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DESCRIPCION
Dominios coestimuladores para su uso en células genéticamente modificadas

Campo de la invencién

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

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 modificacion genética puede implicar la expresion de un receptor de
antigeno quimérico (CAR) o un receptor de linfocitos T exdgeno para injertar especificidad de antigeno en el linfocito
T. A diferencia de los receptores de linfocitos T exdgenos, los CAR obtienen su especificidad de los dominios variables
de un anticuerpo monoclonal. Por lo tanto, los linfocitos T que expresan los CAR inducen inmunorreactividad tumoral
en el complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) 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 (LLA), linfoma no Hodgkin (LNH) de linfocitos B y leucemia
linfocitica cronica), mieloma mudltiple, neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cancer de ovario,
mesotelioma, melanoma y cancer de pancreas.

La activacion de los linfocitos T se inicia por el receptor endégeno de linfocitos T, que proporciona también
especificidad de antigeno a la célula. La sefalizacion del linfocito T se amplifica mediante los receptores
coestimuladores de la superficie celular, tales como CD28. En ausencia de coestimulacion, la estimulacién mediante
el receptor de linfocitos T puede ser insuficiente para activar la proliferacion de linfocitos T, dando como resultado una
anergia celular. La coestimulacion sirve también un papel de evitar el agotamiento de linfocitos T y algunas formas de
muerte celular inducida por activacion. Los primeros receptores activadores de linfocitos T quiméricos se generaron
fusionando la cadena-¢ de CD3 al dominio extracelular de los correceptores de linfocitos T, que incluyen CD4, CD8 y
CD25.

La denominada "primera generacion” de receptores de antigenos quiméricos se generd a continuacion fusionando la
cadena-¢ de CD3 con un fragmento variable monocatenario (scFv), que dio como resultado la especificidad de
antigeno y la activacion de linfocitos T inducida por el antigeno. Aunque la primera generacion de CAR pudo mediar
la citotoxicidad, no pudieron dirigir la expansién inducida por el antigeno de linfocitos T primarios modificados. De
hecho, los estudios en los primeros modelos de ratén transgénico desvelaron que los linfocitos T que expresan la
primera generacion de CAR produjeron solo un efecto moderado sobre la progresion tumoral in vivo debido a la anergia
y a la produccioén de bajas cantidades de interferon gamma (IFN-y). Se generaron receptores de antigenos quimeéricos
de "segunda generacion" fusionando adicionalmente un Unico dominio coestimulador en cis con la cadena-¢ de CD3
citoplasmico. Los estudios demostraron que la adiciéon del dominio coestimulador permitié la expansién de linfocitos
T-CAR primarios tras la exposicion repetida al antigeno, asi como un aumento en la secrecion de citoquinas tales
como IFN-y. De hecho, los primeros ensayos clinicos que utilizaron linfocitos T-CAR de segunda generacion
presentaron persistencia y expansion significativamente mejoradas en pacientes con linfoma de linfocitos B, LLC y
LLA de linfocitos B. Se han introducido numerosos dominios coestimuladores en los CAR, tales como elementos CD28,
4-1BB u OX-40, que se han utilizado en células CART administradas a pacientes con neoplasias de linfocitos B. La
denominada "tercera generacion" de receptores de antigenos quiméricos introdujo dos dominios coestimuladores en
tandem con la cadena-¢ de CD3 citoplasmico para permitir una potenciacion adicional de la expansion celular y/o la
secrecion de citoquinas tras la exposicion repetida al antigeno.

Ademas de utilizar los dominios coestimuladores en las construcciones CAR, se han incorporado también grupos de
dominios coestimuladores en varios "interruptores de seguridad" que se pueden separar del CAR. Uno de dichos
interruptores de seguridad comprende los dominios de sefalizacion MyD88 y CD40, fusionados a un dominio de unién
que se dimeriza cuando se une con una molécula pequefia tal momo rimiducid. Este interruptor de seguridad se usa
en tandem con una construccion CAR que comprende solo una cadena ¢ de CD3 citoplasmica para fomentar la
activacion celular. Al administrar la molécula pequefia, el interruptor de seguridad se dimeriza y permite la sefializacion
coestimuladora de MyD88/CD40 para fomentar la expansion de linfocitos T-CAR vy la secrecion de citoquinas tras el
reconocimiento del antigeno por la construccion CAR separada.

Se han desvelado previamente numerosos dominios coestimuladores tanto en patentes como en las referencias. Por
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 8.399.645 reivindica un polinucleétido que codifica un receptor de antigeno
quimérico que comprende el dominio de sefializacion 4-1BB y el dominio de sefalizacion ¢ de CD3. Sin embargo,
ninguna ha desvelado los dominios de la presente divulgacion ni cualesquiera dominios que tengan una identidad de
secuencia del 80 % con los dominios de la presente divulgacion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 811500 T3

