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Leu

10

Ser

Thr

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Tyr

Asn

Ser

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala
205

Ala

Asp

Tyr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Phe

Arg

Lys

Val

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val



ES 2803 728 T3

Asp Gly Asp Gly Ser Ile
210

Lys Phe Lys His Lys Leu
225 230

Gln Arg Arg Trp Phe Leu
245

Tyr Val Tyr Asp Arg Gly
260

Lys Pro Leu His Asn Phe
275

Lys Gln Lys Gln Ala Asn
290

Ser Ala Lys Glu Ser Pro
305 310

Asp Gln Tle Ala Ala Leu
325
Glu Thr Val Arg Ala Val
340
Ser Pro
<210> 17
<211> 354
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 17

Met Asn Thr Lys Tyr Asn
1 5

Val Asp Gly Asp Gly Ser
20

Ala Lys Phe Lys His Phe
35

Thr Gln Arg Arg Trp Phe

Tyr

215

Gly

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Glu

Phe

Lys

40

Asp

Ser

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

66

Ile

Phe

vVal

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys
330

Leu

Leu

10

Ser

Thr

Leu

Arg

Ala
235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Leu

Ile

Phe

Val

Pro Ser Gln

220

Val Gly Gln

Glu Ile Gly

Val Leu Ser

270

Pro Phe Leu
285

Ile Glu Gln

300

Val Cys Thr

Arg Lys Thr

Glu Lys Lys

350

Arg

Lys

vVal

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Ser

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Tyr Leu Ala Gly Phe
15

Tyr Pro His Gln Arg

30

Ala Val Tyr Gln Lys

45

Asp Glu Ile Gly Val



Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln
290

Vval

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Asn

Ala
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Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu
295

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Cys

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

67

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

val

250

Glu

Leu

Lys

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Arg

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ala

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

val

Pro

Ile
300

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Gly

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

vVal

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro



Ser Ala Lys Glu Ser

305

Asp Gln Ile Ala Ala

325

Glu Thr Val Arg Ala

Ser Pro

<210> 18
<211> 354
<212> PRT

340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 18

Met

1

Val

Ala

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Thr

Gly

Phe

35

Arg

vVal

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Phe

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg
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Pro Asp Lys

310

Leu

Val

Asn

Ser

Tyr

Phe

Ala

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

Asn Asp

Leu Asp

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

val

Glu

Tyr

Arg

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

68

Leu

Lys
330

Leu

Leu

10

Cys

Gln

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Glu Val Cys

315

Thr Arg Lys

Ser Glu Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

Tyr

Ala

Ser

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Leu

Pro

vVal

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Asp

30

Phe

Tle

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Trp

Thr
335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

vVal

Val
320

Ser

Ser

Phe

Arg

Lys

Val

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly



145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

<210> 19
<211> 354

<212> PRT

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 19

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Arg

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala
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150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Cys

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

69

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ala

Ala

235
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Cys

Lys

Ser

Gly

15

Gln
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Leu

Ile

Phe
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Trp
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Lys

Lys

Ile

Val

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 30

Met Asn Thr Lys

1

Val Asp Gly Asp

20

Met Lys Phe Lys

35

Ser

Tyr

Phe

245

Ala

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

ES 2803 728 T3

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

vVal

His

215

His

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Tyr Asn Lys

5

Gly Ser Ile

His Arg Leu

200

Ala Cys

Leu Arg

Lys Leu

Val Ser

265

Thr Gln

280

Val Leu

Lys Phe

Asp Ser

Asp Ser
345

Glu Phe

Tyr Ala
25

Gln Leu
40

87

Ile

Phe

vVal

250

Thr

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Gln

Thr

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Pro

220

Val

Glu

Cys

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Leu Leu Tyr

10

Cys Ile Thr

Arg Phe Cys

205

Met Gln

His Gln

Thr Gly

Leu Ser

270

Phe Leu

285

Glu Gln

Cys Thr

Lys Thr

Lys Lys
350

Leu Ala

Ser

Lys

vVal

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly
15

Met

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Phe

Pro Gln Gln Asp

30

Val Thr Gln Lys

45



Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Vval

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

vVal

Pro

Gln

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Arg

Gln

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

Leu

Asn

Ala

ES 2803 728 T3

Phe

Cys

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

val

Ala

Ser

Glu

vVal

215

Met

Asp

Gly

Leu

Leu

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Ala

Thr

280

Vval

Lys

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

265

Gln

Leu

88

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Arg

Leu

Lys

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Lys

Tyr

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

vVal

Pro

Ile

Glu

Arg

Pro

Ile

Vval

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Gln

Tyr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Val

Lys

vVal

255

Gln

Lys

Leu

VvVal

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Vval

Ala

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro



Ser
305

Asp

Glu

Ser

<210> 31
<211> 354
<212> PRT

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Lys

Glu

Tle Ala

Val Arg

340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 31

Met

1

VvVal

Ala

Thr

Gly

Ile

Leu

Pro

VvVal

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp
130

Thr

Gly

Phe

35

Arg

VvVal

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Lys

Asp

20

Lys

Arg

VvVal

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Ser

Ala

325

Ala

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

ES 2803 728 T3

Pro
310

Leu

vVal

Asn

Ser

Arg

Phe

Gln

70

Asn

Ala

Ser

Ala

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu
135

Lys Phe

Asp Ser

Asp Ser
345

Glu Phe

Tyr Ala
25

Leu Leu
40

Asp Lys

Ser Val

Leu Thr

Leu Val

105

Asp Lys
120

Asn Asp

89

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Cys

Glu

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Phe

Ser

Glu
315

Thr

Ser

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

300

VvVal

Arg

Glu

Tyr

Lys

Thr

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr
140

Cys

Lys

Lys

Leu

Pro

vVal

45

Glu

Arg

Pro

Ile

vVal

125

Arg

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Asp

30

Cys

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val
320

Ser

Ser

Phe

Ala

Lys

vVal

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr



Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

<210> 32

<211> 354
<212> PRT

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Gln

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 32

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

Phe

245

His

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

ES 2803 728 T3

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Vval

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Gln

Asp

Gly

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Ala

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Cys

Arg

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

90

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Thr

Cys

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Arg

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Gln

Thr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Val

Ser

175

Gly

Phe

Asp

Lys

Val

255

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

160

Ser

Ser

Val

Met

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser



Met

VvVal

Ala

Thr

Gly

Ile

Leu

Pro

VvVal

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys
225

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Vval

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Arg

ES 2803 728 T3

Asn

Ser

Ala

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu
230

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

vVal

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Gln

Glu

Trp

Trp

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Cys

Arg

91

Leu

10

Ser

Gly

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Leu

Ile

Phe

vVal

Lys

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Thr

Cys
235

Tyr

Arg

Ala

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Leu

Pro

vVal

45

Glu

Thr

Pro

Ile

vVal

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Gln

Thr

Ala

Thr

30

Tyr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

VvVal

Ser

175

Gly

Phe

Asp

Lys

Phe

Leu

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Met

Thr
240



Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

<210> 33

<211> 147
<212> PRT

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

Arg

Gln

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 33

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

Glu

Tyr

Lys

Asp

Ser

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Phe

245

Lys

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

ES 2803 728 T3

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

vVal

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr
70

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Lys

Ala

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

92

Val

250

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Phe

10

Gly

Lys

Val

Glu

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

vVal

Ser

Thr

Gly

Ile
75

Glu

Arg

Pro

Ile

300

VvVal

Arg

Glu

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

VvVal

255

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn
80



Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 34
<211> 147

<212> PRT

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 34

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys
115

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

ES 2803 728 T3

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys
120

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

93

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Gly

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Leu

Pro

vVal

Ser

vVal

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

vVal

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln
125

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala



ES 2803 728 T3

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

Val Leu Asp
145

<210> 35

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 35

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

Ile Tyr Ala Cys Ile Ala Pro Arg Gln Gly Ser Lys Phe Lys His Arg
20 25 30

Leu Lys Leu Gly Phe Ala Val Gly Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu TIle Gly Val Gly Tyr Val Tyr Asp Arg
50 55 60

Gly Ser Val Ser Glu Tyr Val Leu Ser Gln Ile Lys Pro Leu His Asn
65 70 75 80

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu lLys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

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

Val Leu Asp
145

<210> 36

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 36

94



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 37
<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 37

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala Gly

Arg Gln
25

Gly Gln
40

Ile Gly

Leu Ser

Phe Leu

Glu Gln
105

Cys Thr
120

Lys Thr

Phe

10

Gly

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

vVal

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

vVal

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

1

5

10

15

Ile Tyr Ala Cys Ile Ala Pro Arg Gln Gly Ser Lys Phe Lys His Arg

20

25

95

30



Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 38

<211> 147
<212> PRT

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 38

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

96

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 39

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu
100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 39

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys
120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln
105

Thr

Thr

97

Phe

10

Gly

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln
125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys
110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

<210> 40

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn
130

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Leu

Thr

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 40

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Cys

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Arg

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val Leu Asp
145

98

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

His

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 41

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Leu

Asp

50

Gly

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Gln

20

Ala

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 41

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Lys

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Ile

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Gln

Ser

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

99

Phe

10

Arg

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Ile

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 42
<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Gly

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 42

Lys Glu Phe Leu

1

Ile Tyr Ala Cys

20

Leu Lys Leu Gly

35

ES 2803 728 T3

Leu Tyr Leu

Ile Arg Pro

Phe Ala Val

Val Asp Glu
55

Glu Tyr Val
70

Leu Gln Pro
85

Lys Ile Ile

Leu Glu Val

Lys Thr Arg
135

Leu Tyr Leu
5

Ile Ala Pro

Phe Ala Val

Ala Gly

Ser Gln

25

Gly Gln

40

Ile Gly

Leu Ser

Phe Leu

Glu Gln

105

Cys Thr
120

Lys Thr

Ala Gly

Arg Gln

25

Gly Gln

40

100

Phe

10

Arg

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Phe Val Asp

10

Gly Ser Lys

Lys Thr Gln

Gly Asp

Phe Lys
30

Arg Arg
45

Val Tyr

Pro Leu

Gln Lys

Ala Lys

110

Gln Ile
125

Thr Val

Gly Asp

Phe Lys
30

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly
15

His

Ser

Lys

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Arg

Arg Arg Trp Phe

45



Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 43

<211> 147
<212> PRT

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 43

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Glu

Tyr

Lys

Asp

Ser

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu
85

ES 2803 728 T3

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

101

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Gly

Lys

vVal

Gln

Lys
90

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln
95

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala



ES 2803 728 T3

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

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

Val Leu Asp
145

<210> 44

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 44

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

Ile Tyr Ala Cys Ile Ala Pro Arg Gln Gly Ser Lys Phe Lys His Arg
20 25 30

Leu Lys Leu Gly Phe Ala Val Gly Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu TIle Gly Val Gly Tyr Val Tyr Asp Arg
50 55 60

Gly Ser Val Ser Glu Tyr Val Leu Ser Gln Ile Lys Pro Leu His Asn
65 70 75 80

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu lLys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

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

Val Leu Asp
145

102



10

15

<210> 45
<211> 147
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 45

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 46
<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Val

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 46

Leu

Ile

Phe

Val

Lys

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Arg

Glu

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Ala

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

103

Phe

10

Arg

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Gly

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 47

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 47

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

104

Phe

10

Gly

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly
65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 48
<211> 147

<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu
35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 48

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

105

Phe

10

Gly

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 49

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn
130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys
115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 49

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys
120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

106

Phe

10

Gly

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln
125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 50

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 50

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Cys

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

107

Phe

10

Arg

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

His

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 51
<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 51

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala Gly

Arg Gln
25

Gly Gln
40

Ile Gly

Leu Ser

Phe Leu

Glu Gln
105

Cys Thr
120

Lys Thr

Phe

10

Gly

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

108



Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 52

<211> 147
<212> PRT

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 52

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

109

10

Gly

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 53

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 53

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu
55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Gly

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

110

Phe
10

Gly

Lys

vVal

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 54

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Thr

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Ser

Leu

Ser

Gln

Leu
100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 54

Leu

Ile

Phe

Val

Cys

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Cys

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Cys

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln
105

Thr

Thr

111

Phe
10

Thr

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

vVal

Leu

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

vVal

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Gln

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 55

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Ser

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 55

Leu

Ile

Phe

VvVal

Cys

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Cys

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asp

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

112

Phe

10

Ala

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Leu

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Gln

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



ES 2803 728 T3

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

Ile Tyr Ala Cys Ile Thr Pro Gln Gln Asp Met Lys Phe Lys His Arg
20 25 30

Leu Gln Leu Arg Phe Cys Val Thr Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Gln Asp Cys
50 55 60

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

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu lLys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

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

Val Leu Asp
145

<210> 56

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 56

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

113



Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 57

<211> 147
<212> PRT

Tyr

Gln

Asp

50

Gly

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Ala

Leu

35

Lys

Ala

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Cys

20

Arg

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 57

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Glu

Tyr

Gln

Asp
50

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Leu

Cys

20

Arg

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

ES 2803 728 T3

Thr

Cys

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Thr

Cys

Asp

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu
55

Gln

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Gln

Thr

40

Ile

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

114

Asp

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Asp

Lys

vVal

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Met

Thr

Gly

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr
60

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

Val

Lys

30

Arg

Gln

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Gln

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

Arg

Phe

His

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Arg

Phe

Lys



Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 58

<211> 147
<212> PRT

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Ala

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 58

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

115

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 59

<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn
130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 59

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Arg

ES 2803 728 T3

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

His

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

116

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Phe

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 60

<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 60

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Arg

ES 2803 728 T3

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

His

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

117

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Phe

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



ES 2803 728 T3

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

Ile Phe Ala Ser Ile Tyr Pro His Gln Arg Ala Lys Phe Lys His Phe
20 25 30

Leu Lys Leu Thr Phe Ala Val Tyr Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Tyr Asp Ser
50 55 60

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

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

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

Val Leu Asp
145

<210> 61

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 61

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

Ile Phe Ala Ser Ile Tyr Pro His Gln Arg Ala Lys Phe Lys His Phe

118



Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 62

<211> 147
<212> PRT

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 62

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Arg

ES 2803 728 T3

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

119

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly
65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 63
<211> 147

<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Val

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 63

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Tyr
70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

vVal

Arg
135

Ala

His

His

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

120

Phe

10

Arg

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

vVal

Ala

Thr

Gly

Ile
75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Leu

Phe

Ala

Asn
80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 64

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Asn

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 64

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asp

Phe

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

121

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Thr

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln
125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Phe

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Gly

Phe

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 65

<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Phe

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 65

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

His

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asp

Phe

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

122

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 66
<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Ser

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Gln

20

His

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 66

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Lys

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala Gly

Asp Gln
25

Phe Gln
40

Ile Gly

Leu Ser

Phe Leu

Glu Gln
105

Cys Thr
120

Lys Thr

Phe

10

Lys

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Gly

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

1

5

10

15

Ile Phe Ala Ser Ile Asn Pro Asp Gln Arg Ala Lys Phe Lys His Ser

20

25

123

30



Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 67

<211> 147
<212> PRT

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 67

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly
65

Glu

Phe

Lys

Asp

50

Ser

Phe

Ala

Leu

35

Lys

VvVal

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

ES 2803 728 T3

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Tyr
70

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

His

Tyr

40

Ile

Leu

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

124

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Arg

Lys

VvVal

Gln

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Vval

Ala

Thr

Gly

Ile
75

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

vVal

Pro

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Phe

Thr

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Phe

Phe

Ser

Asn
80



Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 68

<211> 147
<212> PRT

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 68

ES 2803 728 T3

Leu Gln

85

Lys Ile

Leu Glu

Arg Thr

Pro

Ile

Val

Arg
135

Phe Leu

Glu Gln
105

Cys Thr
120

Lys Thr

125

Lys Leu Lys Gln
90

Leu Pro Ser Ala

Trp Val Asp Gln
125

Thr Ser Glu Thr
140

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gln Ala

95

Glu Ser

Ala Ala

Arg Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

<210> 69
<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Val
145

Leu

Cys

20

Gln

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

130

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 69

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Asp

ES 2803 728 T3

Tyr

Ala

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg

Ala

Asp

Phe

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

135

126

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Phe

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

140

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 70

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Ile

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 70

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asp

Phe

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

127

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Ala

Phe

Gly

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 71
<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Ile

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 71

Lys Glu Phe Leu

1

Ile Phe Ala Ser

20

Leu Lys Leu Thr

ES 2803 728 T3

Leu Tyr Leu

Ile Ala Pro

Phe Asn Val

Val Asp Glu
55

Glu Tyr Arg
70

Leu Gln Pro
85

Lys Ile Ile

Leu Glu Val

Lys Thr Arg
135

Leu Tyr Leu
5

Ile Tyr Pro

Phe Ala Val

Ala Gly

Asp Gln
25

Cys Gln
40

Ile Gly

Leu Ser

Phe Leu

Glu Gln

105

Cys Thr
120

Lys Thr

Ala Gly

His Gln

25

Tyr Gln

128

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Pro

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Phe Val Asp Gly

10

Arg Ala Lys Phe

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Asp

Lys
30

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly
15

His

Ser

Gln

Phe

Thr

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Phe

Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe



Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 72

<211> 147
<212> PRT

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 72

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

129

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Vval
145

<210> 73

<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Arg

VvVal

Thr

VvVal

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 73

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu
85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Val

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Glu

Phe

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln
105

Thr

Thr

130

Phe

10

Arg

Lys

VvVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Vval

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

VvVal

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

vVal

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln
95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

<210> 74
<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn
130

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Leu

Thr

20

His

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 74

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Phe

Cys

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asp

His

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val Leu Asp
145

131

Val

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Gln

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210>75

<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Lys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 75

Leu

Ile

Phe

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Tyr

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

His

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

132

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Phe

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 76
<211> 147
<212> PRT

Glu

Phe

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Thr

20

His

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 76

Lys Glu Phe Leu

1

Ile Phe Ala Thr

20

Leu Arg Leu His

35

ES 2803 728 T3

Leu Tyr Leu

Ile Phe Pro

Phe Cys Val

Val Asp Glu
55

Glu Tyr Arg
70

Leu Gln Pro
85

Lys Ile Ile

Leu Glu Val

Lys Thr Arg
135

Leu Tyr Leu
5

Ile Phe Pro

Phe Cys Val

Ala Gly

Asp Gln

25

His Gln

40

Ile Gly

Leu Ser

Phe Leu

Glu Gln

105

Cys Thr
120

Lys Thr

Ala Gly

Asp Gln

25

His Gln

40

133

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Phe Val Asp

10

Arg Met Lys

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Asp

Lys
30

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly
15

His

Ser

Gln

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Gln

Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe

45



Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 77

<211> 147
<212> PRT

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 77

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Glu

Phe

Arg

Asp

Ser

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Leu

Thr

20

Gly

Leu

Ser

Gln

VvVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu
85

ES 2803 728 T3

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Phe

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Asp

His

40

Ile

Leu

Phe

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

134

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Arg

Lys

vVal

Gln

Lys
90

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln
95

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Gln

Phe

Arg

Asn

80

Ala



Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 78

<211> 147
<212> PRT

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu
100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 78

ES 2803 728 T3

Lys Ile Ile Glu Gln

105

Leu Glu Val Cys Thr

120

Lys Thr Arg Lys Thr

135

135

Leu Pro Ser Ala lLys Glu Ser
110

Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
125

Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
140



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val

145

<210> 79
<211> 147
<212> PRT

Glu

His

His

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 79

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Arg

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

ES 2803 728 T3

Leu

Ile

Phe

Val

Thr

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Tyr

Gln

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Cys

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Gln

His

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

136

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Asp

Lys

Val

Gln

Lys

20

Leu

Trp

Thr

Val

val

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Gln

Phe

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 80

<211> 147
<212> PRT

Glu

His

His

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Arg

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 80

Leu

Ile

Phe

VvVal

Thr

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Gln

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Cys

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Met

His

40

Thr

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

137

Phe

10

Ser

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Tyr

Phe

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

VvVal
145

<210> 81

<211> 147
<212> PRT

Glu

Val

Met

Asp

50

Gly

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Ala

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Ser

20

Glu

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 81

Leu

Ile

Phe

Val

Arg

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Lys

Tyr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Val

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Gln

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

138

Phe

10

Val

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Leu

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 82

<211> 147
<212> PRT

Glu

Tyr

Leu

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

Leu

Cys

20

Glu

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 82

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Lys

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asp

Cys

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

139

Phe

10

Ala

Lys

vVal

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

vVal

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Phe

Gln

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



10

15

20

Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

<210> 83
<211> 22

<212> ADN

Glu

Trp

Trp

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 83

accggacctc gttgtttaga ct

<210> 84
<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 84

Leu

Ser

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu
100

Phe

Ser

tgtttacaca gtgtttcatt cc 22

<210> 85
<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 85

gactacacat atagtgtctg tt

<210> 86
<211>72

Leu

Ile

Phe

Val

Lys

Leu

85

Lys

Leu

Lys

ES 2803 728 T3

Tyr

Arg

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Thr

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln
105

Thr

Thr

140

Phe
10

Leu

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

vVal

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

vVal

Ser

22

22

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Ala

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



10

15

20

25

30

35

40

ES 2803 728 T3

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 86

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaaca aatctgactt tgcatgtgca

aacgccttca ac

<210> 87

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 87

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaaat ctgactttgc atgtgcaaac

gcettcaac

<210> 88

<211> 55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 88
atggacttca agagcaacaa acaaatctga ctttgcatgt gcaaacgcct tcaac 55

<210> 89

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 89

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagaatct gactttgcat gtgcaaacgce

cttcaac

<210> 90

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 90

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagtctga ctttgcatgt gcaaacgcecct
tcaac
<210> 91
<211> 52

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

141

60

69

60

72

60

67

60

65



10

15

20

25

30

35

ES 2803 728 T3

<220>
<223> Sintetizado

<400> 91
atggacttca agagcaaaca aatctgactt tgcatgtgca aacgccttca ac 52

<210> 92

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 92

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagacaaa tctgactttg catgtgcaaa

cgccttcaac

<210> 93

<211> 68

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 93
atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaatc tgactttgca tgtgcaaacg

ccttcaac

<210> 94

<211>77

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 94
atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaacg caacaaatct gactttgcat

gtgcaaacgc cttcaac

<210> 95

<211>76

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 95
atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaaag aacaaatctg actttgcatg

tgcaaacgcce ttcaac

<210> 96
<211>70
<212> ADN

142

60

70

60

68

60

77

60

76



10

15

20

25

30

35

ES 2803 728 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 96

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggcaacaaa tctgactttg catgtgcaaa

cgccttcaac

<210> 97

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 97

atggacttca agagcaacag tgctgtggca aatctgactt tgcatgtgca aacgccttca

ac

<210> 98

<211> 68

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 98
atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggacaaatc tgactttgca tgtgcaaacg

ccttecaac

<210> 99

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 99

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaaat ctgactttge atgtgcaaac

gccttcaac

<210> 100

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 100
atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaatg tgcaaacgcc ttcaac 56

<210> 101

143

60

70

60

62

60

68

60

69



10

15

20

25

30

35

40

ES 2803 728 T3

<211> 69
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 101

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggaacaaat ctgactttge atgtgcaaac

gccttcaac

<210> 102

<211> 71

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 102

atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcacaa atctgacttt gcatgtgcaa
acgccttcaa ¢

<210> 103

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 103
atggacttca agagcaacag tgctgtggcc tggagcaatg tgcaaacgcc ttcaac 56

<210> 104

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 104
atcaaatctg actttgcatg tgcaaacgcc ttcaac 36

<210> 105

<211> 34

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 105
gtgctgtgge ctggagcaac aaatctgact ttge 34

<210> 106

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 106

144

60

69

60

71



gtgctgtgge ctggagcaag aattcatgcg gccgcaatct agagcaacaa atctgacttt

gc

<210> 107

<211> 6053

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 107

ES 2803 728 T3

145

60

62



cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceccget
gtacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgcece
tagtgcttta
gccatcgece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acgattaccg
cgggcgtegg
agtggaattc
atatatggag
cgaccccecege
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgcc
agtcatcgct

gtttgactca

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgecc
ggctttccece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
gggcttttct
ttcatcgece
gcgacctttg
acgcgtggat
ttcegegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagtc
cagtacatga
attaccatgg

cggggatttc

ES 2803 728 T3

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcctg
cgaggaaagc
cattaagcgc
tagcgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttecgeece
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgtt
gattatcaac
tgcgegeteg
gtcgececegge
cttaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgceccctat
ccttacggga
tgatgcggtt

caagtctcca

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
ctcgetcact
ctcagtgagce
atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttcce
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttcctact
ttggcagtac

ccccattgac

146

ccttcccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacgce
ttcttcecectt
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
gaggccgcecec
gagcgagcgce
gggtcattag
ccgecectgget
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
accaatgggc

gtcaatggga

agttgcgcag
ttccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
gggcaaagcc
gcagagaggg
ttcatagcce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggceccgectg
tctacgtatt
gtggatagcg

gtttgttttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcactaga
acctggtgca
agactgactt
acttggagaa
aaaggcaggc
gccaccttcet
cactgtttcet
agaggagttt
aggaaacagc
tctggaataa
attgcggceeg
cctcatgtcet
atttgtttga
tctcagectgg
ttaggacatg
atggacaagg
atagcatctt
tcaatcttgg
ctcaaggaaa
gatcttectte
ggcccagcaa
gcattagcag
accaggagat
taagccccag
aaagcaatag
gtttgtccaa
ggagttggcc
cgggcgtegg
agtggccaac

aatgacctga

caacgggact
cgtgtacggt
agctttctgg
ttcatgtgec
agtgagctgg
ggggcttaga
aggcaggaac
cttcatctge
tagtaaaaag
tagacatcat
ctgcgaagge
tgectgttgtt
catgaattct
agcacagttt
gaatcaaaat
tacacggcag
atctcatttce
gcggggctcet
agaaaccagc
ccaagaggcc
cctgaaatge
aaaaccccag
agcaaactgt
aatgggaggt
tgctcetctcea
cgcaattgtt
catcacaaat
actcatcaat
actccctcte
gcgacctttg
ccecccecceece

tagcctttgt

ES 2803 728 T3

ttccaaaatg
gggaggtcta
gcacacccct
ggcacaatca
gaaagatttt
atgaggeccta
tcagttggag
ttttttceceg
agggttttgg
tgaccagagc
accaaagctg
gaaggcgttt
tgctecagge
tgtctgtgat
cggtgaatag
ggtcagggtt
cctetttgee
gtggggctgg
tgctcgtgat
atgatttcag
agggctactt
caatataact
acatcttgga
ttatggtatg
ttgatagagg
gttgttaact
ttcacaaata
gtatcttaag
tgcgegeteg
gtcgeeccgge
ccececececegge

agagacctct

tcgtaataac
tataagcaga
catctgactt
gtgattggtg
ttggcagaca
gaagagcagt
agactgaggce
tgtcattctce
tggcaatgga
tctgggcaga
cccttacctg
gcacatgcaa
cacagcactg
atacacatca
gcagacagac
ctggatatct
ccaacccagg
caagtcacgg
ggactgggac
tgaacgttca
aataatactg
ctggcagagt
atctggagtg
ttggcattaa
ttttgaacta
tgtttattge
aagcattttt
gcgggaattg
ctegetecact
ctcagtgagce
gattctcttg

caaaaatagc
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cccgececeegt
gctcgtttag
tttaattcct
ggttaatgag
gggagaaata
aaggggcaaa
tgggccacgt
tggactgcca
taaggccgag
acctggceceat
ggctggggaa
agtcagattt
ttgctcecttga
gaatccttac
ttgtcactgg
gtgggacaag
ctggagtcca
tctcatgett
tcagggacag
cggccaggec
cttattcttt
aaaggcaggc
gtctccceaa
gttgggaaat
taaatcagaa
agcttataat
ttcactgcat
atctaggaac
gaggccgcec
gagcgagcge
tttgctcecag

taccectctee

tgacgcaaat
tgaaccgtca
ccacttcaac
tgactgegtg
aggagaggca
cagtctgagce
gccctctect
gaacaaggct
accaccaatc
tcctgaagea
gaaggtgtct
gttgctctag
agtccataga
tttgtgacac
atttagagtc
aggatcaggg
gatgccagtg
tatacgggaa
gcacaagcta
tggcetgeca
tatttaatag
atgggaaaaa
cttaggctgg
ctatcacatt
cacctgegtce
ggttacaaat
tctagttgtg
ccctagtgat
gggcaaagcc
gcagagaggg
actctcaggce

ggcatgaatt

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



tatcagctag
acccgtttga
ctaaaaattt
ataatgtttt
ctaattcttt
ctccttacge
tctgatgecg
cgggcttgte
atgtgtcaga
cgectatttt
tttecggggaa
tatccgcetca
atgagtattc
gtttttgctce
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tceceggeaac
tcggeccectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt

ccaccgctac

aacggttgaa
atctttacct
ttatcettge
tggtacaacc
gccttgectg
atctgtgecgg
catagttaag
tgctceegge
ggttttcacce
tataggttaa
atgtgcgcegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagcect
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc

cagcggtggt

ES 2803 728 T3

tatcatattg
acacattact
gttgaaataa
gatttagcett
tatgatttat
tatttcacac
ccagcccega
atccgecttac
gtcatcaccg
tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgcectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttc
tttttttctg

ttgtttgcecg

atggtgattt
caggcattgce
aggcttctcce
tatgctctga
tggatgttgg
cgcatatggt
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgc
cgcecgcecatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagecgt
cgcgtaatct

gatcaagagc
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gactgtctcce
atttaaaata
cgcaaaagta
ggctttattg
aattcctgat
gcactctcag
cacccgcectga
tgaccgtctce
gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgecggecatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggecge
actattctca

gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccegt
gctgcettgea

taccaactct

ggcctttcete
tatgagggtt
ttacagggtce
cttaattttg
gecggtatttt
tacaatctgce
cgecgecctga
cgggagctge
cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecettect
gttgggtgca
ttttegeecee
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgceccectt
caccacgatg
tactctagct
acttctgege
gcegtgggtcet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa

ttttcecgaag

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



gtaactggct
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttceccgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctc
gagcgcccaa

<210> 108
<211> 5458
<212> ADN

tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggectt
cgttatccce
gccgcageceg

tacgcaaacc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 108

cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceccget
gtacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgcece
tagtgcttta
gccatcgece
tggactcttg
ataagggatt

taacgcgaat

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgecc
ggctttccece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt

tttaacaaaa

ES 2803 728 T3

gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag

gcctetcecce

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcctg
cgaggaaagc
cattaagcgc
tagcgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttecgeece
gaacaacact
cggcectattg

tattaacgtt

aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcegtcag
ctggecetttt
gataaccgta
cgcagcgagt

gcgegttgge

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat

tacaatttaa
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ttctagtgta
tcgetcetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgecett
cagtgagcga

cgattcatta

ccttcccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacgce
ttcttcecectt
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt

atatttgctt

gcecgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagcettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa

atg

agttgcgcag
ttccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt

atacaatctt

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6053

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



cctgtttttg
acgattaccg
cgggegtegg
agtggaattc
tcaacacctg
gcgtgagact
aggcaacttg
tgagcaaagg
ctecectgecac
aggctcactg
caatcagagg
aagcaaggaa
tgtcttetgg
tctagattgce
atagacctca
gacacatttg
gagtctctca
cagggttagg
cagtgatgga
gggaaatagc
agctatcaat
tgccactcaa
aataggatct
aaaaaggccc
gctgggcatt
acattaccag
gcgtctaage
caaataaagc
ttgtggtttg
gtgatggagt

aagcccggge

gggcttttet
ttcatcgece
gcgacctttg
acgcgtgett
gtgcattcat
gacttagtga
gagaaggggc
caggcaggca
cttctectteca
tttcttagta
agttttagac
acagcctgcg
aataatgctg
ggccgcatga
tgtctagcac
tttgagaatc
gctggtacac
acatgatctc
caagggcggg
atcttagaaa
cttggccaag
ggaaacctga
tcttcaaaac
agcaaagcaa
agcagaatgg
gagattgctc
cccagcgcaa
aatagcatca
tccaaactca
tggccactcce

gtcgggcgac

ES 2803 728 T3

gattatcaac
tgcgegeteg
gtegeecegge
tctgggcaca
gtgceggeac
gctgggaaag
ttagaatgag
ggaactcagt
tctgettttt
aaaagagggt
atcattgacc
aaggcaccaa
ttgttgaagg
attcttgcectce
agttttgtct
aaaatcggtg
ggcagggtca
atttccctcet
gctctgtggyg
ccagctgetce
aggccatgat
aatgcagggc
cccagcaata
actgtacatc
gaggtttatg
tctcattgat
ttgttgttgt
caaatttcac
tcaatgtatc
ctctectgege

ctttggtege

cggggtacat
ctcgetcact
ctcagtgage
cccctcatet
aatcagtgat
attttttgge
gcctagaaga
tggagagact
tccegtgtcea
tttggtggca
agagctctgg
agctgcecceccett
cgtttgcaca
caggccacag
gtgatataca
aataggcaga
gggttctgga
ttgccccaac
gctggcaagt
gtgatggact
ttcagtgaac
tacttaataa
taactctgge
ttggaatctg
gtatgttggce
agaggttttg
taacttgttt
aaataaagca
ttaaggcggg
gctegetege