Sumario de la invenciéon

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion proporciona novedosos dominios coestimuladores que son Utiles para proporcionar células
genéticamente modificadas para fomentar la proliferacion celular y/o fomentar la secrecion de citoquinas. La presente
divulgacion adelanta la técnica proporcionando nuevos dominios coestimuladores que fomentan diferentes grados de
proliferacion celular y/o secreciéon de citoquinas tras la activacion celular inducida por antigenos. Por ejemplo, los
dominios coestimuladores desvelados en el presente documento proporcionan una actividad superior cuando se
comparan con aquellos dominios, tales como 4-1BB y CD28. Se desvelan también en el presente documento células
genéticamente modificadas que comprenden un receptor de antigeno quimérico (CAR) que incorpora uno o mas
dominios coestimuladores desvelados en el presente documento. En otros ejemplos, las células genéticamente
modificadas desveladas en el presente documento comprenden una construccion reguladora inducible que incorpora
uno o mas dominios coestimuladores desvelados en el presente documento. Se proporcionan también en el presente
documento moléculas de acidos nucleicos, construcciones de ADN recombinante (por ejemplo, plasmidos), y vectores
viricos que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica los dominios coestimuladores, y las
composiciones que comprenden los novedosos dominios coestimuladores para su uso en los procedimientos de
administrar los mismos a sujetos a fin de reducir los sintomas, la progresion o la ocurrencia de una enfermedad. En
algunas realizaciones, las células genéticamente modificadas que comprenden los novedosos dominios
coestimuladores desvelados en el presente documento se formulan como composiciones farmacéuticas para su uso,
por ejemplo, como inmunoterapia en el tratamiento del cancer.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8.

En algunas de dichas realizaciones, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un CAR que comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos
que se define en la SEQ ID NO: 8.

En otras de estas realizaciones, el CAR comprende un dominio de unién a antigeno extracelular. En realizaciones
particulares, el dominio de unién a antigeno extracelular es un fragmento variable monocatenario (scFv). En diversas
realizaciones, el dominio de unién a antigeno tiene especificidad para un antigeno de cancer o un antigeno tumoral.
En realizaciones especificas, el CAR codificado comprende un dominio de unién a antigeno especifico de CD 19.

En dichas realizaciones adicionales, el CAR codificado comprende al menos dos dominios coestimuladores. En dichas
realizaciones, los al menos dos dominios coestimuladores son dominios coestimuladores descritos en el presente
documento o, como alternativa, son al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento y al menos
un dominio coestimulador adicional conocido en la técnica (por ejemplo, 4-1BB, CD28, OX40, ICOS). En algunas
realizaciones, el CAR codificado comprende ademas al menos un dominio de sefializacion intracelular. En
realizaciones particulares, el al menos un dominio de sefializacién intracelular es el dominio ¢ de CD3.

En realizaciones particulares, la molécula de acido nucleico es un ARNm, una construccion de ADN recombinante (por
ejemplo, un plasmido), o esta incluida en un genoma virico de un vector virico.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una construccion de ADN recombinante, en el que la construccion
de ADN recombinante comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, la construccion
de ADN recombinante comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un CAR descrito en el presente
documento, en el que el CAR comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de
aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8.

En algunas de dichas realizaciones, la construccion de ADN recombinante codifica un vector virico que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de
aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, el vector virico es un vector retrovirico, un
vector lentivirico, un vector adenovirico o un vector de un virus adenoasociado (VAA). En una realizacion especifica,
el vector virico es un vector de VAA recombinante.

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un vector virico que comprende la molécula de acido
nucleico descrita en el presente documento que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En algunas
realizaciones, el vector virico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un CAR descrito en el presente
documento, en el que el CAR comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de
aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8.

En realizaciones particulares, el vector virico es un vector retrovirico, un vector lentivirico, un vector adenovirico o un
vector de un virus adenoasociado (VAA). En una realizacion especifica, el vector virico es un vector de VAA
recombinante.
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En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un linfocito T humano genéticamente modificado, en el que el
linfocito T humano genéticamente modificado comprende la molécula de acido nucleico descrita en el presente
documento que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, el linfocito T
humano genéticamente modificado comprende un casete de expresion que comprende una secuencia de nucleotidos
que codifica un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR comprende al menos un dominio
coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En realizaciones
particulares, el linfocito T humano genéticamente modificado comprende un casete de expresién que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una construccion reguladora inducible descrita en el presente documento, en el
que la construccion reguladora inducible comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una
secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En algunas de dichas realizaciones, la molécula de
acido nucleico descrita en el presente documento, o el casete de expresion descrito en el presente documento, esta
presente en el genoma del linfocito T humano modificado genéticamente o, como alternativa, no esta integrado en el
genoma de la célula. En algunas de dichas realizaciones, la molécula de acido nucleico descrita en el presente
documento, o el casete de expresion descrito en el presente documento, esta presente en el linfocito T humano
modificado genéticamente en una construccion de ADN recombinante, en un ARNm o en un genoma virico, que no
esta integrado en el genoma de la célula.

En algunas realizaciones, el linfocito T humano modificado genéticamente es un linfocito T humano primario. En
realizaciones adicionales, la célula modificada genéticamente es un linfocito T-CAR humano.