ccggecctcecag

150

atgattgaca
gaggccgccce
gagcgagcgce
gactttttaa
tggtgggtta
agacagggag
gcagtaaggg
gaggctggge
ttetetggac
atggataagg
gcagaacctg
acctgggcectg
tgcaaagtca
cactgttgct
catcagaatc
cagacttgtc
tatctgtggg
ccaggctgga
cacggtctca
gggactcagg
gttcacggcce
tactgcttat
agagtaaagg
gagtggtctc
attaagttgg
aactataaat
attgcagcett
tttttttcac
aattgatcta
tcactgaggce

tgagcgagcg

tgctagtttt
gggcaaagcc
gcagagaggg
ttectccact
atgagtgact
aaataaggag
gcaaacagtc
cacgtgccct
tgccagaaca
ccgagaccac
gccattecctg
gggaagaagg
gatttgttge
cttgaagtcc
cttactttgt
actggattta
acaagaggat
gtccagatgce
tgctttatac
gacaggcaca
aggcctggcece
tcttttattt
caggcatggg
cccaacttag
gaaatctatc
cagaacacct
ataatggtta
tgcattctag
ggaaccccta
cgcccgggcea

agcgcgcaga

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



gagggagtgg
caggcaatga
gaatttatca
ttctcaceceg
gggttctaaa
gggtcataat
ttttgctaat
attttctcct
tctgetetga
cctgacggge
gctgcatgtg
tgatacgecct
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcectgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatceg
cgatgecctgt
tagcttecceg
tgecgetegge
ggtctegegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa

agatcaaagg

ccaacccecece
cctgatagece
gctagaacgg
tttgaatctt
aatttttatc
gtttttggta
tctttgeett
tacgcatctg
tgccgeatag
ttgtectgcecte
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgeccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
cctteegget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa

atcttecttga

ES 2803 728 T3

cceccceccece
tttgtagaga
ttgaatatca
tacctacaca
cttgegttga
caaccgattt
gcctgtatga
tgcggtattt
ttaagccagce
ccggcecateceg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaaccce
caataaccct
ttecegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgcett
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactggggce
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt

gatccttttt

ccggegatte
cctctcaaaa
tattgatggt
ttactcaggce
aataaaggct
agctttatge
tttattggat
cacaccgcat
cccgacacec
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgcect
cccttattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecg
agcatcttac
ataacactge
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgtteccactg

ttctgegegt

151

tcttgtttge
atagctaccce
gatttgactg
attgcattta
tctcececgeaa
tctgaggett
gttggaattc
atggtgcact
gccaacacce
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgectatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcecce
gcccteecegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac

aatctgectge

tccagactcet
tctceggeat
tctcecggect
aaatatatga
aagtattaca
tattgcttaa
ctgatgcggt
ctcagtacaa
gctgacgege
gtctceggga
aagggcctceg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgee
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttce
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa

ttgcaaacaa

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgcttcce
gagagcgcac
ttecgcecaccet
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac

cggaagagcg

<210> 109
<211> 6082
<212> ADN

gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctegecge

cccaatacgce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 109

cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceccget
gtacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgcece
tagtgcttta
gccatcgece

tggactcttg

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgecc
ggctttccece
cggcaccteg
tgatagacgg

ttccaaactg

ES 2803 728 T3

gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcectttttac
tcecectgatt
agccgaacga

aaaccgcctce

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcctg
cgaggaaagc
cattaagcgc
tagcgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttecgeece

gaacaacact

tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctgge
ctgtggataa
ccgagcegcag

tcececgegeg

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg

caaccctatce

152

agagctacca
tgtcecttcta
atacctcgcet
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcecta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgetgg
ccgtattacce
cgagtcagtg

ttggccgatt

ccttcccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacgce
ttcttcecectt
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt

tcggtctatt

actcttttte
gtgtagccegt
ctgctaatcce
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
ccttttgete
gcectttgagt
agcgaggaag

cattaatg

agttgcgcag
ttccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag

cttttgattt

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5458

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acgattaccg
cgggcgtcgg
agtggaattc
gagatcatgt
gtgtaccagc
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcagagc
accggtgect
cgcecettttte
ctttttcgea
ccttactttt
agactacctc
gccaggacat
tgctcattta
gttccggtac
acttctgtca
ttaccggagg
tacaggagag
tgtctggagt
gcttagagtg
agagccgceccet
ctctccagac
gttacgcaat
cagccccacg
ctgaggcttg
gcgacatcta
taataacgcect

tcatgcgtcce

ttgccgattt
tttaacaaaa
gggcttttct
ttcategecece
gcgacctttg
acgcgtactg
cctaaccctg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
gcacatcgce
agagaaggtg
ccgagggtgg
acgggtttge
acctctggeg
ttccctatcet
ctcaaaatac
ccacacgtcg
ggactacagc
gcagggcaac
cggtggcagc
cggaccgggce
cagtctccceca
gctgggggtt
caccatcatt
tgacgacacc
ggactactgg
tcecececcacyg
caggcccgeg
catctgggceca
ctactgcaag

cgttcagacg

ES 2803 728 T3

cggcctattg
tattaacgtt
gattatcaac
tgcgegeteg
gtcgeeccgge
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
cacagtcccce
gcgcggggta
gggagaaccg
cgccagaaca
ttattattge
gcttcetttag
ttaaactggt
agattacact
ctgacaatca
acgctccegt
ggtggcggcg
ttggtecgeac
gactacgggg
atctggggaa
aaggacaaca
gctatttact
ggtcagggca
ccagctccaa
gcgggcggcg
ccactagccg
cgtgggagaa

actcaggagg

gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
ctegetcact
ctcagtgage
tccagectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
gagaagttgg
aactgggaaa
tatataagtg
cagctagcac
acgcggcteg
gcgaccgagt
atcagcagaa
caggcgttece
gtaaccttga
acacattcgg
gcagcggggg
ctagccagag
tatcatggat
gtgaaaccac
gtaagtcgceca
actgecgecgaa
cttetgtgac
cgatagcaag
cecgttcacac
ggacttgcgg

agaagctctt

aggacggctg

153

gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
gaggccgecce
gagcgagcgce
gttggggcaa
tccagaaccce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
ggggaggggt
gtgatgtecgt
cagtagtcge
catggcgctce
tcctgacata
aacaatatct
gccggacgga
tagccgattt
gcaggaggac
tgggggaact
tggcggctcg
cctctcagtce
acgacagccg
atactacaac
ggttttctta
gcactactac
cgtatccage
tcagccctta
gcgaggacta
agtgttgttg
gtacattttce

ctcgtgecga

aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
gggcaaagcce
gcagagaggg
agagggaaat
tgaccctgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cggcaattga
gtactggctce
cgtgaacgtt
ccagtgacag
cagatgactc
tgcecgggceca
acagttaagt
tecgggttceg
atcgccacct
aagctggaga
gaggtcaagt
acgtgcactg
cctagaaagg
tcagctctca
aagatgaact
tacggcggga
actactaccc
tctettegee
gacttecgect
ttgagcttgg
aagcagccat

ttcececggagg

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



aggaggaggg
accagcaggg
acgtgttaga
acccccagga
agattggtat
tttccaccge
gataagatac
tatttgtgaa
agttctagag
cagaagacac
ctgecgegetce
ggtecgeccgg
tctettgttt
aaaaatagct
tggtgatttg
aggcattgca
ggcttctece
atgctctgag
ggatgttgga
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
taatggtttc
gtttattttt
tgcttcaata
ttcecettttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctgcet

gccgcataca

cggttgegaa
tcagaaccag
caagcgtaga
gggcctgtac
gaagggcgag
gaccaaggac
attgatgagt
atttgtgatg
caacaaatct
cttecttecce
gctcgetcac
cctcagtgag
gctccagact
accctcteceg
actgtcteeg
tttaaaatat
gcaaaagtat
gctttattge
attcctgatg
cactctcagt
acccgctgac
gaccgtctce
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggecattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg

ctattctcag
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ctcagagtga
ctatacaacg
ggtagggacc
aacgaactcc
agacgtcgceg
acatacgacg
ttggacaaac
ctattgettt
gactttgecat
agcccaggta
tgaggcecgcece
cgagcgagcg
ctcaggcaat
gcatgaattt
gcctttetceca
atgagggttc
tacagggtca
ttaattttge
cggtatttte
acaatctgct
gcgccctgac
gggagctgca
ctegtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgcecttectg
ttgggtgcac
tttecgeeceg
gtattatccc

aatgacttgg

agttctctceg
agttaaacct
cggagatggg
agaaggacaa
gaaagggaca
cgctgcacat
cacaactaga
atttgtaacc
gtgcaaacgce
agggcagctt
cgggcaaage
cgcagagagg
gacctgatag
atcagctaga
ccegtttgaa
taaaaatttt
taatgttttt
taattctttg
tccttacgca
ctgatgccge
gggcttgtct
tgtgtcagag
gcctattttt
ttcggggaaa
atccgctecat
tgagtattca
tttttgectca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacgc

ttgagtactc
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ctecegeggac
ggggcgecgg
aggcaagcct
gatggctgag
cgacggctta
gcaagcctta
atgcagtgaa
attataagct
cttcaacaac
tggtgcctte
ccgggegteg
gagtggccaa
cctttgtacce
acggttgaat
tctttaccta
tatccttgeg
ggtacaaccg
ccttgeetgt
tctgtgeggt
atagttaagc
gctcceggea
gttttcaccg
ataggttaat
tgtgcgegga
gagacaataa
acatttccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag

accagtcaca

gcaccecgett
gaggagtacg
cggagaaaga
gcgtactegg
taccaggggce
ccacctcgat
aaaaatgctt
gcaataaaca
agcattattc
aattgcctct
ggcgaccttt
cceccggcegat
tgcaggtcte
atcatattga
cacattactc
ttgaaataaa
atttagcttt
atgatttatt
atttcacacc
cagccccgac
tcecgettaca
tcatcaccga
gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgcectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtc

gaaaagcatc

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



ttacggatgg
ctgcggccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctc
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgtcct
ctacatacct
gtcttacecgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctcgtcagg
tggcecttttg
ataaccgtat
gcagcgagtc
cgegttggece

<210> 110
<211> 7887
<212> ADN

catgacagta
cttacttctg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctectgceta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggagc
ctggecetttt
taccgecettt
agtgagcgag

gattcattaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 110
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agagaattat
acaacgatcg
actcgecttg
accacgatgc
actctagcett
cttectgeget
cgtgggtctce
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttccgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttcgee
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag

tg

gcagtgctge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
ccecggcaaca
cggeccttee
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccc
aaggatcttc
caccgctacce
taactggctt
gccaccactt
cagtggctgce
taccggataa
agcgaacgac
ttcececgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttectge
ataccgcteg

agcgcccaat

cataaccatg
ggagctaacc
accggagcectg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagcgg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggecttt
gttatccccet
ccgcagccga

acgcaaaccg

agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttectge
tgtttgecegg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttcc
gattctgtgg
acgaccgagce

cctectececeg

cagcagctgg cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcgce ccttceccaac agttgegcecag

155

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6082

60



cctgaatgge
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcecceget
gtacgecgecce
cgctacactt
cacgttcgce
tagtgcttta
gccategece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgcgcec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccagce

gttggggcaa

gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagecggeg
gccagcgcecce
ggcttteecce
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcecgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggeca
gcccgacgec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
aagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gccctgeatt
atcatggcct
gagcagctgg
cccacagagc

agagggaaat

ES 2803 728 T3

ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttecetg
cgaggaaagc
cattaagege
tagecgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegece
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctccctectet
cgggcetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttctecag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatctc
ccattctget
ttgectttget
gttttgaaga
tcaggtttcc
cttggccaag
tttctaagat
cccgececttg

gagatcatgt

gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegetege
ccgggcggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacgce
ctggtaatgt
aatgcccagce
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttecce
tccatcactg

cctaaccctg

156

atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaategg
tgctcgtcaa
gtggttacge
ttctteectt
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
tcgectcactg
tcagtgagcg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgectgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgecetg
aaataaaaga
ggccaggcct
tgtgcctgte
gtataaagca
gcatctggac

atcctecttgt

tteccatgage
caaggccgat
tattgecgaca
ttataaaaac
ccteectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttcecgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggceg
agcgagcgcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactct
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtcecce
tgagaccgtg
tccagcectgg

cccacagata

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



tccagaaccce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
gcacatcgcecce
agagaaggtg
ccgagggtgg
acgggtttgce
cccgecgecec
cctgtggtge
cgggcecectttg
gcctgaccecet
gatccaagct
agtctcgaac
gttattattg
tgcttcttta
cttaaactgg
gagattacac
cctgacaatc
cacgcteceg
cggtggcgge
cttggtcgea
agactacggg
tatctgggga
taaggacaac
cgctatttac
gggtcaggge
gccagctcca
ggcgggcggce
accactagcece
gcgtgggaga

gactcaggag

tgaccectgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cacagtccce
gcgeggggta
gggagaaccg
cgccagaaca
tacctgaggce
ctecctgaact
tceggegete
gcttgectcaa
gtgaccggeg
ttaactagca
cacgcggcectce
ggcgaccgag
tatcagcaga
tcaggecgtte
agtaaccttg
tacacatteg
ggcagcgggyg
cctageccaga
gtatcatgga
agtgaaacca
agtaagtcgce
tactgecgecga
acttetgtga
acgatagcaa
gcegttcaca
gggacttgeg

aagaagctct

gaggacggct

ES 2803 728 T3

gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tggatctgeg
gagaagttgg
aactgggaaa
tatataagtg
cagctgaagce
cgccatccac
gcgteecgeeg
ccttggagece
ctctacgtet
cctactctag
ccatggeget
gtcctgacat
taacaatatc
agccggacgg
ctagccgatt
agcaggagga
gtgggggaac
gtggcggcetce
gcectcetcagt
tacgacagec
catactacaa
aggttttctt
agcactacta
ccgtatccag
gtcagcccett
cgcgaggact
gagtgttgtt
tgtacatttt

gctcgtgeceg

tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
atcgcteccgg
ggggaggggt
gtgatgtcgt
cagtagtcge
ttcgaggggc
gccggttgag
tctaggtaag
tacctagact
ttgtttegtt
agctagecgea
cccagtgaca
acagatgact
ttgcegggee
aacagttaag
ttegggttee
catcgccacc
taagctggag
ggaggtcaag
cacgtgcact
gcctagaaag
ctcagctctce
aaagatgaac
ctacggcggg
cactactacc
atctecttege
agacttecgee
gttgagcttg
caagcagcca

attccecggag
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taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
tgcecegtecag
cggcaattga
gtactggcte
cgtgaacgtt
tcgcatctcet
tcgegttetg
tttaaagctce
cagccggctce
ttectgttetg
gtcagtgcett
gccttacttt
cagactacct
agccaggaca
ttgctcecattt
ggttccggta
tacttctgtc
attaccggag
ttacaggaga
gtgtctggag
ggcttagagt
aagagccgcc
tctctecaga
agttacgcaa
ccagccccac
cctgaggett
tgcgacatct
gtaataacgce

ttcatgegte

gaggaggagyg

gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgggcagagce
acgggtgcct
cgcettttte
ctttttegea
ccttcacgeg
ccgecteceg
aggtcgagac
tccacgettt
cgccgttaca
ctgacacaac
tacctcetgge
cttcectatc
tctcaaaata
accacacgtce
cggactacag
agcagggcaa
gcggtggcag
gcggaccggg
tcagtctccce
ggctgggggt
tcaccatcat
ctgacgacac
tggactactg
gtccecccac
gcaggcccge
acatctggge
tctactgcaa

ccgttecagac

gcggttgega

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



actcagagtg
gctatacaac
aggtagggac
caacgaactc
gagacgtege
cacatacgac
cgagcagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
tttgcatgtg
ccaggtaagg
ttctgcccag
atccattgce
agagaatgac
agcctecagtce
tactgctcett
ctgtctgeca
ccaccaatca
aaagtcagat
cagctgggaa
acagccacct
accagcccta
gcgctegete
gcececggecte
gtctcaaaaa
attgatggtg
tactcaggca
ataaaggctt
gctttatgcect
ttattggatg

acaccgcata

aagttctcectce
gagttaaacc
ccggagatgg
cagaaggaca
ggaaagggac
gcgctgcaca
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
caaacgcctt
gcagctttgg
agctctggtc
accaaaaccc
acgggaaaaa
tctccaactg
ctaggcctca
aaaaatcttt
ctgattgtgc
gaggggtgtg
aagtccaaat
tcaggacaaa
ccaagggcag
gctcactgag
agtgagcgag
tagctaccct
atttgactgt
ttgcatttaa
ctcecegeaaa
ctgaggecttt
ttggaattcc

tggtgcactc
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gctcecgegga
tggggcgccg
gaggcaagcc
agatggctga
acgacggcett
tgcaagcctt
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattcg
caacaacagc
tgeccttegea
aatgatgtct
tctttttact
agcagatgaa
agttcectgee
ttctaagceccece
cccagctcac
cggcacatga
cccagaggaa
aacttcagat
agtcagggaa
ggagaggacc
gccgeccggg
cgagcgcgca
ctceggcecatg
ctccggectt
aatatatgag
agtattacag
attgcttaat
tgatgcggta

tcagtacaat

cgcacceget
ggaggagtac
tecggagaaag
ggcgtactcg
ataccagggg
accacctcga
tttggacaaa
gctattgett
aatttaaatc
attattccag
ggctgtttec
aaaactcctc
aagaaacagt
gagaaggtgg
tgcctgecett
cttctccaag
taagtcagtc
atgcaccagg
gcaccattct
tggaatgtgt
gggctctctg
aattgatgga
caaagcccgg
gagagggagt
aatttatcag
tctcacccegt
ggttctaaaa
ggtcataatg
tttgctaatt
ttttectecett

ctgectectgat
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taccagcagg
gacgtgttag
aacccccagg
gagattggta
cttteccaceg
tgaggtacca
ccacaactag
tatttgtaac
ggatccgcaa
aagacacctt
ttgcttcagg
tgattggtgg
gagccttgtt
caggagaggg
tgctcagact
ttgecctctee
tcacgcagtce
tgttgaagtg
agttggggga
tttaactcag
aagaaatgct
gttggccact
gcgtcgggceg
ggccaacggc
ctagaacggt
ttgaatcttt
atttttatcc
tttttggtac
ctttgecttg
acgcatctgt

gccgcatagt

gtcagaacca
acaagcgtag
agggcctgta
tgaagggcga
cgaccaagga
gcggcecgcett
aatgcagtga
cattataagc
caaatctgac
cttcececage
aatggccagg
tcteggecett
ctggcagtcce
cacgtggccecce
gtttgccect
ttatttctcc
actcattaac
gaggaattaa
gcccatctgt
ggttgagaaa
acttgaagat
ccetcetetge
acctttggtc
gcgectgeag
tgaatatcat
acctacacat
ttgecgttgaa
aaccgattta
cctgtatgat
gcggtatttce

taagccagcce

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700



ccgacacceg
ttacagacaa
accgaaacgc
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattccee
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgecge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcectaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatcecggta

cgcctggtat

ccaacacccg
gctgtgaccg
gcgagacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagce
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagceceg
cccteecgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgectget
gagctaccaa
gtccttctag
tacctegete
accgggttgg
ggttegtgeca
cgtgagctat
agcggeaggyg

ctttatagtce
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ctgacgecgece
tctecgggag
agggcctcgt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttcet
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttec
tgtagcecgta
tgctaatccet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgce
tcggaacagg

ctgtcgggtt

ctgacgggcet
ctgecatgtgt
gatacgccta
cacttttegg
tatgtatcceg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atccegtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agcttcecegg
gcgcteggece
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcectcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcecce
agagcgcacg

tcgccaccte

159

tgtctgcectce
cagaggtttt
tttttatagg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttce

tgacttgagc

cggcatccge
caccgtcatc
ttaatgtcat
gcggaaccce
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtce
aatttaaaag
gtgagttttce
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa

gtcgattttt

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



gtgatgctcg
gttecectggece
tgtggataac
cgagcgcagce
ccecegegegt

<210> 111
<211> 486
<212> PRT

tcaggggggce

ttttgctgge
cgtattaccg
gagtcagtga

tggccgattce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 111

Met
1

His

Ser

Asp

50

Val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

145

Leu

Ala

Ala

Ala

Ile

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Leu Pro

Ala Arg

20

Ser Leu

35

Ser Lys

Leu

Leu

Phe Ser

VvVal

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

ES 2803 728 T3

ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce

attaatg

Thr Ala

Asp Tle
Asp

Arg

Asn
55

Leu

Tyr His

70

Ser Gly

85

Glu
100

Leu

Leu Pro

115

Gly Gly

Gln

Leu

Val Thr

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

Glu Asp

Thr Phe

Gly Gly

135

Ser
150

Gly

Thr Val

gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc

ggaagagcgc

Leu Leu

Gln Met

25

Val Thr

40

Trp Tyr

Thr Ser

Ser Gly

Ile Ala

105

Gly
120

Gly
Gly Gly
Pro

Gly

Ser Gly

160

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

vVal

agcaacgcgg cctttttacg
cctgegttat ccectgatte
gctcgecgea geccgaacgac

ccaatacgca aaccgcctcet

Ala Leu

15

Pro Leu Leu

Gln Thr Thr Ser Ser

30

Ser Cys Arg Ala Ser

45

Gln Lys Pro

60

Asp Gly

Leu His Ser Val

75

Gly

Thr
95

Asp Tyr Ser Leu

Phe Gln

110

Tyr Cys Gln

Thr Leu Glu Ile

125

Lys

Gly Gly Ser

140

Gly Gly

Val
155

Ala Pro Ser Gln

Ser Leu Pro Asp Tyr

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

le60

Gly

7680

7740

7800

7860

7887



Val

val

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

Val

Lys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Thr

Gly

370

Ala

Arg

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

VvVal

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Gly

Tyr

Arg

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Gln

Glu

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu
405

ES 2803 728 T3

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Phe

Gly

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Cys

360

val

Asn

val

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Ser

Lys

Gln

Leu

161

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp
410

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

335

Val

Glu

Asp

Asn

Arg
415

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

400

Asp



Pro

Tyr

Gly

Gln
465

Gln

<210> 112
<211> 242

<212> PRT

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 112

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Gly

Ser

Ile

Arg

Asn

His

50

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

Gly

115

Pro

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Gly

Gly

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

85

Gly

Ser

Leu

ES 2803 728 T3

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Gln

Ser

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Gly

vVal

Pro

Asp

Arg

455

Thr

Thr

Cys

Lys

His

55

Tyr

Phe

Lys

Gly

Ala

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Thr

Arg

Pro

40

Ser

Ser

Cys

Leu

Gly

120

Pro

Arg

425

Met

Gly

Asp

Ser

Ala

25

Asp

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Ser

162

Lys

Ala

Lys

Thr

Ser

10

Ser

Gly

vVal

Thr

Gln

90

Ile

Ser

Gln

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Leu

Gln

Thr

Pro

Ile

75

Gly

Thr

Glu

Ser

Pro

Ala

His

460

Asp

Ser

Asp

Val

Ser

60

Ser

Asn

Gly

Val

Leu

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Gly

Lys

125

Ser

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Gly

110

Leu

Vval

Gly

Glu

Leu

His

Leu

15

Lys

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Gly

Gln

Thr

Leu

Ile

Tyr

Met
480

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

80

Tyr

Ser

Glu

Cys



10

Thr
145

Gln

Glu

Lys

Thr

Gly
225

Ser

<210> 113
<211> 112
<212> PRT

130

val

Pro

Thr

Asp

Asp

210

Ser

Ser

Ser

Pro

Thr

Asn

195

Asp

Tyr

Gly

Arg

Tyr

180

Ser

Thr

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 113

Arg
1

Gln

Asp

Pro

Asp
65

Arg

Thr

<210> 114

Val

Asn

Val

Arg

50

Lys

Arg

Lys

Lys

Gln

Leu

35

Arg

Met

Gly

Asp

Phe

Leu

20

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
100

val

Lys

165

Tyr

Lys

Ala

Met

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr

ES 2803 728 T3

Ser

150

Gly

Asn

Ser

Ile

Asp
230

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

His

Asp

135

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

215

Tyr

Ser

Glu

Arg

Gln

55

Tyr

Asp

Ala

Pro Asp

Glu Trp

Ala Leu
185

Val Phe
200

Tyr Cys

Trp Gly

Ala Asp

Leu Asn
25

Gly Arg
40

Glu Gly

Ser Glu

Gly Leu

Leu His
105

163

Tyr

Leu

170

Lys

Leu

Ala

Gln

Ala

10

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr
90

Met

Gly

155

Gly

Ser

Lys

Lys

Gly
235

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

140

Val

Val

Arg

Met

His

220

Thr

Ala

Arg

Glu

Asn

60

Met

Gly

Ala

Ser Trp

Ile Trp

Leu Thr
190

Asn Ser
205

Tyr Tyr

Ser Val

Tyr Gln

Arg Glu
30

Met Gly
45

Glu Leu

Lys Gly

Leu Ser

Leu Pro
110

Ile

Gly

175

Ile

Leu

Tyr

Thr

Gln

15

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr
95

Pro

Arg

160

Ser

Ile

Gln

Gly

Val
240

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg



10

15

20

25

30

ES 2803 728 T3

<211> 42
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 114

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

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

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

<210> 115

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 115

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

His Ala Ala Arg Pro
20

<210> 116

<211> 45

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 116

Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Ile Ala
1 5 10 15

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Ala Ala Gly
20 25 30

Gly Ala Val His Thr Arg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp
35 40 45

<210> 117

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 117

164



10

15

Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu

1

5

ES 2803 728 T3

10

Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys

<210> 118
<211> 493
<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 118

gggcagagcg
cgggtgcecta
gcetttttee
tttttcgecaa
cttcacgcege
cgccteecge
ggtcgagacc
ccacgctttg

gcecgttacag

<210> 119
<211> 2184
<212> ADN

cacatcgeccce
gagaaggtgg
cgagggtggg
cgggtttgcece
ccgeecgecct
ctgtggtgcecce
gggcctttgt
cctgacccetg

atc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 119

acagtcccceg
cgcggggtaa
ggagaaccgt
gccagaacac
acctgaggcce
tcctgaactg
ccggegetcee

cttgctcaac

agaagttggg
actgggaaag
atataagtgc
agctgaagct
gccatccacg
cgtecegecgt
cttggagcct

tctacgtcett

gggaggggte
tgatgtcgtg
agtagtcgcce
tcgaggggcet
ccggttgagt
ctaggtaagt
acctagactc

tgtttcgttt

15

ggcaattgaa
tactggctcce
gtgaacgttc
cgcatctcte
cgcegttetge
ttaaagctca
agcecggetcet

tctgttctge

gggcagagcg cacatcgccce acagtccccg agaagttggg gggaggggtc ggcaattgaa

cgggtgccta gagaaggtgg cgcggggtaa actgggaaag tgatgtcgtg tactggctcece

165

60

120

180

240

300

360

420

480

493

60

120



gcetttttee
tttttcgecaa
cttcacgege
cgcctecege
ggtcgagacc
ccacgctttg
gcegttacag
tgacacaaca
acctctggeg
ttcectatcet
ctcaaaatac
ccacacgtcg
ggactacagce
gcagggcaac
cggtggcage
cggaccgggce
cagtctccca
gctgggggtt
caccatcatt
tgacgacacc
ggactactgg
tceceecccacg
caggcccgeg
catctgggca
ctactgcaag
cgttcagacg
cggttgcgaa
tcagaaccag
caagcgtaga
gggcctgtac

gaagggcgag

cgagggtggg
cgggtttgec
ccgecgecect
ctgtggtgec
gggecctttgt
cctgaccctg
atccaagctg
gtctcgaact
ttattattge
gcttctttag
ttaaactggt
agattacact
ctgacaatca
acgctcceegt
ggtggcggeg
ttggtcgecac
gactacgggg
atctggggaa
aaggacaaca
gctatttact
ggtcagggca
ccagctccaa
gcgggcggcyg
ccactagccg
cgtgggagaa
actcaggagg
ctcagagtga
ctatacaacg
ggtagggacc
aacgaactcc

agacgtcgecg

ES 2803 728 T3

ggagaaccgt
gccagaacac
acctgaggcce
tcctgaactg
ccggegetece
cttgctcaac
tgaccggege
taactagcac
acgcggctceg
gcgaccgagt
atcagcagaa
caggcgttcce
gtaaccttga
acacattcgg
gcagcggggg
ctagccagag
tatcatggat
gtgaaaccac
gtaagtcgca
actgcgcgaa
cttetgtgac
cgatagcaag
ccgttcacac
ggacttgcgg
agaagctctt
aggacggctg
agttctctcg
agttaaacct
cggagatggg
agaaggacaa

gaaagggaca

atataagtgce
agctgaagct
gccatccacg
cgtcegecegt
cttggagect
tctacgtcett
ctactctaga
catggcgcectce
tcctgacata
aacaatatct
gccggacgga
tagccgattt
gcaggaggac
tgggggaact
tggcggctceg
cctctcagte
acgacagccg
atactacaac
ggttttctta
gcactactac
cgtatccage
tcagccctta
gcgaggacta
agtgttgttg
gtacatttte
ctcgtgecga
ctcegeggac
ggggcgccgg
aggcaagcct
gatggctgag

cgacggctta

166

agtagtcgcce
tcgaggggct
ccggttgagt
ctaggtaagt
acctagactc
tgtttcgttt
gctagcgcag
ccagtgacag
cagatgactc
tgcegggeca
acagttaagt
tcgggtteeg
atcgecacct
aagctggaga
gaggtcaagt
acgtgcactg
cctagaaagg
tcagctctca
aagatgaact
tacggcggga
actactaccc
tctettegee
gacttcgecct
ttgagcttgg
aagcagccat
ttcececggagg
gcacccgett
gaggagtacg
cggagaaaga
gcgtactecgg

taccaggggc

gtgaacgttce
cgcatctctce
cgegttetge
ttaaagctca
agccggcectcet
tctgttctge
tcagtgette
ccttactttt
agactacctc
gccaggacat
tgctcattta
gttccggtac
acttctgtca
ttaccggagg
tacaggagag
tgtctggagt
gcttagagtg
agagccgcect
ctctccagac
gttacgcaat
cagccccacg
ctgaggcttg
gcgacatcta
taataacgct
tcatgegtcecce
aggaggaggg
accagcaggg
acgtgttaga
acccccagga
agattggtat

tttccaccege

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



gaccaaggac
cggeegette
atgcagtgaa
attataagct

<210> 120
<211> 6811
<212> ADN

acatacgacg
gagcagacat
aaaaatgctt

gcaataaaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 120

atatccagaa
ctgtctgect
atgtgtatat
gtgctgtgge
ggaggggtcg
gatgtcgtgt
gtagtcgececg
cgaggggctc
cggttgagtc
taggtaagtt
cctagactca
gtttegtttt
ctagcgcagt
cagtgacagc
agatgactca
gccgggccag
cagttaagtt
cgggttccgg
tcgeccaccta
agctggagat
aggtcaagtt
cgtgcactgt

ctagaaaggg

ccctgaccct
attcaccgat
cacagacaaa
ctggagcaag
gcaattgaac
actggctccg
tgaacgttct
gcatctctce
gcgttctgece
taaagctcag
gcecggcetcete
ctgttectgeg
cagtgcttct
cttactttta
gactacctct
ccaggacatc
gctcatttac
ttcecggtacg
cttctgtcag
taccggagge
acaggagagc
gtctggagtc

cttagagtgg

ES 2803 728 T3

cgctgcacat gcaagcctta ccacctcgat gaggtaccag

gataagatac attgatgagt ttggacaaac cacaactaga

tatttgtgaa atttgtgatg ctattgcttt atttgtaacc

agtt

gcegtgtace
tttgattctce
actgtgctag
ggcagagcgc
gggtgcctag
cctttttcee
ttttcgcaac
ttcacgecgee
gcctceeegece
gtcgagaccg
cacgctttge
ccgttacaga
gacacaacag
cctetggegt
tcecctatcetg
tcaaaatact
cacacgtcga
gactacagcc
cagggcaaca
ggtggcagcg
ggaccgggcet

agtctcccag

ctgggggtta

agctgagaga
aaacaaatgt
acatgaggtc
acatcgccca
agaaggtggc
gagggtgggg

gggtttgececg

cgcecgeccta
tgtggtgcct
ggcctttgte
ctgaccctge
tccaagctgt
tctcgaactt
tattattgca
cttectttagg
taaactggta
gattacactc
tgacaatcag
cgctcecegta
gtggeggegg
tggtcgcacc

actacggggt

tctggggaag

167

ctctaaatcc
gtcacaaagt
tatggacttc
cagtcceccga
gcggggtaaa
gagaaccgta
ccagaacaca
cctgaggeceg
cctgaactge
cggcgcteccee
ttgctcaact
gaccggcgcec
aactagcacc
cgcggcetegt
cgaccgagta
tcagcagaag
aggcgttcct
taaccttgag
cacattcggt
cagcgggggt
tagccagagce
atcatggata

tgaaaccaca

agtgacaagt
aaggattctg
aagagcaaca
gaagttgggg
ctgggaaagt
tataagtgca
gctgaagctt
ccatccacge
gtcecgecegte
ttggagccta
ctacgtcttt
tactctagag
atggecgetce
cctgacatac
acaatatctt
ccggacggaa
agccgatttt
caggaggaca
gggggaacta
ggcggctcgg
ctctcagtca
cgacagccgce