En realizaciones particulares, el linfocito T humano modificado genéticamente descrito en el presente documento
presenta un aumento en la proliferacion y/o secrecion de citoquinas en comparacion con una célula del control que no
comprende un dominio coestimulador descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, el aumento en la
proliferacion y/o la secrecion de citoquinas se presenta in vitro y/o in vivo. En realizaciones particulares, el aumento
en la secrecion de citoquinas comprende un aumento en IFN-y, IL-2, TNF-alfa, u otras citoquinas asociadas con la
activacion y/o la proliferacion celular en comparacion con una célula del control que no comprende un dominio
coestimulador descrito en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir un linfocito T humano modificado
genéticamente que comprende al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, comprendiendo
el procedimiento introducir en una célula al menos una molécula de acido nucleico descrita en el presente documento
que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la
SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones del procedimiento, la molécula de acido nucleico introducida codifica un CAR descrito en el
presente documento que comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de
aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas introducir en la célula: (i) una segunda molécula de
acido nucleico que codifica una nucleasa disefiada mediante ingenieria genética, en el que la nucleasa disefiada
mediante ingenieria genética se expresa en la célula, o (ii) una proteina nucleasa disefiada mediante ingenieria
genética; en la que la nucleasa disefiada mediante ingenieria genética reconoce y escinde una secuencia de
reconocimiento para producir un sitio de escision en el genoma de la célula y en la que el acido nucleico que codifica
el al menos un dominio coestimulador o variante activa o fragmento del mismo se inserta en el genoma en el sitio de
escision. En algunas realizaciones, la nucleasa disefiada mediante ingenieria genética es una meganucleasa disefiada
mediante ingenieria genética, una nucleasa de dedo de zinc recombinante (ZEN), una nucleasa efectora de tipo
activador de la transcripcion recombinante (TALEN), una nucleasa CRISPR/Cas, o una nucleasa megaTAL. En una
realizacién particular del procedimiento, la nucleasa disefiada mediante ingenieria genética es una meganucleasa
disefiada mediante ingenieria genética. En una realizacion especifica, la meganucleasa disefiada mediante ingenieria
genética es una meganucleasa monocatenaria.

En una de estas realizaciones del procedimiento, la molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio
coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8 introducida en la
célula comprende ademas secuencias homologas a las secuencias que flanquean el sitio de escision de la nucleasa,
de tal manera que la molécula de acido nucleico se inserta en el genoma en el sitio de escision mediante recombinacion
homologa. En otra dicha realizacion del procedimiento, la molécula de acido nucleico carece de homologia sustancial
con el sitio de escision de la nucleasa de tal manera que la molécula de acido nucleico se inserta en el genoma
mediante una unién final no homéloga.

En algunas realizaciones del procedimiento, la célula es un linfocito T humano primario. En determinadas
realizaciones, la célula modificada genéticamente producida con el procedimiento es un linfocito T-CAR humano.

En realizaciones especificas del procedimiento, la molécula de acido nucleico que codifica al menos un dominio
coestimulador que comprende secuencias de aminoacidos que se definen en la SEQ ID NO: 8 se introduce en la célula
usando un ARNm descrito en el presente documento, una construccion de ADN recombinante descrita en el presente
documento o un vector virico descrito en el presente documento.
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En algunas realizaciones, la introduccion de al menos una molécula de acido nucleico descrita en el presente
documento que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que se
define en la SEQ ID NO: 8 aumenta la activacion, proliferacion, y/o secrecion de citoquinas de la célula modificada
genéticamente. En realizaciones especificas, el aumento en la secrecién de citoquinas comprende un aumento en la
secrecion de IFN-y, IL-2, TNF-alfa, o cualquier otra citoquina asociada con la activacion y/o la proliferacion celular
cuando se compara con una célula del control que no comprende un dominio coestimulador descrito en el presente
documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un transportador
farmacéuticamente aceptable y linfocitos T humanos modificados genéticamente descritos en el presente documento
que comprenden al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que se define en
la SEQ ID NO: 8. En realizaciones particulares, los linfocitos T humanos modificados genéticamente comprenden un
CAR descrito en el presente documento que comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una
secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8.

En realizaciones especificas, los linfocitos T humanos modificados genéticamente son linfocitos T-CAR. En algunas
de dichas realizaciones, los linfocitos T-CAR comprenden un CAR que incluye un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID NO: 8. En diversas realizaciones, los linfocitos
T-CAR tienen especificidad para un antigeno especifico de cancer o de tumor, y la composicién farmacéutica es util
en procedimientos de inmunoterapia contra el cancer.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona linfocitos T humanos modificados genéticamente para su uso en
un procedimiento de inmunoterapia para tratar el cancer en un sujeto, en el que los linfocitos T humanos modificados
genéticamente son aquellos descritos en el presente documento que comprenden al menos un dominio coestimulador
que comprende una secuencia de aminoacidos que se define en la SEQ ID: 8. En algunas realizaciones del
procedimiento, los linfocitos T humanos modificados genéticamente comprenden un CAR descrito en el presente
documento que comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos que
se define en la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, las células genéticamente modificadas son linfocitos T-CAR. En dichas realizaciones, los
linfocitos T-CAR tienen especificidad para un antigeno especifico de cancer o de tumor y son procedimientos utiles en
inmunoterapia contra el cancer. En algunas realizaciones, el cancer es una neoplasia de linfocitos B (por ejemplo,
leucemia linfoblastica aguda (LLA), linfoma no de Hodgkin de linfocitos B (LNH) linfoma no de Hodgkin (LNH) de
linfocitos B o leucemia linfocitica crénica), mieloma multiple, neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cancer
de ovario, mesotelioma, melanoma o cancer de pancreas. En realizaciones particulares, el cancer es un linfoma de
linfocitos B.

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

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

Los aspectos anteriores y otros aspectos y realizaciones de la presente invencion 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, varias
caracteristicas de la invencion, 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 desvelan en el presente documento como si todas y cada una de las subcombinaciones se desvelaran 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 a cada uno del resto de aspectos de la invenciéon de manera analoga haciendo
los cambios necesarios.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la alineacion de los novedosos dominios coestimuladores Novell (SEQ ID NO: 5), Novel3
(SEQ ID NO: 6), Novel5 (SEQ ID NO: 7), y Novel6 (SEQ ID NO: 8). Se identifican motivos de uniéon a TRAF
individuales, y se pueden encontrar regiones espaciadoras entre los motivos de uniéon a TRAF en cada dominio
coestimulador relacionado.