tactacaact

2040

2100

2160

2184

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



cagctctcaa
agatgaactc
acggcgggag
ctactacccce
ctettegece
acttcgectg
tgagecttggt
agcagccatt
tceceggagga
cacccgcetta
aggagtacga
ggagaaagaa
cgtactcgga
accaggggct
cacctecgatg
tggacaaacc
tattgcttta
gtgcaaacgc
agggcagctt
cagagctctg
gccaccaaaa
gacacgggaa
gtctctccaa
cttctaggcece
ccaaaaaatc
tcactgattg
gatgaggggt
gaaaagtcca
ccttcaggac
ctaccaaggg

gaagagcagc

gagccgcecte
tctccagact
ttacgcaatg
agccccacgt
tgaggecttge
cgacatctac
aataacgctc
catgcgtccc
ggaggagggc
ccagcagggt
cgtgttagac
cccccaggag
gattggtatg
ttccacecgeg
aggtaccagc
acaactagaa
tttgtaacca
cttcaacaac
tggtgcctte
gtcaatgatg
ccctettttt
aaaagcagat
ctgagttecct
tcattctaag
tttcecaget
tgccggcaca
gtgcccagag
aataacttca
aaaagtcagg
cagggagagg

aggcatgagt
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accatcatta
gacgacaccg
gactactggg
ccceccacge
aggcccgegg
atctgggcac
tactgcaagce
gttcagacga
ggttgcgaac
cagaaccagc
aagcgtagag
ggcctgtaca
aagggcgaga
accaaggaca
ggccgcetteg
tgcagtgaaa
ttataagctg
agcattattc
gcaggctgtt
tctaaaactc
actaagaaac
gaagagaagg
gcctgectge
ccccttctee
cactaagtca
tgaatgcacc
gaagcaccat
gattggaatg
gaagggctct
accctataga

tgaatgaagg

aggacaacag
ctatttacta
gtcagggcac
cagctccaac
cgggcggcge
cactagccgg
gtgggagaaa
ctcaggagga
tcagagtgaa
tatacaacga
gtagggaccc
acgaactcca
gacgtcgcgg
catacgacgc
agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
cagaagacac
tccttgettce
ctctgattgg
agtgagcctt
tggcaggaga
ctttgctcag
aagttgcctc
gtctcacgca
aggtgttgaa
tctagttggg
tgttttaact
ctgaagaaat
ggcctgggac

aggcagggcc
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taagtcgcag
ctgcgcgaag
ttetgtgacce
gatagcaagt
cgttcacacg
gacttgcgga
gaagctcttg
ggacggctge
gttctcectege
gttaaacctg
ggagatggga
gaaggacaag
aaagggacac
gctgcacatg
ataagataca
atttgtgaaa
gttcaaatct
cttcttececce
aggaatggcc
tggtctecgge
gttctggcag
gggcacgtgg
actgtttgcce
tccttattte
gtcactcatt
gtggaggaat
ggagcccatc
cagggttgag
gctacttgaa
aggagctcaa

gggtcacagg

gttttettaa
cactactact
gtatccagca
cagcccttat
cgaggactag
gtgttgttgt
tacattttca
tcgtgeccgat
tececgeggacyg
gggcgccggg
ggcaagcctce
atggctgagg
gacggcttat
caagccttac
ttgatgagtt
tttgtgatgce
gactttgecat
agcccaggta
aggttctgcc
cttatccatt
tccagagaat
cccagcectca
ccttactgcet
tcectgtetg
aacccaccaa
taaaaagtca
tgtcagctgg
aaaacagcta
gataccagcc
tgagaaagga

gccttectagg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



ccatgagagg
gggagggaca
ggagttttgc
tecegectece
gcacccgcca
gttggccagg
agtgctggga
gagtgctgta
gcagagagat
gtttcaaagg
ggattttggce
aaaaatttgg
ctttatggcece
aggcaagagc
tgtacaaaca
tgccagggec
ctccacaagg
gggtgggaga
ttcctgtgat
tgggtttgceca
tgggaagaaa
ctgceccagag
taagcacttt
gtattccttt
tgtgaaattt
ccaagaggtt
gtecctgtcete
ccatttgagt
catctggacc
ctcagaaata

ttggcecctgg

gacaggaggt

gtagacagta
cctaatttge
tcttgttgcee
aggttcaagt
ccatgecctgg
ctggtectega
ttacaggcgt
cggagagtgg
gatggaggcc
tagaaccatg
ctgagcagcect
ggtgcaggga
cttgtcacta
agggtctatg
gtgtatattg
aggggctcte
aggcatggaa
gtcagecctge
gtcaagctgg
caggattgeg
ttagtagatg
ctgggtgggg
gaggatgagt
caacagctcce
ctgagtcccet
ttgcecttett
tcaagaatcce
tgttecttatt
cgaggtattg
aaataagagc

aagaatgcac

gcaggagctg

ES 2803 728 T3

ttctaaggac
ttttettttt
caggctggag
gattctectg
ctaatttttt
actcctgacce
gagccaccac
gttgtaagcce
tgggcagggt
cagggatgag
gagtcaatga
tcaaaacttt
tgtatgccte
tgtgatggca
agtaaataga
cctagcaggt
aggctgtagt
tctggatget
tcgagaaaag
gaagtgatga
tgggaatgaa
tctctectga
ttctagette
actgtcaaga
tagggatagc
tcaagacaag
cctgecacte
gagtcatcct
tgatgataaa
caagtctagt
agaatctgtt

caggcctcecce

gccagaaagc
tttttttttt
tgcaatggtg
cctecagecte
gtatttttag
tcaggtgatc
acccggectg
aagagtagaa
ggtggcaggg
aaagcaaaga
tagtgecegtt
ttggaacata
gctgcectcecea
catgtggcca
aatggtgtcc
gctcatatge
tgttcacctg
gaaagaatgt
ctttgaaaca
acccgcaata
tgatgaggaa
atccctctea
aatagaccaa
gagccagaga
cctaaacgaa
caacagtact
ctcacaccca
tecctgtggta
ttctgageac
cggtgtttcce

tgtaagggga

ccacccagcce
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tgttgatcgg
tttttttttt
catcttggcet
ccgagtaget
tagagacagg
cacccegcette
cttttcttaa
gcagaaaggg
aggtaaccaa
ggggatcaag
tactaagaag
tgaaagtacg
ttggactcta
gggtcatgca
aggagccgag
tgtaagttcc
cccaagaact
ctgtttttce
ggtaagacag
accctgecetg
tggaaacage
ccatctcetga
ggactctctce
gagcttctgg
ccagatcatc
cacataggct
ccctgggecec
gcggaactca
ctaccccatc
tgtcttgaaa
tatgcacaga

tgctetgect

cttcaagcag
tttttgagat
cactgcaacc
gagattacag
gtttcactat
agcctcecccaa
agatcaatct
agcagttgca
caccattcag
gaaggcagct
aaaccaagga
tgtttatact
gaatgaagcc
acatgtactt
gtatcggtcc
ctccagatct
aggaggtctg
ttttagaaag
gggtctagcc
gatgagggag
ggttcaagac
ctttccattce
ctaggecctcet
gtggcccage
ctgaggacag
gtgggcaatg
atattcattt
ctaaggggcce
cccagaaggg
cacaatactg
agctgcaagg

tggggaaaac

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



cgtgggtgtg
ctcttggttt
tcctectect
gaggtgaggg
taagctctga
ccaaactctc
cgctgtaaaa
gaacagttgt
acacttgtgt
cctctcteece
accccaatcc
gacaactgca
acacctgtaa
agcctgggceca
gtgctgcaca
ctggaatgtt
aagcaagatc
gaactctacc
cttecctcagt
acagcctgtg
gggaactctc
tgccaccaac
tgctgceccacce
gcaaggctgce
tcegecatcee
atgttgtgag
ttctcaagac
gcgtgttgta

<210> 121
<211> 6811
<212> ADN

tcctgecagge
tacagatacg
gaaagtggcc
gccttgaage
gagcaaacct
ctacttctte
tatcctcatt
ttagaaacga
acaccacatg
cagtacggct
tggctagagt
tcctgtteca
tcccagcecact
acacagggag
cctgtagtcecce
gaggctacaa
ctgtctcaaa
acatagcccc
gtccagectg
ctcececteget
ctacccccaa
tggatcctac
ccctetgtte
tgcagcctce
cacagatgat
gggtttattt

gtggggggaa

tgtcctgetg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

ES 2803 728 T3

catgcaggcc
aacctaaact
gggtttaatc
tgggagtggg
ccctgcaggg
ctgttacaaa
tcagccgect
agaaactgag
ccttgtgttg
ctcttagcectce
ctcegecacce
tcaccatcaa
ttgggaggca
accccgectce
cagctactta
tgagctgtga
taataaaaaa
aaacagagcc
acttctgttce
ccttectcetg
ggaggtgaaa
ccgaatttat
ccttattget
cctggetgtg
ggatcttcag
ttttttaata
attatctcat

ccgatgcectt

tgggacatgc
ttcaaaacct
tgctcatgac
gtttagggac
tcttgetttt
ttcectettgt
cagttgcact
gccccacage
tacttctctc
agtagaaaga
tcctecccca
aaaaaaactc
gaggcaggag
tacaaaaagt
agaggctgag
ttgcgtcact
aataagaact
atcaccatca
ttcctcattce
cattgcccect
gctgctacca
gattaagatt
gcttgtcact
cacattccct
tgggttctct
gtgttcataa
tatcgaggce

Cc
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aagcccataa
gtcagtgatt
gctgeggetg
gcgggtctet
aagtccaaag
gcaataataa
tctccectat
taatgagtgg
accgtgtaac
agacattaca
gggtccccag
caggctgggt
gagcacagga
gaaaaaatta
atgggaggat
gcactccagce
ccagggtaca
catccctaac
cagatctgca
cttctcecte
cctetgtgece
gctgaagagc
gcctgacatt
cctgeteccee
tgggctctag
agaaatacat

ctgctatgcet

ccgetgtgge
gggttccgaa
tggtccagcet
gggtgcatcc
cctgagceccca
tggcctgaaa
gaggtaggaa
aggaagagag
ctcctecatgt
ctcatattac
tcgtcettget
gcgggggcte
gctggagacce
accaggtgtg
cgcttgagcee
ctggaagaca
tttgctccta
agtcctgggt
agattgtaag
tccaaacaga
ccceceggcaa
tgccaaacac
cacggcagag
agagactgcce
gtcctgcaga
agtattcttce

gtgtatctgg

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6811



<400> 121

atatccagaa
ctgtctgect
cgcccacagt
ggtggcgcegyg
gtgggggaga
ttgccgecag
gcecctacctg
gtgcctcectg
tttgtcegge
ccectgettge
agctgtgacc
gaacttaact
attgcacgceg
tttaggcgac
ctggtatcag
acactcaggc
aatcagtaac
cccgtacaca
cggcggcagce
cgcacctagce
cggggtatca
gggaagtgaa
caacagtaag
ttactactgc
gggcacttct
tccaacgata
cggegecgtt
agccgggact
gagaaagaag

ggaggaggac

ccctgaccct
attcaccgat
ccccgagaag
ggtaaactgg
accgtatata
aacacagctg
aggccgccat
aactgcgtcce
gctcecttgg
tcaactctac
ggcgcectact
agcaccatgg
gctcgtcectg
cgagtaacaa
cagaagccgg
gttcctagece
cttgagcagg
tteggtgggg

gggggtggcg

cagagcctct
tggatacgac
accacatact
tcgcaggttt
gcgaagcact
gtgaccgtat
gcaagtcagc
cacacgcgag
tgcggagtgt
ctcttgtaca

ggctgctegt

ES 2803 728 T3

gcegtgtace
tttgattctce
ttggggggag
gaaagtgatg
agtgcagtag
aagcttcgag
ccacgccggt
gcegtcectagg
agcctaccta
gtectttgttt
ctagagctag
cgctcccagt
acatacagat
tatcttgeceg
acggaacagt
gattttcggg
aggacatcgc
gaactaagct
gctecggaggt
cagtcacgtg
agccgectag
acaactcagc
tcttaaagat
actactacgg
ccagcactac
ccttatctet
gactagactt
tgttgttgag
ttttcaagca

gcecgattecee

agctgagaga
aaacaaatgt
gggtcggcaa
tcgtgtactg
tcgecgtgaa
gggctcgcat
tgagtcgegt
taagtttaaa
gactcagccg
cgttttctgt
cgcagtcagt
gacagcctta
gactcagact
ggccagccag
taagttgctc
ttceggttee
cacctacttce
ggagattacc
caagttacag
cactgtgtct
aaagggctta
tctcaagage
gaactctctce
cgggagttac
taccccagece
tcgecectgag
cgcctgegac
cttggtaata

gccattcatg

ggaggaggag
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ctctaaatcc
gtcacgggca
ttgaacgggt
gctecegecett
cgttettttt
ctctcctteca
tctgccgect
gctcaggtceg
gctctccacg
tctgcgeegt
gcttctgaca
cttttaccte
acctcttcce
gacatctcaa
atttaccaca
ggtacggact
tgtcagcagg
ggaggcggtg
gagagcggac
ggagtcagtc
gagtggctgg
cgcctcacca
cagactgacg
gcaatggact
ccacgtcccece
gcttgcagge
atctacatct
acgctctact

cgtceegtte

gagggeggtt

agtgacaagt
gagcgcacat
gcctagagaa
tttcececgagg
cgcaacgggt
cgcgeccgec
cccgectgtg
agaccgggcce
ctttgecctga
tacagatcca
caacagtctc
tggcgttatt
tatctgcettce
aatacttaaa
cgtcgagatt
acagcctgac
gcaacacgct
gcagcggtgg
cgggcttggt
tcccagacta
gggttatctg
tcattaagga
acaccgctat
actggggtca
ccacgccagce
ccgcggcggyg
gggcaccact
gcaagcgtgg
agacgactca

gcgaactcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



agtgaagttc
caacgagtta
ggacccggag
actccagaag
tcgecggaaag
cgacgcgetg
gacatgataa
tgctttattt
aaacaagtta
ggtctatgga
gtgcaaacgce
agggcagctt
cagagctctg
gccaccaaaa
gacacgggaa
gtctctccaa
cttectaggcece
ccaaaaaatc
tcactgattg
gatgaggggt
gaaaagtcca
ccttcaggac
ctaccaaggg
gaagagcagc
ccatgagagg
gggagggaca
ggagttttgce
tcegectcece
gcacccgcca
gttggccagg

agtgctggga

tctegeteeg
aacctggggce
atgggaggca
gacaagatgg
ggacacgacg
cacatgcaag
gatacattga
gtgaaatttg
aagtaaggat
cttcaagagc
cttcaacaac
tggtgccttce
gtcaatgatg
ccctettttt
aaaagcagat
ctgagttcct
tcattctaag
tttcccaget
tgccggcaca
gtgcccagag
aataacttca
aaaagtcagg
cagggagagg
aggcatgagt
gtagacagta
cctaatttge
tcttgttgee
aggttcaagt
ccatgecctgg
ctggtctcga

ttacaggcgt

ES 2803 728 T3

cggacgcacc
gccgggagga
agccteggag
ctgaggcgta
gcttatacca
ccttaccacc
tgagtttgga
tgatgctatt
tctgatgtgt
aacagtgctg
agcattattc
gcaggctgtt
tctaaaactc
actaagaaac
gaagagaagg
gcctgectge
ccecttetec
cactaagtca
tgaatgcacc
gaagcaccat
gattggaatg
gaagggctct
accctataga
tgaatgaagg
ttctaaggac
ttttcettttt
caggctggag
gattctcctg
ctaatttttt
actcctgacc

gagccaccac

cgcttaccag
gtacgacgtg
aaagaacccc
ctcggagatt
ggggctttee
tcgatgaggt
caaaccacaa
gctttatttg
atatcacaga
tggectggag
cagaagacac
tcecttgette
ctctgattgg
agtgagcctt
tggcaggaga
ctttgctcag
aagttgcecctc
gtctcacgeca
aggtgttgaa
tctagttggg
tgttttaact
ctgaagaaat
ggcctgggac
aggcagggcc
gccagaaagc
tttttttttt
tgcaatggtg
cctcagectce
gtatttttag
tcaggtgatc

acccggectg
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cagggtcaga
ttagacaagc
caggagggcc

ggtatgaagg
accgcgacca
accagcggcc
ctagaatgca
taaccattat
caaaactgtg
caacaaatct
cttcttecece
aggaatggcce
tggtctegge
gttctggcag
gggcacgtgg
actgtttgcece
tcecttattte
gtcactcatt
gtggaggaat
ggagcccatc
cagggttgag
gctacttgaa
aggagctcaa
gggtcacagg
tgttgatcgg
tttttttttt
catcttggct
ccgagtagcet
tagagacagg
cacccgette