La Figura 2 muestra construcciones CAR que comprenden un scFv anti-CD 19, una bisagra de CD8 y un dominio
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transmembrana, un dominio coestimulador y un dominio de sefalizacion intracelular { de CD3. Los dominios
coestimuladores que se muestran incluyen CD28, 4-1BB, Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5), y Novel6 (N6). Se
muestra también una construccién de CAR que carece de dominio coestimulador.

Las Figuras 3A-3H notifican los resultados de un analisis GFP que demuestra la expresion de CAR fras la
transduccion con lentivirus de linfocitos T procedentes de un donante humano. Se notifican los resultados para
cada uno de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5), y Novel6 (N6). Figura
3A) Transduccion simulada. Figura 3B) Transducido con CAR que comprende un dominio coestimulador 4-1BB.
Figura 3C) Transducido con CAR que comprende un dominio coestimulador CD28. Figura 3D) Transducido con
CAR que comprende un dominio no coestimulador (BB-). Figura 3E) Transducido con CAR que comprende un
dominio coestimulador Novell (N1). Figura 3F) Transducido con CAR que comprende un dominio coestimulador
Novel3 (N3). Figura 3G) Transducido con CAR que comprende un dominio coestimulador Novel5 (N5). Figura 3H)
Transducido con CAR que comprende un dominio coestimulador Novel6 (N6).

Las Figuras 4A, 4B y 4C muestran las cifras de expansion de linfocitos T-CAR medidas en el tiempo tras activacion
repetida inducida por antigenos en un cultivo de células Raiji. Se notifican los resultados para cada uno de los
novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5), y Novel6 (N6). La Figura 4A muestra
los resultados obtenidos para poblaciones mixtas de linfocitos T-CAR CD4* y CD8*. La Figura 4B muestra los
resultados obtenidos para una poblacion de linfocitos T-CAR CD4*. La Figura 4C muestra los resultados obtenidos
para una poblacién de linfocitos T-CAR CD8".

Las Figuras 5A, 5B y 5C muestran la secrecion de citoquinas en cada poblacion de linfocitos T-CAR transducidos
alos 3, 7, 10, y 14 dias después de la transduccion. La Figura 5A muestra la secrecion de interferon gamma (IFN-
y). La Figura 5B muestra la secrecion de TNF-alfa (TNF-a). La Figura 5C muestra la secrecion de IL-2.

Las Figuras 6A, 6B y 6C muestran numerosas expansiones de linfocitos T-CAR medidas en el tiempo tras
activacion repetida inducida por antigenos en un cultivo de células Raji usando un encuentro de antigenos mas
frecuente y una relacion diana:efector mas alta. Se notifican los resultados para cada uno de los novedosos
dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5), y Novel6 (N6). La Figura 5A muestra los
resultados obtenidos para poblaciones mixtas de linfocitos T-CAR CD4* y CD8*. La Figura 5B muestra los
resultados obtenidos para una poblacion de linfocitos T-CAR CD4*. La Figura 5C muestra los resultados obtenidos
para una poblacién de linfocitos T-CAR CD8".

La Figura 7 muestra construcciones de moldes del donante que comprenden, de 5' a 3', una repeticion terminal
invertida en 5' (ITR), un brazo de homologia en 5', un promotor, secuencias de codificacion de un scFv anti-CD19,
una bisagra de CD8 y un dominio transmembrana, un dominio coestimulador, y un dominio de sefalizacion
intracelular ¢ de CD3, una sefal poliA de SV40, un brazo de homologia en 3' y una ITR en 3'. Los dominios
coestimuladores que se muestran incluyen 4-1BB, Novell (N1), y Novel6 (N6).

La Figura 8A y 8B muestran la proliferacion de linfocitos T-CAR con el tiempo en respuesta a un antigeno que
utiliza linfocitos T-CAR preparados a partir de dos donantes diferentes. La proliferacién se midié para linfocitos T-
CAR que comprendian los dominios coestimuladores 4-1BB, N1, o N6. Se descubrié que los novedosos dominios
de sefalizacion coestimuladores respaldan niveles de proliferacion que son iguales o mejores que los niveles
respaldados por la sefializacion de 4-1BB. La Figura 8A muestra resultados usando linfocitos T-CAR preparados
a partir del donante K799.

La Figura 8B muestra resultados usando linfocitos T-CAR preparados a partir del donante z4100.

Las Figuras 9A y 9B muestran la destruccion de células K19 a diversas relaciones de efector:diana (E:T) a las 24
hy alas 72 h de un cocultivo con linfocitos T-CAR que comprende los dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o N6.
La Figura 9A muestra linfocitos T-CAR preparados a partir del donante K799. La Figura 9B muestra linfocitos T-
CAR preparados a partir del donante z4100.

Las Figuras 10A, 10B y 10C muestran histogramas de los resultados del ensayo de proliferacion de células utilizado
para determinar la proliferacién relativa de linfocitos T-CAR que comprenden los dominios coestimuladores 4-1BB,
N1 o N6 en respuesta a las células diana CD19+. La Figura 10A muestra la proliferacion de linfocitos T-CAR-4-
1BB CAR en comparacion con los linfocitos T TRC KO del control en dos relaciones E:T diferentes. La Figura 10B
muestra la proliferacion de linfocitos T-CAR-4-1BB en comparacion con los linfocitos T CAR-N1. La Figura 10C
muestra la proliferacion de linfocitos T CAR-4-1BB en comparacion con los linfocitos T CAR-NG6.

La Figura 11 muestra las construcciones molde del donante 7241, 7205, y 7206 que comprenden, de 5' a 3', una
repeticion terminal invertida en 5' (ITR), un brazo de homologia en 5', un promotor, secuencias de codificacion de
un scFv anti-CD19, una bisagra de CD8 y un dominio transmembrana, un dominio coestimulador, y un dominio de
sefializacion intracelular { de CD3, una sefial poli A de SV40 o una sefial bi-poliA de SV40, un brazo de homologia
en 3'y una ITR en 3'. Los dominios coestimuladores que se muestran incluyen 4-1BB (construccion 7241) y Novel
6 (N6; construcciones 7205 y 7206).

Las Figuras 12A-12G muestran los valores del flujo total dorsal y ventral observado in vivo en ratones tras el injerto
y crecimiento de células Raiji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO o linfocitos T-CAR que llevan las
construcciones 7205, 7206, o 4-1BB CAR. La Figura 12A muestra el flujo dorsal después del tratamiento con
células TCR KO. La Figura 12B muestra el flujo dorsal después del tratamiento con linfocitos T CAR 7205. La
Figura 12C muestra el flujo dorsal después del tratamiento con linfocitos T CAR 7206. La Figura 12D muestra el
flujo dorsal después del tratamiento con linfocitos T CAR 4-1BB. La Figura 12E muestra el flujo ventral después
del tratamiento con células TCR KO. La Figura 12F muestra el flujo ventral después del tratamiento con linfocitos
T CAR 7205.

La Figura 12G muestra el flujo ventral después del tratamiento con linfocitos T CAR 7206. La Figura 12H muestra
el flujo ventral después del tratamiento con linfocitos T CAR 4-1BB.
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Las Figuras 13A-13D muestran las imagenes del flujo total dorsal y ventral observado in vivo en ratones tras el
injerto y crecimiento de células Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO o linfocitos T-CAR que
llevan las construcciones 7205, 7206, o 4-1BB CAR. La Figura 13A muestra las imagenes del flujo dorsal en los
dias 7, 10 y 16 en los grupos tratados con células TCR KO, linfocitos T CAR 7205, linfocitos T CAR 7206, y linfocitos
T CAR 4-1BB. La Figura 13B muestra las imagenes del flujo dorsal en los dias 24, 31 y 38 en grupos tratados con
linfocitos T CAR 7205, linfocitos T CAR 7206, y linfocitos T CAR 4-1BB. La Figura 13C muestra las imagenes del
flujo ventral en los dias 7, 10 y 16 en los grupos tratados con células TCR KO, linfocitos T CAR 7205, linfocitos T
CAR 7206, y linfocitos T CAR 4-1BB. La Figura 13D muestra las imagenes del flujo ventral en los dias 24, 31,y 38
en los grupos tratados con linfocitos T CAR 7205, linfocitos T CAR 72086, y linfocitos T CAR 4-1BB.

La Figura 14 muestra la curva de supervivencia de ratones tras el injerto y crecimiento de células Raji-ffluc y el
posterior tratamiento con células TCR KO o linfocitos T-CAR que llevan las construcciones 7205, 7206, o 4-1BB
CAR.

La Figura 15 muestra la construccion molde del donante 7240 que comprende, de 5' a 3', una repeticion terminal
invertida en 5' (ITR), un brazo de homologia en 5', un promotor, secuencias de codificacién para un scFv anti-
CD19, una bisagra de CD8 y un dominio transmembrana, un dominio de coestimulador MyD88, un dominio
coestimulador Novel6 (N6), y un dominio de sefializacion intracelular { de CD3, una sefial bi-poliA de SV40, un
brazo de homologia en 3'y una ITR en 3.

Las Figuras 16A-16F muestran los resultados de un ensayo de proliferacion Cell Trace Violet utilizando linfocitos
T humanos transfectados para expresar un CAR anti-CD19 que comprende el dominio coestimulador Novel6 (N6),
o un CAR que comprende ambos dominios coestimuladores MyD88 y Novel6 (N6). Las células transfectadas se
marcaron con Cell Trace Violet y se cocultivaron con células K562 negativas para CD19 o células K562 positivas
para CD19 disefiadas mediante ingenieria genética (células K19). Se evalud la proliferacion mediante citometria
de flujo para los subconjuntos de linfocitos T CD4* y CD8". La Figura 16A muestra linfocitos CD4" transfectados
solamente con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE. La Figura 16B muestra linfocitos CD8* transfectados solamente
con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE. La Figura 16C muestra linfocitos CD4* transfectados con la meganucleasa
TRC 1-2x.87EE y un molde del donante de N6 CAR del donante. La Figura 16D muestra linfocitos CD8*
transfectados con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y un molde del donante de N6 CAR del donante. La Figura
16E muestra linfocitos CD4* transfectados con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y un molde de MyD88/N6 CAR
del donante. La Figura 16F muestra linfocitos CD8* transfectados con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y un molde
de MyD88/N6 CAR del donante.

La Figura 17 muestra la construccion molde del donante 7235 que comprende, de 5' a 3', una repeticion terminal
invertida en 5' (ITR), un brazo de homologia en 5', un promotor, las secuencias de codificacion de un dominio
coestimulador MyD88, un dominio coestimulador Novel6 (N6), los dominios FKBP12v36 de unién a ligando en
tandem (Fv), un elemento T2A, secuencias de codificacion para un scFv anti-CD19, un CD8 bisagra y un dominio
transmembrana, y un dominio de sefializacion intracelular { de CD3, una sefial bi-poliA de SV40, un brazo de
homologia en 3'y una ITR en 3'.