cttttcttaa

accagctata
gtagaggtag
tgtacaacga
gcgagagacg
aggacacata
gcttcgageca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ctagacatga
gactttgcat
agcccaggta
aggttctgcecce
cttatccatt
tccagagaat
cccagcctca
ccttactget
tcectgtetg
aacccaccaa
taaaaagtca
tgtcagctgg
aaaacagcta
gataccagcc
tgagaaagga
gccttectagg
cttcaagcag
tttttgagat
cactgcaacc
gagattacag
gtttcactat
agcctcccaa

agatcaatct

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



gagtgctgta
gcagagagat
gtttcaaagg
ggattttgge
aaaaatttgg
ctttatggcece
aggcaagagc
tgtacaaaca
tgccagggece
ctccacaagg
gggtgggaga
ttecctgtgat
tgggtttgca
tgggaagaaa
ctgcccagag
taagcacttt
gtattcettt
tgtgaaattt
ccaagaggtt
gtecctgtete
ccatttgagt
catctggacc
ctcagaaata
ttggecectgg
gacaggaggt
cgtgggtgtg
ctettggttt
tcctectect
gaggtgaggg
taagctctga
ccaaactctc

cgctgtaaaa

cggagagtgg
gatggaggcc
tagaaccatg
ctgagcaget
ggtgcaggga
cttgtcacta
agggtctatg
gtgtatattg
aggggectctce
aggcatggaa
gtcagcctge
gtcaagctgg
caggattgcg
ttagtagatg
ctgggtgggg
gaggatgagt
caacagctcc
ctgagtccct
ttgccttcectt
tcaagaatcc
tgttettatt
cgaggtattg
aaataagagc
aagaatgcac
gcaggagctg
tcctgecagge
tacagatacg
gaaagtggcecc
gccettgaage
gagcaaacct
ctacttctte

tatcctcatt

ES 2803 728 T3

gttgtaagcce
tgggcagggt
cagggatgag
gagtcaatga
tcaaaacttt
tgtatgeccectce
tgtgatggeca
agtaaataga
cctagcaggt
aggctgtagt
tctggatgcet
tcgagaaaag
gaagtgatga
tgggaatgaa
tctetectga
ttctagcettce
actgtcaaga
tagggatagc
tcaagacaag
cctgecacte
gagtcatcct
tgatgataaa
caagtctagt
agaatctgtt
caggcctcce
catgcaggcece
aacctaaact
gggtttaatc
tgggagtggg
ccetgecaggg
ctgttacaaa

tcagcegecet

aagagtagaa
ggtggcaggg
aaagcaaaga
tagtgecegtt
ttggaacata
gctgectceca
catgtggcca
aatggtgtcc
gctcatatge
tgttcacctg
gaaagaatgt
ctttgaaaca
acccgcaata
tgatgaggaa
atccctctea
aatagaccaa
gagccagaga
cctaaacgaa
caacagtact
ctcacacceca
tcectgtggta
ttectgagecac
cggtgtttece
tgtaagggga
ccacccagec
tgggacatgce
ttcaaaacct
tgctcatgac
gtttagggac
tcttgetttt
ttecetettgt

cagttgcact
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gcagaaaggg
aggtaaccaa
ggggatcaag
tactaagaag
tgaaagtacg
ttggactcta
gggtcatgceca
aggagccgag
tgtaagttcce
cccaagaact
ctgtttttcce
ggtaagacag
accctgecetg
tggaaacagce
ccatctctga
ggactctctc
gagcttctgg
ccagatcatc
cacataggct
ccetgggece
gcggaactca
ctaccccatc
tgtcttgaaa
tatgcacaga
tgctetgect
aagcccataa
gtcagtgatt
gctgcggetg
gcgggtctcet
aagtccaaag
gcaataataa

tctceectat

agcagttgca
caccattcag
gaaggcagct
aaaccaagga
tgtttatact
gaatgaagcc
acatgtactt
gtatcggtcc
ctccagatct
aggaggtctg
ttttagaaag
gggtctagec
gatgagggag
ggttcaagac
ctttccattc
ctaggcctcet
gtggcccage
ctgaggacag
gtgggcaatg
atattcattt
ctaaggggcc
cccagaaggg
cacaatactg
agctgcaagg
tggggaaaac
ccgetgtgge
gggttccgaa
tggtccaget
gggtgcatce
cctgageccea

tggcctgaaa

gaggtaggaa

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



gaacagttgt
acacttgtgt
cctctcteece
accccaatcc
gacaactgca
acacctgtaa
agcctgggceca
gtgctgcaca
ctggaatgtt
aagcaagatc
gaactctacc
cttecctcagt
acagcctgtg
gggaactctc
tgccaccaac
tgctgceccacce
gcaaggctgce
tcegecatcee
atgttgtgag
ttctcaagac
gcgtgttgta

<210> 122
<211> 6811
<212> ADN

ttagaaacga
acaccacatg
cagtacggct
tggctagagt
tcctgtteca
tcccagcecact
acacagggag
cctgtagtcecce
gaggctacaa
ctgtctcaaa
acatagcccc
gtccagectg
ctcececteget
ctacccccaa
tggatcctac
ccctetgtte
tgcagcctce
cacagatgat
gggtttattt

gtggggggaa

tgtcctgetg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 122

atatccagaa
ctgtctgect
atgtgtatat
ggcaattgaa

tactggctcc

ccctgaccct
attcaccgat
gggcagagcg
cgggtgcecta

gcectttttee

ES 2803 728 T3

agaaactgag
ccttgtgttg
ctcttagcectce
ctcegecacce
tcaccatcaa
ttgggaggca
accccgectce
cagctactta
tgagctgtga
taataaaaaa
aaacagagcc
acttctgttce
ccttectcetg
ggaggtgaaa
ccgaatttat
ccttattget
cctggetgtg
ggatcttcag
ttttttaata
attatctcat

ccgatgcectt

gcegtgtace
tttgattctce
cacatcgccecce
gagaaggtgg

cgagggtggg

gccccacage
tacttctctc
agtagaaaga
tcctecccca
aaaaaaactc
gaggcaggag
tacaaaaagt
agaggctgag
ttgcgtcact
aataagaact
atcaccatca
ttcctcattce
cattgcccect
gctgctacca
gattaagatt
gcttgtcact
cacattccct
tgggttctct
gtgttcataa
tatcgaggce

Cc

agctgagaga
aaacaaatgt
acagtccccg

cgcggggtaa

ggagaaccgt

174

taatgagtgg
accgtgtaac
agacattaca
gggtccccag
caggctgggt
gagcacagga
gaaaaaatta
atgggaggat
gcactccagce
ccagggtaca
catccctaac
cagatctgca
cttctcecte
cctetgtgece
gctgaagagc
gcctgacatt
cctgeteccee
tgggctctag
agaaatacat

ctgctatgcet

ctctaaatcc
gtcacaaagt
agaagttggg
actgggaaag

atataagtgc

aggaagagag
ctcctecatgt
ctcatattac
tcgtcettget
gcgggggcte
gctggagacc
accaggtgtg
cgcttgagcee
ctggaagaca
tttgctccta
agtcctgggt
agattgtaag
tccaaacaga
ccceceggcaa
tgccaaacac
cacggcagag
agagactgcce
gtcctgcaga
agtattcttce

gtgtatctgg

agtgacaagt
aaggattctg
gggaggggtce
tgatgtcgtg

agtagtcgcece

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6811

60

120

180

240

300



gtgaacgttce
cgcatectetce
cgcgttctge
ttaaagctca
agccggcetcet
tctgttetge
tcagtgette
ccttactttt
agactacctce
gccaggacat
tgctcattta
gttceggtac
acttctgtca
ttaccggagg
tacaggagag
tgtctggagt
gcttagagtg
agagccgcect
ctctccagac
gttacgcaat
cagccccacg
ctgaggcttg
gcgacatcta
taataacgct
tcatgegtce
aggaggaggg
accagcaggg
acgtgttaga
acccccagga
agattggtat
tttccacege

gaggtaccag

tttttegeaa
cttcacgege
cgeccteccecge
ggtcgagacc
ccacgctttg
gcecgttacag
tgacacaaca
acctctggeg
ttcecctatcet
ctcaaaatac
ccacacgtcg
ggactacagc
gcagggcaac
cggtggcagce
cggaccggge
cagtctccca
gctgggggtt
caccatcatt
tgacgacacc
ggactactgg
tcecceccacg
caggcccgeg
catctgggca
ctactgcaag
cgttcagacg
cggttgcgaa
tcagaaccag
caagcgtaga
gggcctgtac
gaagggcgag
gaccaaggac

cggecgcette

ES 2803 728 T3

cgggtttgcece
ccgecgeccet
ctgtggtgcc
gggcetttgt
cctgaccctg
atccaagctg
gtctcecgaact
ttattattgce
gcttetttag
ttaaactggt
agattacact
ctgacaatca
acgctccecegt
ggtggcggeg
ttggtcgeac
gactacgggg
atctggggaa
aaggacaaca
gctatttact
ggtcagggca
ccagctccaa
gcgggcggcyg
ccactagceg
cgtgggagaa
actcaggagg
ctcagagtga
ctatacaacg
ggtagggacc
aacgaactcce
agacgtcgceg
acatacgacg

gagcagacat

gccagaacac
acctgaggcece
tcctgaactg
ccggegetee
cttgectcaac
tgacecggege
taactagcac
acgcggctceg
gcgaccgagt
atcagcagaa
caggcgttcce
gtaaccttga
acacattcgg
gcagcggggg
ctagccagag
tatcatggat
gtgaaaccac
gtaagtcgeca
actgcgcgaa
cttetgtgac
cgatagcaag
ccgttcacac
ggacttgcgg
agaagctctt
aggacggctg
agttctcteg
agttaaacct
cggagatggg
agaaggacaa
gaaagggaca
cgctgcacat

gataagatac
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agctgaagct
gccatccacg
cgtccgecgt
cttggagect
tctacgtett
ctactctaga
catggegetce
tcectgacata
aacaatatct
gccggacgga
tagccgattt
gcaggaggac
tgggggaact
tggcggeteg
cctectcagte
acgacagccg
atactacaac
ggttttctta
gcactactac
cgtatccage
tcageccectta
gcgaggacta
agtgttgttg
gtacattttc
ctecgtgecga
ctecegeggac
ggggcgccegg
aggcaagcct
gatggctgag
cgacggctta
gcaagcctta

attgatgagt

tcgagggget
ccggttgagt
ctaggtaagt
acctagactce
tgtttegttt
gctagcgcag
ccagtgacag
cagatgactc
tgcecgggeca
acagttaagt
tcgggttceg
atcgecacct
aagctggaga
gaggtcaagt
acgtgcactg
cctagaaagg
tcagectcectca
aagatgaact
tacggcggga
actactaccc
tctettegee
gacttecgecet
ttgagcttgg
aagcagccat
ttceceggagg
gcacccgett
gaggagtacg
cggagaaaga
gcgtactegg
taccaggggce
ccacctcgat

ttggacaaac

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



cacaactaga
atttgtaacc
ggtctatgga
gtgcaaacgc
agggcagcett
cagagctctg
gccaccaaaa
gacacgggaa
gtctcteccaa
cttctaggcece
ccaaaaaatc
tcactgattg
gatgaggggt
gaaaagtcca
ccttcaggac
ctaccaaggg
gaagagcagc
ccatgagagg
gggagggaca
ggagttttgce
tcegectece
gcacccgcca
gttggccagg
agtgctggga
gagtgctgta
gcagagagat
gtttcaaagg
ggattttggce
aaaaatttgg
ctttatggcecce

aggcaagagc

atgcagtgaa
attataagct
cttcaagagce
cttcaacaac
tggtgecectte
gtcaatgatg
ccctettttt
aaaagcagat
ctgagttecct
tcattctaag
tttcecaget
tgccggcaca
gtgcccagag
aataacttca
aaaagtcagg
cagggagagg
aggcatgagt
gtagacagta
cctaatttgc
tcttgttgee
aggttcaagt
ccatgcctgg
ctggtctega
ttacaggcgt
cggagagtgg
gatggaggcc
tagaaccatg
ctgagcagct
ggtgcaggga
cttgtcacta

agggtctatg

ES 2803 728 T3

aaaaatgcett
gcaataaaca
aacagtgcetg
agcattattc
gcaggctgtt
tctaaaactc
actaagaaac
gaagagaagg
gcctgectge
ccccttectee
cactaagtca
tgaatgcacc
gaagcaccat
gattggaatg
gaagggctct
accctataga
tgaatgaagg
ttctaaggac
ttttettttt
caggctggag
gattctcetg
ctaatttttt
actcctgacc
gagccaccac
gttgtaagcce
tgggcagggt
cagggatgag
gagtcaatga
tcaaaacttt
tgtatgcectc

tgtgatggca

tatttgtgaa
agttcacaga
tggcctggag
cagaagacac
tececttgette
ctctgattgg
agtgagccett
tggcaggaga
ctttgectecag
aagttgcctce
gtctcacgeca
aggtgttgaa
tectagttggg
tgttttaact
ctgaagaaat
ggcctgggac
aggcagggcc
gccagaaagc
tttttttttt
tgcaatggtg
cctcagectce
gtatttttag
tcaggtgatc
acccggectg
aagagtagaa
ggtggcaggg
aaagcaaaga
tagtgcecgtt
ttggaacata
gctgcctcecca

catgtggcca
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atttgtgatg
caaaactgtg
caacaaatct
cttettececee
aggaatggcc
tggtctecgge
gttctggcag
gggcacgtgg
actgtttgce
tccttattte
gtcactcatt
gtggaggaat
ggagcccatce
cagggttgag
gctacttgaa
aggagctcaa
gggtcacagg
tgttgatcgg
tttttttttt
catcttggcet
ccgagtagcet
tagagacagg
cacccgcette
cttttcttaa
gcagaaaggg
aggtaaccaa
ggggatcaag
tactaagaag
tgaaagtacg
ttggactcta

gggtcatgca

ctattgettt
ctagacatga
gactttgecat
agcccaggta
aggttctgece
cttatccatt
tccagagaat
cccagcectceca
ccttactget
tcectgtetg
aacccaccaa
taaaaagtca
tgtcagctgg
aaaacagcta
gataccagcce
tgagaaagga
gccttectagg
cttcaagcag
tttttgagat
cactgcaacc
gagattacag
gtttcactat
agcctcccaa
agatcaatct
agcagttgca
caccattcag
gaaggcagct
aaaccaagga
tgtttatact
gaatgaagcc

acatgtactt

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



tgtacaaaca
tgccagggec
ctccacaagg
gggtgggaga
ttecctgtgat
tgggtttgca
tgggaagaaa
ctgcccagag
taagcacttt
gtattccttt
tgtgaaattt
ccaagaggtt
gtecctgtcete
ccatttgagt
catctggacc
ctcagaaata
ttggececctgg
gacaggaggt
cgtgggtgtg
ctettggttt
tcectectect
gaggtgaggg
taagctctga
ccaaactctc
cgctgtaaaa
gaacagttgt
acacttgtgt
cctetectece
accccaatcc
gacaactgca
acacctgtaa

agcctgggcea

gtgtatattg
aggggctcte
aggcatggaa
gtcagectge
gtcaagctgg
caggattgcg
ttagtagatg
ctgggtgggg
gaggatgagt
caacagctcce
ctgagtcccect
ttgeccttett
tcaagaatcce
tgttettatt
cgaggtattg
aaataagagc
aagaatgcac
gcaggagctg
tcctgcagge
tacagatacg
gaaagtggcce
gcecttgaage
gagcaaacct
ctacttcttc
tatcctcatt
ttagaaacga
acaccacatg
cagtacggcet
tggctagagt
tcetgtteca
tcccageact

acacagggag

ES 2803 728 T3

agtaaataga
cctagcaggt
aggctgtagt
tectggatget
tcgagaaaag
gaagtgatga
tgggaatgaa
tctctectga
ttctagettce
actgtcaaga
tagggatagc
tcaagacaag
cctgecacte
gagtcatcct
tgatgataaa
caagtctagt
agaatctgtt
caggcctcece
catgcaggcc
aacctaaact
gggtttaatc
tgggagtggg
ccctgecaggg
ctgttacaaa
tcagececgecet
agaaactgag
cecttgtgttg
ctettagetce
ctecegecacce
tcaccatcaa

ttgggaggca

acceccgecte

aatggtgtcc
gctcatatgce
tgttcacctg
gaaagaatgt
ctttgaaaca
acccgcaata
tgatgaggaa
atccctctcea
aatagaccaa
gagccagaga
cctaaacgaa
caacagtact
ctcacaccca
tcetgtggta
ttctgagcecac
cggtgtttce
tgtaagggga
ccacccagcc
tgggacatgc
ttcaaaacct
tgctcatgac
gtttagggac
tcttgetttt
ttcctettgt
cagttgcact
gcceccacage
tacttctcte
agtagaaaga
tcctceecea
aaaaaaactc
gaggcaggag

tacaaaaagt
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aggagccgag
tgtaagttcc
cccaagaact
ctgtttttece
ggtaagacag
accctgectg
tggaaacagc
ccatctctga
ggactctctce
gagcttctgg
ccagatcatc
cacataggcect
ccectgggecce
gcggaactca
ctacccecatce
tgtcttgaaa
tatgcacaga
tgctetgecet
aagcccataa
gtcagtgatt
gctgcggetg
gcgggtetet
aagtccaaag
gcaataataa
tctccectat
taatgagtgg
accgtgtaac
agacattaca
gggtccccag
caggctgggt
gagcacagga

gaaaaaatta

gtatcggtcce
ctccagatct
aggaggtctg
ttttagaaag
gggtctagcecc
gatgagggag
ggttcaagac
ctttccattc
ctaggcctcet
gtggcccagce
ctgaggacag
gtgggcaatg
atattcattt
ctaaggggcc
cccagaaggyg
cacaatactg
agctgcaagg
tggggaaaac
ccgetgtgge
gggttccgaa
tggtccaget
gggtgcatcce
cctgageecca
tggcctgaaa
gaggtaggaa
aggaagagag
ctcctecatgt
ctcatattac
tcgtettget
gcgggggcte
gctggagacc

accaggtgtg

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



gtgctgcaca
ctggaatgtt
aagcaagatc
gaactctacc
cttecctcagt
acagcctgtg
gggaactctc
tgccaccaac
tgctgceccacce
gcaaggctgce
tcegecatcee
atgttgtgag
ttctcaagac
gcgtgttgta

<210> 123
<211> 6040
<212> ADN

cctgtagtcecce
gaggctacaa
ctgtctcaaa
acatagcccc
gtccagectg
ctcececteget
ctacccccaa
tggatcctac
ccctetgtte
tgcagcctce
cacagatgat
gggtttattt

gtggggggaa

tgtcctgetg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 123

cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceccget
gtacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgcece
tagtgcttta

gccatcgece

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgecc
ggctttccece
cggcaccteg

tgatagacgg

ES 2803 728 T3

cagctactta
tgagctgtga
taataaaaaa
aaacagagcc
acttctgttce
ccttectcetg
ggaggtgaaa
ccgaatttat
ccttattget
cctggetgtg
ggatcttcag
ttttttaata
attatctcat

ccgatgcectt

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcctg
cgaggaaagc
cattaagcgc
tagcgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa

tttttecgeece

agaggctgag
ttgcgtcact
aataagaact
atcaccatca
ttcctcattce
cattgcccect
gctgctacca
gattaagatt
gcttgtcact
cacattccct
tgggttctct
gtgttcataa
tatcgaggce

Cc

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag

tttgacgttg
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atgggaggat

gcactccagce
ccagggtaca
catccctaac
cagatctgca
cttctcecte
cctetgtgece
gctgaagagc
gcctgacatt
cctgeteccee
tgggctctag
agaaatacat

ctgctatgcet

ccttcccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacgce
ttcttcecectt
ctcecctttag
ggtgatggtt

gagtccacgt

cgcttgagcee
ctggaagaca
tttgctccta
agtcctgggt
agattgtaag
tccaaacaga
ccceceggcaa
tgccaaacac
cacggcagag
agagactgcce
gtcctgcaga
agtattcttce

gtgtatctgg

agttgcgcag
ttccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg

tctttaatag

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6811

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acgattaccg
cgggegtegg
agtggaattc
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagcg
aacgccgatg
gatttgggtce
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttacc
tceggtacgg
ttctgtcagce
accggaggcg
caggagagcg
tctggagtca
ttagagtggce
agccgectca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgceca
gacatctaca
ataacgctcet
atgcgtccceg

gaggagggcyg

ttccaaactg
ttgcegattt
tttaacaaaa
gggcttttet
ttcatecgecee
gcgacctttg
acgcgtgata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgcgeegtte
attatataag
gcggttcettg
ctectggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggcett
gtctecccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccge
actactgggg
cceccacgece
ggcccgegge
tctgggcacce
actgcaagcecg
ttcagacgac

gttgcgaact

ES 2803 728 T3

gaacaacact
cggcctattg
tattaacgct
gattatcaac
tgcgegeteg
gtecgeecgge
tccagaaccce
tctgectatt
tgcatatcac
ctgtggectg
cgaaagttgc
gacgcgcegg
tttgttccgg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctcecegtac
tggcggegge
ggtcgeacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggcegece
actagcecggg
tgggagaaag
tcaggaggag

cagagtgaag

caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
ctecgetcact
ctcagtgagce
tgaccctgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatggce
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggctegtce
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttcecta
aaccttgagce
acattcggtg
agcgggggtyg
agccagagcc
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgecgaage
tctgtgaccg
atagcaagtc
gttcacacgce
acttgcggag
aagctcttgt
gacggctgcet

ttcteteget
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tcggtcectatt
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
gaggccgccece
gagcgagcgce
gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttceg
tggcgctcece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gccgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctcgga
tctcagtcac
gacagccgcece
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccettatce
gaggactaga
tgttgttgtt
acattttcaa
cgtgecgatt

ccgeggacge

cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
gggcaaagcc
gcagagaggg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tecgcagecgg
agtgacagcc
gatgactcag
ccgggccage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggce
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tcttegecet
cttegectge
gagcttggta
gcagccattce
cccggaggag

acccgcettac

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccacecgega
taagatacat
tttgtgaaat
ttctagagca
gaagacacct
cttgcttcag
ctgattgcaa
gggegtcggg
gtggccaacc
tttgtacctg
ggttgaatat
tttacctaca
tcettgegtt
tacaaccgat
ttgcctgtat
tgtgcggtat
agttaagcca
tceceggeatce
tttcaccgtce
aggttaatgt
tgcgeggaac
gacaataacc
atttcegtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag

ggcaagagca

agaaccagct
agcgtagagg
gcctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
tgatgagttt
ttgtgatget
acaaatctga
tcttececcag
gaatggccag
ttgcctetet
cgacctttgg
ccggegatte
caggtctcaa
catattgatg
cattactcag
gaaataaagg
ttagctttat
gatttattgg
ttcacaccge
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgecceccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagc
cacttttaaa

actcggtcege

ES 2803 728 T3

atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgegga
atacgacgcg
ggacaaacca
attgetttat
ctttgcatgt
cccaggtaag
gttctgecca
gcgcgcetege
tcgeeccggece
tecttgtttge
aaatagctac
gtgatttgac
gcattgcatt
ctteteecege
gctctgagge
atgttggaat
atatggtgca
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgagac
atggtttctt
ttatttttct
cttcaataat
ccettttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgctat

cgcatacact

ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
caactagaat
ttgtaaccat
gcaaacgcct
ggcagctttg
gagctctggt
tegctcactg
tcagtgagcg
tccagactcet
cctectecgge
tgtctecegge
taaaatatat
aaaagtatta
tttattgett
tcctgatgeg
ctctcagtac
ccgctgacge
ccgteteegg
gaaagggcct
agacgtcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggegeggt

attctcagaa

180

ggcgecggga
gcaagcctcg
tggctgagge
acggcttata
aagccttacc
gcagtgaaaa
tataagctgce
tcaacaacag
gtgecettege
caatgatgtc
aggccgcecg
agcgagcgcg
caggcaatga
atgaatttat
ctttctcacc
gagggttcta
cagggtcata
aattttgcta
gtattttctc
aatctgcectct
gccctgacgg
gagctgcatg
cgtgatacge
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cctteectgtt
gggtgcacga
tcgeecececgaa
attatcccgt

tgacttggtt

ggagtacgac
gagaaagaac
gtactecggag
ccaggggcett
acctcgatga
aaatgcttta
aataaacaag
cattattcca
aggctgtttce
taaaactcct
ggcaaagccce
cagagaggga
cctgatagece
cagctagaac
cgtttgaatc
aaaattttta
atgtttttgg
attctttgcece
cttacgcatc
gatgccgcat
gcttgtetge
tgtcagaggt
ctatttttat
cggggaaatg
ccgctcatga
agtattcaac
tttgctcacce
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgccg

gagtactcac

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgce
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggcectggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggtce
acaccgaact
gaaaggcgga
tteccaggggg
agcgtcgatt
cggecttttt
tatcccectga
gcagccgaac
gcaaaccgcc

<210> 124
<211> 8342
<212> ADN

aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttegttccac
ttttetgege
tttgcecggat
gataccaaat
agcaccgcct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatgce
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce

tctceeegeg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 124

ES 2803 728 T3

acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtcctte
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtecagggg
gecettttget
aaccgtatta
agcgagtcag

cgttggccga

tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcectgtegg
ggcggagect
ggccttttge
ccgecectttga
tgagcgagga

ttcattaatg

agaattatgc
aacgatcgga
tcgecettgat
cacgatgcct
tctagcttcece
tctgcegeteg
tgggtctcge
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggc
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgcett
aggagagcgc
gtttcgeccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat

agcggaagag

agtgctgcecca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gcecctteegg
ggtatcattg
acggggagtce
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgcetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacyg
tttcectgegt
accgctcgece

cgcccaatac

cagcagctgg cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcge ccttcccaac agttgegecag

181

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6040

60



cctgaatgge
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcecceget
gtacgecgecce
cgctacactt
cacgttcgce
tagtgcttta
gccategece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgcgcec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccagce

gttggggcaa

gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagecggeg
gccagcgcecce
ggcttteecce
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcecgattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggeca
gcccgacgec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gccctgeatt
atcatggcct
gagcagctgg
cccacagagc

agagggaaat

ES 2803 728 T3

ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttecetg
cgaggaaagc
cattaagege
tagecgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegece
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctccctectet
cgggcetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttctecag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatctc
ccattctget
ttgectttget
gttttgaaga
tcaggtttcc
cttggccaag
tttctaagat
cccgececttg

gagatcatgt

gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatce
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegetege
ccgggcggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacgce
ctggtaatgt
aatgcccagce
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttecce
tccatcactg

cctaaccctg

182

atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaategg
tgctcgtcaa
gtggttacge
ttctteectt
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
tcgectcactg
tcagtgagcg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgectgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgecetg
aaataaaaga
ggccaggcct
tgtgcctgte
gtataaagca
gcatctggac

atcctecttgt

tteccatgage
caaggccgat
tattgecgaca
ttataaaaac
ccteectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttcecgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggceg
agcgagcgcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactct
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtcecce
tgagaccgtg
tccagcectgg

cccacagata

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



tccagaaccce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact
atgeggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
gtagtttatc
ttaagctgca
gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt
gcgcteccag
gacatacaga
atatcttgcece
gacggaacag
cgattttegg
gaggacatcg
ggaactaagc
ggctcggagg
tcagtcacgt
cagccgcecta

tacaactcag

tgaccectgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
atattggcta
gctcatgtcece
caattacggg
taaatggcce
atgttccceat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttecctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt
gtaataaccc
taagcagagc
acagttaaat
gaagttggtce
accaatagaa
ttggtcecttac
acagctctta
tgacagccett
tgactcagac
gggccagcca
ttaagttget
gttcecggtte
ccacctactt
tggagattac
tcaagttaca
gcactgtgtce
gaaagggctt

ctctcaagag

ES 2803 728 T3

gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcetggetga
agtaacgcca
ccacttggceca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgceccegttg
tcgtttagtg
tgctaacgcea
gtgaggcact
actgggcttg
tgacatccac
aggctagagt
acttttacct
tacctcttee
ggacatctca
catttaccac
cggtacggac
ctgtcagcag
cggaggcggt
ggagagcgga
tggagtcagt
agagtggctg

ccgectcace

tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
ccattagcceca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccecgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gtcagtgcett
gggcaggtaa
tcgagacaga
tttgecttte
acttaatacg
ctggegttat
ctatctgett
aaatacttaa
acgtcgagat
tacagcctga
ggcaacacgc
ggcagcggtg
ccgggettgg
ctceccagact
ggggttatct

atcattaagg

183

taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccgcece
tccattgacg
tgtatcataa
attatgccca
tcatcgectat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggeg
tcactagaag
ctgacacaac
gtatcaaggt
gaagactctt
tcteccacagg
actcactata
tattgcacge
ctttaggega
actggtatca
tacactcagg
caatcagtaa
tcecegtacac
gcggcggeag
tcgcacctag
acggggtatc
ggggaagtga

acaacagtaa

gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tggttatata
taatatgtac
gaccagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
tccaagtceg
gtacatgacc
taccatgatg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
ctttattgceg
agtctcgaac
tacaagacag
gcgtttctga
tgtccactcee
ggccaccatg
ggctegtceet
ccgagtaaca
gcagaagccg
cgttectage
ccttgagcag
attcggtggg
cgggggtgge
ccagagcectce
atggatacga
aaccacatac

gtcgcaggtt

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



ttecttaaaga
tactactacg
tccagcacta
cccttatcte
ggactagact
ttgttgttga
attttcaagc
tgcegattcee
gcggacgcac
cgcecgggagg
aagcctcgga
gctgaggegt
ggcttatacc
gccttaccac
atgagtttgg
gtgatgctat
attcgaattt
acagcattat
tcgcaggctg
tgtctaaaac
ttactaagaa
atgaagagaa
ctgecctgect
agccccettcet
ctcactaagt
catgaatgca
aggaagcacc
cagattggaa
gggaagggct
ggaccaattg

ccgggcaaag

tgaactctcet
gcgggagtta
ctaccceccage
ttcgeecctga
tecgectgega
gcttggtaat
agccattcat
cggaggagga
ccgettacca
agtacgacgt
gaaagaaccc
actcggagat
aggggctttce
ctcgatgagg
acaaaccaca
tgctttattt
aaatcggatc
tccagaagac
ttteccttget
tcctctgatt
acagtgagcecc
ggtggcagga
gcctttgete
ccaagttgcc
cagtctcacg
ccaggtgttg
attctagttg
tgtgttttaa
ctctgaagaa
atggagttgg

ccecgggegte

ES 2803 728 T3

ccagactgac
cgcaatggac
cccacgtece
ggcttgcagg
catctacatc
aacgctctac
gcgteecegtt
ggagggcggt
gcagggtcag
gttagacaag
ccaggagggce
tggtatgaag
caccgcgacc
taccagcggce
actagaatgce
gtaaccatta
cgcaacaaat
accttcttce
tcaggaatgg
ggtggtcteg
ttgttectgge
gagggcacgt
agactgtttg
tcteccttatt
cagtcactca
aagtggagga
ggggagccca
ctcagggttg
atgctacttg
ccactcccte

gggcgacctt

gacaccgcta
tactggggtc
cccacgcecag
cccgeggcegg
tgggcaccac
tgcaagcgtg
cagacgactc
tgcgaactca
aaccagctat
cgtagaggta
ctgtacaacg
ggcgagagac
aaggacacat
cgecttegage
agtgaaaaaa
taagctgcaa
ctgactttge
ccagcccagg
ccaggttctg
gccttatceca
agtccagaga
ggcccagcect
cceccettactg
tctecectgte
ttaacccacc
attaaaaagt
tctgtcaget
agaaaacagc
aagataccag
tctgecgeget

tggtcgcecg

184

tttactactg
agggcacttc
ctccaacgat
geggegecgt
tageccgggac
ggagaaagaa
aggaggagga
gagtgaagtt
acaacgagtt
gggacccgga
aactccagaa
gtcgecggaaa
acgacgcgcet
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
atgtgcaaac
taagggcagc
cccagagctc
ttgccaccaa
atgacacggg
cagtctctce
ctcttetagg
tgccaaaaaa
aatcactgat
cagatgaggg
gggaaaagtc
caccttcagg
ccctaccaag
cgctegetceca

gcctcagtga

cgcgaagcac
tgtgaccgta
agcaagtcag
tcacacgecga
ttgcggagtg
gctcttgtac
cggctgeteg
ctctegetcee
aaacctgggg
gatgggaggc
ggacaagatg
gggacacgac
gcacatgcaa
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
gccttcaaca
tttggtgect
tggtcaatga
aaccctcttt
aaaaaagcag
aactgagttc
cctcattcta
tctttcccag
tgtgceggea
gtgtgcccag
caaataactt
acaaaagtca
ggcagggaga
ctgaggccge

gcgagcgagce

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700



gcgcagagag
gcatgaattt
gcctttctca
atgagggttc
tacagggtca
ttaattttge
cggtatttte
acaatctgcet
gcgecctgac
gggagctgca
ctcgtgatac
ggtggcactt
tcaaatatgt
aggaagagta
tgccttectg
ttgggtgcac
tttegeececeg
gtattatccc
aatgacttgg
agagaattat
acaacgatcg
actcgecttg
accacgatge
actctagcectt
cttetgeget
cgtgggtcetce
gttatctaca
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca

acCaaaaaaac

ggagtggcca
atcagctaga
ccecgtttgaa
taaaaatttt
taatgttttt
taattctttg
tccttacgea
ctgatgccge
gggcttgtet
tgtgtcagag
gcctattttt
ttcggggaaa
atccgcetcat
tgagtattca
tttttgecteca
gagtgggtta
aagaacgttt
gtattgacge
ttgagtactc
gcagtgetge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cccggcaaca
cggccettec
gcggtatcat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatccce
aaggatcttce

caccgctacce

ES 2803 728 T3

acggcgcgec
acggttgaat
tctttaccta
tatcettgeg
ggtacaaccg
ccttgeetgt
tctgtgeggt
atagttaagce
gctceecggea
gttttcaceg
ataggttaat
tgtgecgegga
gagacaataa
acattteccgt
cccagaaacg
catcgaactg
tccaatgatg
cgggcaagag
accagtcaca
cataaccatg
ggagctaacc
accggagctg
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggetgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct

agcggtggtt

tgcaggtctc
atcatattga
cacattactc
ttgaaataaa
atttagcecttt
atgatttatt
atttcacacc
cagccccgac
tcecgettaca
tcatcacecga
gtcatgataa
acccctattt
ccctgataaa
gtcgecectta
ctggtgaaag
gatctcaaca
agcactttta
caactcggtce
gaaaagcatc
agtgataaca
gcttttttge
aatgaagcca
ttgegcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttec
ttttttetge

tgtttgccgg

185

aaaaatagct
tggtgatttg
aggcattgca
ggcttctecee
atgctctgag
ggatgttgga
gcatatggtg
acccgccaac
gacaagctgt
aacgcgcgag
taatggtttc
gtttattttt
tgcttcaata
ttcecettttt
taaaagatgc
gcggtaagat
aagttctget
gccgcataca
ttacggatgg
ctgecggecaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactgg
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagccctce
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat
actgagcegtce
gcgtaatctg

atcaagagct

accctctceg
actgtectecceg
tttaaaatat
gcaaaagtat
gctttattge
attcctgatg
cactctcagt
acccgctgac
gaccgtctce
acgaaagggc
ttagacgtca
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggeattt
tgaagatcag
ccttgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta
cttacttectg
ggatcatgta
cgagcgtgac
cgaactactt
tgcaggacca
agccggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat
agaccccgta
ctgettgecaa

accaactctt

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



tttcecgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagettgg
agcgccacgce
acaggagagc
gggtttcgece
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag

tg

<210> 125
<211> 7464
<212> ADN

taactggctt
gccaccactt
cagtggctgce
taccggataa
agcgaacgac
ttccecgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tctttectge
ataccgctceg

agcgcccaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 125

cagcagctgg
cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceccget
gtacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgcece
tagtgcttta
gccatcgece

tggactcttg

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgecc
ggctttccece
cggcaccteg
tgatagacgg

ttccaaactg

ES 2803 728 T3

cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagcgg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggecttt
gttatcccct
ccgcagecga

acgcaaaccg

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcctg
cgaggaaagc
cattaagcgc
tagcgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttecgeece

gaacaacact

cagataccaa
gtagcaccge
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttce
gattctgtgg
acgaccgagc

cctecteceeg

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg

caaccctatce

186

atactgtcct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagegg
ggtatcttta
gctegtcagg
tggcettttg
ataaccgtat
gcagcgagtc

cgcegttggece

ccttcccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacgce
ttcttcecectt
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt

tcggtctatt

tctagtgtag
cgctctgeta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgtce
ggggcggagc
ctggecetttt
taccgecettt
agtgagcgag

gattcattaa

agttgcgcag
ttccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag

cttttgattt

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8342

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccagce
gttggggcaa
tccagaaccce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttgc
gacgcgecgg
tttgttecegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt

gctcecgtac

ttgccgattt
tttaacaaaa
gggcttttct
gggttggcca
gcccgacgece
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctce
gatgtacagt
tattgctggg
gccctgeatt
atcatggeccect
gagcagctgg
cccacagagce
agagggaaat
tgaccctgec
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggetcegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttccta
aaccttgagce

acattcggtg
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cggcctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctccctetet
cgggcetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttetcag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatctc
ccattctget
ttgctttget
gttttgaaga
tcaggtttecc
cttggccaag
tttctaagat
cccgeecttg
gagatcatgt
gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttceg
tggecgctcece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gcecgatttte
aggaggacat

ggggaactaa

gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegetege
ccgggcggcec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacgce
ctggtaatgt
aatgecccage
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggeca
attgatagct
gctatttccecce
tccatcactg
cctaaccctg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tcgcageccgg
agtgacagcce
gatgactcag
ccgggccage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac

gctggagatt

187

gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tcgectcactg
tcagtgagecg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgetgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgecetg
aaataaaaga
ggccaggcect
tgtgectgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctcttgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagceg
aacgccgatg
gatttgggtc
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttacc
tceggtacgg

ttetgtcage

accggaggcg

aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggceg
agcgagcgcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgectcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactct
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtccece
tgagaccgtg
tccagecetgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgecgeegtte
attatataag
gcggttettg
ctctggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagccet

agggcaacac

gtggcagcgg

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



tggcggegge
ggtcgcacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggcgce
actagccggg
tgggagaaag
tcaggaggag
cagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgcgga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca
tgcccagage
cattgccacc
gaatgacacg
ctcagtctct
tgctecttcta
tctgccaaaa
ccaatcactg

gtcagatgag

agcgggggtg
agccagagcc
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgcgaage
tctgtgaceg
atagcaagtc
gttcacacge
acttgcggag
aagctcttgt
gacggctgcet
ttcteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatgc
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
gctttggtge
tctggtcaat
aaaaccctct
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctcattc
aatctttccc
attgtgcecgg

gggtgtgccce
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gcggctcgga
tctcagtcac
gacagccgcec
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagecac
agcccttatce
gaggactaga
tgttgttgtt
acattttcaa
cgtgccgatt
ccgecggacge
ggcgeceggga
gcaagcctcg
tggctgagge
acggcttata
aagccttacc
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattcgaat
caacagcatt
cttegecagge
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
tecctgectge
taagccccett
agctcactaa
cacatgaatg

agaggaagca

ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tcttegecect
cttegectge
gagcttggta
gcagccatte
cccggaggag
acccgcecttac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggctt
acctcgatga
ggacaaacca
attgctttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttcettg
actcctctga
aaacagtgag
aaggtggcag
ctgectttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt

ccattctagt
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caggagagcg
tctggagtca
ttagagtggce
agccgcectca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgca
gacatctaca
ataacgctct
atgecgtccecg
gaggagggcg
cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccaccgega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tccgcaacaa
acaccttcett
cttcaggaat
ttggtggtct
ccttgttetg
gagagggcac
tcagactgtt
cctctcctta
cgcagtcact
tgaagtggag

tgggggagcc

gaccgggctt
gtctcccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgce
actactgggg
ccccecacgece
ggccegegge
tetgggeacce
actgcaagcg
ttcagacgac
gttgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gcctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gcecgettega
gcagtgaaaa
tataagctgce
atctgacttt
ccccagccca
ggccaggttce
cggcecttatce
gcagtccaga
gtggcccage
tgcceccettac
tttctcectg
cattaaccca
gaattaaaaa

catctgtcag

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



ctgggaaaag
gccaccttca
agccctacca
ctegeteget
cggcctcagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttctce
ttatgctcectg
ttggatgttg
ccgcatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgceg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgecegeata
tcttacggat
cactgcggcec
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc

acgaaataga

tccaaataac
ggacaaaagt
agggcaggga
cactgaggcec
gagcgagcga
ctaccctcete
tgactgtcte
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcctga
tgcactctca
acacccgcetg
gtgaccgtcet
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattcte
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcecegtateg

cagatcgetg
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ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgcgcagag
cggcatgaat
cggectttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgcggtattt
gtacaatctg
acgcgcecctg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttcece
agttgggtge
gttttegecee
cggtattatce
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgccect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta

agataggtgce

aatgtgtttt
ctctcectgaag
tgatggagtt
agcecegggeg
agggagtggc
ttatcagcta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattectt
tctecettacg
ctectgatgece
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttegggga
gtatcegetce
tatgagtatt
tgtttttgcet
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcetgtagea
ttceeggeaa
ctecggeccett
tcgecggtatc

cacgacgggg

ctcactgatt
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aactcagggt
aaatgctact
ggccactccce
tecgggecgace
caacggcgcg
gaacggttga
aatctttacc
tttatccttg
ttggtacaac
tgececttgecet
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgctececegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
cecggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa

aagcattggt

tgagaaaaca
tgaagatacc
tctctgecgeg
tttggtegee
cctgcaggtce
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagcet
gtatgattta
gtatttcaca
gccagccceg
catccgetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgecgcaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga

aactgtcaga

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagceg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tceggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag

cgcgegttgg

tcatatatac
atcctttttg
tcagacccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgectcetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggecett
attaccgcect
tcagtgagcg

ccgattcatt
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tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga

aatg

tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttceccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttetttect
tgataccgct

agagcgccca
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catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtce
aacgcggcct
gcgttatccece
cgccgeagec

atacgcaaac

ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgece
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtecgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

cgcectetece

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464
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REIVINDICACIONES

1. Un linfocito T humano genéticamente modificado que comprende en su genoma un gen de region constante alfa del
receptor de linfocitos T humano (TCR) modificado, en el que el gen de la regidon constante alfa del TCR humano
modificado comprende de 5' a 3"

(a) una region 5' del gen de la regiéon constante alfa del TCR humano;
(b) un polinucleodtido exdgeno que codifica un receptor de antigeno quimérico; y
(c) una region 3' del gen de la region constante alfa del TCR humano;

en el que dicho polinucleétido exdgeno se inserta en dicho gen de region constante alfa de TCR entre las posiciones
13y 14 de la SEQ ID NO:3, y en el que dicho receptor de antigeno quimérico comprende un dominio de union a ligando
extracelular y uno o mas dominios de sefializacion intracelular, y en el que dicho linfocito T humano genéticamente
modificado no expresa un TCR enddgeno en la superficie celular.

2. El linfocito T humano genéticamente modificado de la reivindicacion 1, en el que dicho dominio de union a ligando
extracelular tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 112, en el que el dominio de unién
a ligando extracelular se une a CD19.

3. Ellinfocito T humano genéticamente modificado de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que dicho receptor
de antigeno quimérico comprende al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un dominio de sefializacion citoplasmatica intracelular que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 113;

(b) un dominio de sefializaciéon coestimuladora intracelular que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 114;

(c) un péptido sefial que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 115;

(d) un dominio de bisagra que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 116; y

(e) un dominio transmembrana que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 117.

4. El linfocito T humano genéticamente modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho receptor
de antigeno quimérico tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 111.

5. El linfocito T humano genéticamente modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho
polinucledtido exdgeno comprende una secuencia de promotor que promueve la expresion de dicho receptor de
antigeno quimeérico, preferentemente en el que dicha secuencia de promotor tiene al menos un 95 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 118.

6. Un procedimiento para producir un linfocito T humano genéticamente modificado que comprende un gen de region
constante alfa de TCR humano modificado y que codifica un receptor de antigeno quimérico, comprendiendo dicho
procedimiento:

(a) introducir en un linfocito T humano:

(i) una primera secuencia de acido nucleico que codifica una meganucleasa recombinante; o
(i) una proteina meganucleasa recombinante;

en la que dicha meganucleasa recombinante tiene especificidad para una secuencia de reconocimiento dentro de
dicho gen de region constante alfa de TCR humano, en la que dicha secuencia de reconocimiento consiste en la
SEQ ID NO: 3, en el que dicha meganucleasa recombinante comprende una primera subunidad y una segunda
subunidad, en el que dicha primera subunidad se une a un primer semisitio de reconocimiento de dicha secuencia
de reconocimiento y comprende una primera region hipervariable (HVR1) y dicha segunda subunidad se une a un
segundo semisitio de reconocimiento de dicha secuencia de reconocimiento y comprende una segunda region
hipervariable (HVR2), y en el que dicha meganucleasa recombinante produce un sitio de escisién en dicha
secuencia de reconocimiento; y

(b) introducir en dicho linfocito T humano una segunda secuencia de acido nucleico que comprende un
polinucleétido exdgeno que codifica un receptor de antigeno quimérico;

en el que dicho polinucledtido exdgeno se inserta en dicho gen de region constante alfa de TCR humano en dicho sitio
de escision, y en el que dicho receptor de antigeno quimérico comprende un dominio de union a ligando extracelular
y uno o mas dominios de sefializacion intracelular, y en el que dicho linfocito T humano genéticamente modificado no
expresa un TCR enddgeno en la superficie celular.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que dicha segunda secuencia de acido nucleico comprende de 5' a 3"

(a) un brazo de homologia 5' que es homdlogo a la secuencia 5' aguas arriba que flanquea dicho sitio de escision;
(b) dicho polinucleétido exégeno que codifica dicho receptor de antigeno quimérico; y
(c) un brazo de homologia 3' que es homdlogo a la secuencia 3' aguas abajo que flanquea dicho sitio de escision;
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en el que dicho polinucleétido exégeno se inserta en dicho gen de region constante alfa de TCR humano en dicho sitio
de escision por recombinacion homaloga.

8. El procedimiento de la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que dicho polinucleétido exégeno comprende una
secuencia de promotor que promueve la expresion de dicho receptor de antigeno quimérico.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que al menos dicha segunda secuencia de
acido nucleico se introduce en dicho linfocito T humano poniendo en contacto dicho linfocito T humano con un vector
de virus adenoasociado (AAV) recombinante que comprende dicha segunda secuencia de acido nucleico,
opcionalmente en el que dicho vector de AAV recombinante es un vector de AAV recombinante monocatenario o un
vector de AAV autocomplementario.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que dicho vector de AAV recombinante tiene un serotipo de AAV2 o
AAV6.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en el que dicha meganucleasa recombinante
comprende una primera subunidad y una segunda subunidad, en el que dicha primera subunidad se une a un primer
semisitio de reconocimiento de dicha secuencia de reconocimiento y comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con los restos 198-344
de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-18; y

(b) una primera region hipervariable (HVR1) que consiste en los restos 215-270 de cualquiera de las SEQ ID NO:8-
18;

y en el que dicha segunda subunidad se une a un segundo semisitio de reconocimiento de dicha secuencia de
reconocimiento y comprende:

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con los restos 7-153
de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-18; y

(i) una segunda region hipervariable (HVR2) que consiste en los restos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO:
8-18.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que dicha primera subunidad comprende los restos 198-344 de
cualquiera de las SEQ ID NO: 8-18, y/o en el que dicha segunda subunidad comprende los restos 7-153 de cualquiera
de las SEQ ID NO: 8-18, y/o en el que dicha meganucleasa recombinante comprende la secuencia de aminoacidos
de cualquiera de las SEQ ID NO: 8-18.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en el que dicha meganucleasa recombinante
comprende una primera subunidad y una segunda subunidad, en el que dicha primera subunidad se une a un primer
semisitio de reconocimiento de dicha secuencia de reconocimiento y comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con los restos 7-153 de
cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27; y

(b) una primera region hipervariable (HVR1) que consiste en los restos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO:19-
27;

y en el que dicha segunda subunidad se une a un segundo semisitio de reconocimiento de dicha secuencia de
reconocimiento y comprende:

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con los restos 198-
344 de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27; y

(i) una segunda region hipervariable (HVR2) que consiste en los restos 215-270 de cualquiera de las SEQ ID
NO: 19-27.

14. El procedimiento de la reivindicaciéon 13, en el que dicha primera subunidad comprende los restos 7-153 de
cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27, y en el que dicha segunda subunidad comprende los restos 198-344 de
cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27, y/o en el que dicha meganucleasa recombinante comprende la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-27.

15. Una composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de inmunoterapia para tratar el cancer en un
sujeto que lo necesite, comprendiendo dicha composicion farmacéutica dicho linfocito T humano genéticamente
modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Semisitio Semisitio
de TRC1 de TRC2
] 1 1 1
TRC 1-2 TGGCCTGGAGCEICAAATCTGA (SEQ ID NO:3)
Secuencia de reconocimiento ACCGGACCTICGTTGTTTAGACT (SEQ ID NO:83)

Semisitio Semisitio
de TRC3 de TRC4
I ] ] | |

TRC 3-4 ACAAATGTGTCAC GTAAGG (SEQ ID NO:4)
Secuencia de reconocimiento TGTTTACACAGTGTTTCATTCC (SEQ ID NO:84)
Semisitio Semisitio
de TRC7 de TRC8

I 1 I 1
TRC 7-8 CTGATGTGTATAT‘(IACAGACAA (SEQ ID NO:5)

Secuencia de reconocimiento GACTACACA[TATAGTGTCTGTT (SEQ ID NO:85)

Primera subunidad Segunda subunidad

&\
HVR1 Enlazador HVR?2
Segunda subunidad Primera subunidad

\ N
HVR2 Enlazador HVR1
FIGURA 1
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