Las Figuras 18A y 18B muestran los resultados de un ensayo de proliferacion Cell Trace Violet que utiliza linfocitos
T humanos transfectados para expresar solamente la meganucleasa TRC 1-2x.87EE sin un molde del donante.
Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se cocultivaron con células K562 negativas para
CD19 o células K562 positivas para CD19 disefiadas mediante ingenieria genética (células K19). Se evaluo la
proliferacion mediante citometria de flujo para los subconjuntos de linfocitos T CD4* y CD8". La Figura 18A muestra
el subconjunto de células CD4*. La Figura 18B muestra el subconjunto de células CD8".

Las Figuras 19A-9D muestran los resultados de un ensayo de proliferacion Cell Trace Violet que utiliza linfocitos T
humanos transfectados para expresar un CAR anti-CD19 que comprende un dominio Novel6 (N6). Las células
transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se cocultivaron con células K562 negativas para CD 19 o células
K562 positivas para CD19 disefiadas mediante ingenieria genética (células K19). Se evalud la proliferacion
mediante citometria de flujo para los subconjuntos de linfocitos T CD4* y CD8*. Ademas, se evaluaron las células
en un cocultivo de K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 19A muestra el subconjunto de linfocitos
CD4* cultivados en células K19 o K562. La Figura 19B muestra el subconjunto de linfocitos CD4* cultivados en
células K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 19C muestra el subconjunto de linfocitos CD8*
cultivados en células K19 o K562. La Figura 19D muestra el subconjunto de linfocitos CD8" cultivados en células
K19 en presencia o ausencia de rimiducid.

Las Figuras 20A-20D muestran los muestran los resultados de un ensayo de proliferaciéon Cell Trace Violet
utilizando linfocitos T humanos transfectados para expresar un CAR anti-CD19 que carece de un dominio
coestimulador junto con una construccion inducible que comprende los dominios coestimuladores MyD88 y Novel6
(N6) (iMyD88/N6 CAR). Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se cocultivaron con células
K562 negativas para CD19 o células K562 positivas para CD19 disefiadas mediante ingenieria genética (células
K19). Ademas, se evaluaron las células en un cocultivo de K19 en presencia o ausencia de rimiducid. Se evalud
la proliferacion mediante citometria de flujo para los subconjuntos de linfocitos T CD4* y CD8*. La Figura 20A
muestra el subconjunto de linfocitos CD4" cultivados en células K19 o K562. La Figura 20B muestra el subconjunto
de linfocitos CD4* cultivados en células K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 20C muestra el
subconjunto de linfocitos CD8* cultivados en células K19 o K562. La Figura 20D muestra el subconjunto de
linfocitos CD8* cultivados en células K19 en presencia o ausencia de rimiducid.

Breve descripcion de las secuencias
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La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador Novell.

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

La SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador Novel5.

La SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador Novel6.

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

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

La SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador Novel5.

La SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador Novel6.

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

La SEQ ID NO: 10 muestra la secuencia de aminoacidos de un motivo de unién a TRAF que se encuentra en un
novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 11 muestra la secuencia de aminoacidos de un motivo de unién a TRAF que se encuentra en un
novedoso dominio coestimulador.

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

La SEQ ID NO: 13 muestra la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra en un
novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 14 muestra la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra en un
novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 15 muestra la secuencia de aminoacidos de una secuencia espaciadora que se encuentra en un
novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 16 muestra la secuencia de aminoacidos de un péptido de sefializacion del receptor de antigeno
quimeérico.

La SEQ ID NO: 17 muestra la secuencia de aminoacidos de un de scFv receptor de antigeno quimérico contra CD
19.

La SEQ ID NO: 18 muestra la secuencia de aminoacidos de una bisagra CD8 del receptor de antigeno quimérico
y la region transmembrana.

La SEQ ID NO: 19 muestra la secuencia de aminoacidos de un dominio de sefializacion intracelular CD3-C.

La SEQ ID NO: 20 muestra la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador CD28.

La SEQ ID NO: 21 muestra la secuencia de aminoacidos del dominio coestimulador 4-1BB.

La SEQ ID NO: 22 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 que
carece de un dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 23 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 que
comprende un dominio coestimulador CD28.

La SEQ ID NO: 24 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 que
comprende un dominio coestimulador 4-1BB.

La SEQ ID NO: 25 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 que
comprende un dominio coestimulador Novell.

La SEQ ID NO: 26 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD 19 que
comprende un dominio coestimulador Novel3.

La SEQ ID NO: 27 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD19 que
comprende un dominio coestimulador Novel5.

La SEQ ID NO: 28 muestra la secuencia de aminoacidos de un receptor de antigeno quimérico anti-CD19 que
comprende un dominio coestimulador Novel6.

La SEQ ID NO: 29 muestra la secuencia de acido nucleico de un vector que codifica un CAR anti-CD 19 que
comprende un dominio coestimulador 4-1BB.

La SEQ ID NO: 30 muestra la secuencia del acido nucleico de un vector que codifica un CAR anti-CD 19 que
comprende un dominio coestimulador Novell.

La SEQ ID NO: 31 muestra la secuencia de acido nucleico de un vector que codifica un CAR anti-CD19 que
comprende un dominio coestimulador Novel6.

La SEQ ID NO: 32 muestra la secuencia de acido nucleico del promotor JeT.

La SEQ ID NO: 33 muestra la secuencia de acido nucleico de la secuencia de sefializacion poliA de SV40.

La SEQ ID NO: 34 muestra la secuencia de nucleico de una primera secuencia de sefializacion bi-poliA de SV40.
La SEQ ID NO: 35 muestra la secuencia de acido nucleico de la secuencia de sefializacion bi- poliA de SV40.

La SEQ ID NO: 36 muestra la secuencia de acido nucleico de un a vector que codifica la construccion CAR 7241
anti CD 19 que comprende un dominio coestimulador 4-1BB. y una sefial poliA de SV40.

La SEQ ID NO: 37 muestra la secuencia de acido nucleico de un a vector que codifica la construcciéon CAR 7205
anti CD 19 que comprende un dominio coestimulador Novel6. y una sefal poliA de SV40.

La SEQ ID NO: 38 muestra la secuencia de acido nucleico de un a vector que codifica la construccion CAR 7206
anti CD 19 que comprende un dominio coestimulador Novel6 y una sefial bi poliA de SV40.

La SEQ ID NO: 39 muestra la secuencia de aminoacidos de un dominio coestimulador MyD88.

La SEQ ID NO: 40 muestra la secuencia de acido nucleico de un a vector que codifica la construccion CAR 7240
anti CD 19 que comprende MyD88 y dominios coestimuladores Novel6.

La SEQ ID NO: 41 muestra la secuencia de aminoacidos de los dominios FKBP12v36 de unién a ligando en
tandem.
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Las SEQ ID NO: 42 muestra la secuencia de acido nucleico de un vector que codifica la construccion CAR 7235
dirigida contra CD19 CAR que codifica una primera generacion de CAR y una construccién reguladora inducible
que comprende los dominios coestimuladores MyD88 y Novel6 y los dominios FKBP12v36 de unién a ligando en
tandem.

Descripcion detallada de la invencién

1.1 Referencias y definiciones

La patente y las referencias cientificas referidas en el presente documento establecen el conocimiento que esta
disponible para los expertos en la materia.

La presente divulgacion puede realizarse de diferentes formas y no debe interpretarse como limitada a las
realizaciones que se muestran en el presente documento. En su lugar, estas realizaciones se proporcionan para que
esta divulgacion sera minuciosa y completa, y transmitirda completamente el ambito de la presente divulgacion a los
expertos en la materia. Por ejemplo, las caracteristicas ilustradas con respecto a una realizacion se pueden incorporar
en otras realizaciones, y las caracteristicas ilustradas con respecto a una realizacion particular se pueden eliminar de
esa realizacion. Ademas, numerosas variaciones y adiciones de las realizaciones sugeridas en el presente documento
seran evidentes para los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion, que no se separan de la presente
divulgacion.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende comunmente una persona normalmente experta en la técnica a la cual
pertenece la presente divulgacion. La terminologia usada en la descripcion de la divulgacion del presente documento
tiene el fin de describir realizaciones particulares solamente y no pretende ser limitativa de la presente divulgacion.

Como se usa en el presente documento, "un", "uno", "una", o "el", "la" pueden significar uno o0 mas de uno. Por ejemplo,
"una" célula puede significar una Unica célula o una multiplicidad de células.

Como se usa en el presente documento, salvo 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".

Como se usa en el presente documento, un "dominio coestimulador” se refiere a un dominio polipeptidico que transmite
una sefal proliferativa intracelular y/o de supervivencia celular tras la activacion. Se puede producir la activacion de
un dominio coestimulador tras la homodimerizacion de dos polipéptidos de dominios coestimuladores. La activacion
también se puede producir, por ejemplo, tras la activacion de una construccién que comprende el dominio
coestimulador (por ejemplo, un receptor de antigeno quimérico o una construccion reguladora inducible). En general,
un dominio coestimulador se puede derivar de un receptor transmembrana coestimulador, particularmente de una
porcion intracelular de un receptor coestimulador. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos coestimuladores incluyen,
aunque no de forma limitativa, los dominios coestimuladores descritos en el presente documento, 4-1BB, CD28, ICOS,
0OX-40y CD27.

Como se usa en el presente documento, un "receptor de antigeno quimeérico" o "CAR" se refiere a un receptor disefiado
mediante ingenieria genética que injerta especificidad para un antigeno u otro ligando o molécula en una célula
inmunitaria efectora (por ejemplo, un linfocito T o linfocito NK). Un receptor de antigeno quimérico tipicamente
comprende al menos un dominio o resto de unién a ligando extracelular y un dominio intracelular que comprende uno
0 mas dominios de sefalizacion y/o dominios coestimuladores.

En algunas realizaciones, el dominio o resto de unién a ligando extracelular puede estar en forma de un fragmento
variable monocatenario (scFv) que deriva de un anticuerpo monoclonal, que proporciona especificidad para un epitopo
o antigeno concreto (por ejemplo, un epitopo o antigeno preferentemente presente sobre la superficie de una célula,
tal como una célula cancerosa u otra célula o particula que causa enfermedades). En algunas realizaciones, el scFv
se une a través de una secuencia enlazadora. En algunas realizaciones, el dominio de unién a ligando extracelular es
especifico para cualquier antigeno o epitopo de interés. En algunas realizaciones, el scFv estd humanizado. En
algunas realizaciones, el dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico comprende un autoantigeno
(véase, Payne y col. (2016) Science, Vol. 353 (6295): 179-184), que es reconocido por los receptores de linfocitos B
especificos del autoantigeno en los linfocitos B, ordenando asi a los linfocitos T a dirigirse y destruir de forma especifica
los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunitarias mediadas por anticuerpos. Dichos CAR se pueden
denominar receptores de autoanticuerpos quiméricos (CAAR), y la incorporacion de uno o mas dominios
coestimuladores descritos en el presente documento a dichos CAAR esta abarcada por la presente divulgacion.

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

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

Como se usa en el presente documento, una "construccion reguladora inducible" se refiere a una construccion
transmembrana o intracelular expresada en una célula que proporciona una sefal coestimuladora inducible para
fomentar la proliferacion celular, la supervivencia celular y/o la secrecion de citoquinas. Dichas construcciones
comprenden uno o mas dominios coestimuladores, tales como los descritos en el presente documento y/u otros
conocidos en la técnica, que proporcionan una sefial coestimuladora tras la activaciéon. En algunas realizaciones, se
induce una sefial coestimuladora, por ejemplo, mediante homodimerizacion de dos polipéptidos de construcciones
reguladoras inducibles. Una construccion reguladora inducible comprende generalmente un dominio de uniéon que
permite la homodimerizacion tras la unién de una molécula pequefia, un anticuerpo u otra molécula que permita la
homodimerizacién de dos polipéptidos de la construccion.

Como se usa en el presente documento, un "dominio coestimulador" se refiere a una sefal intracelular inducida por
un dominio coestimulador que fomenta la proliferacion celular, la expansion de una poblacion celular in vitro y/o in vivo,
fomenta la supervivencia celular, modula (por ejemplo, regula por exceso o por defecto) la secrecion de citoquinas,
y/o modula la produccion y/o la secrecion de otras moléculas inmunomoduladoras. En algunas realizaciones, se induce
una sefal coestimuladora tras la homodimerizacion de dos polipéptidos de dominios coestimuladores. En algunas
realizaciones, se induce una sefial coestimuladora tras la activacién de una construccién que comprende el dominio
coestimulador (por ejemplo, un receptor de antigeno quimérico o una construccién reguladora inducible).

Como se usa en el presente documento, el término "activacion" se refiere al estado de una célula (por ejemplo, un
linfocito T) que se ha estimulado suficientemente para inducir una funciéon efectora detectable. En algunas
realizaciones, la activacion se asocia con la produccion de citoquinas inducidas y/o la proliferacion y expansion celular
inducida.

Como se usa en el presente documento, la expresion "actividad antitumoral" o "efecto antitumoral" se refiere a un
efecto biolégico que se puede manifestar mediante una disminucion en el volumen tumoral, una disminucion en el
numero de células tumorales, una disminucién en el nUmero de metastasis, un aumento de la esperanza de vida, o
una mejora de diversos sintomas fisiolégicos asociados con la dolencia cancerosa. Se puede manifestar también un
"efecto antitumoral" por la capacidad de las células genéticamente modificadas de la presente divulgacion en la
prevencion de la aparicion de un tumor en el primer lugar.

Como se usa en el presente documento, con respecto a una proteina, la expresion "disefiado mediante ingenieria
genética" o "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, la expresiéon "disefiado mediante ingenieria genética" o
"recombinante” significa que tiene una secuencia de acido nucleico alterada como resultado de la aplicacion de
técnicas de ingenieria genética. Las técnicas de ingenieria genética incluyen, aunque no de forma limitativa, PCR y
tecnologias de clonacion de ADN; transfeccion, transformacion y otras tecnologias de transferencia de genes;
recombinacion homadloga; mutagénesis dirigida a sitio; y fusion génica. De acuerdo con esta definicion, una proteina
que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a una proteina de origen natural, pero producida por clonacion y
expresion en un hospedador heterélogo, no se considera recombinante.

Como se usa en el presente documento, el término "natural" se refiere a la secuencia de polinucleétido o polipéptido
de origen natural mas comun responsable de un fenotipo dado. Mientras que un alelo o polipéptido de natural puede
conferir un fenotipo normal en un organismo, un alelo o polipéptido mutante o variante puede, en algunos casos,
conferir un fenotipo alterado.

Tal como se usa en el presente documento con respecto a las proteinas recombinantes, el término "modificacién”
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 natural o nativa).

Como se usa en el presente documento, la expresion "recombinacion homodloga" o "HR" se refiere al procedimiento
celular natural en el que se repara una rotura de ADN bicatenario usando una secuencia de ADN homologa como un
molde del donante (véase, por ejemplo, Cahill y col. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La secuencia de ADN
homologa puede ser una secuencia cromosomica endégena o una secuencia episémica o un acido nucleico exdégeno
que se administré a la célula.

Como se usa en el presente documento, la expresion "union final no homologa" o "NHEJ" se refiere al procedimiento
celular natural en el que se repara una rotura de ADN bicatenario mediante la union directa de dos segmentos de ADN
no homalogos (véase, por ejemplo, Cahill y col. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976).

Como se usa en el presente documento, el término "reducido” se refiere a cualquier reduccién en los sintomas o la
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gravedad de una enfermedad o cualquier reduccioén en la proliferacion o el numero de células cancerosas. En cualquier
caso, Dicha 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 una reduccién parcial
y una reduccion completa de una patologia.

Como se usa en el presente documento, el término "aumentado” se refiere a cualquier aumento en la activacion,
proliferacion, o sefalizacion de las citoquinas de una célula modificada genéticamente para comprender un dominio
coestimulador desvelado en el presente documento, o un fragmento activo o una variante del mismo. Dicho aumento
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%,.0 mas. Se puede usar cualquier procedimiento para medir un aumento en la activacion,
proliferacion, o sefalizacion de citoquinas de una célula. Por ejemplo, el aumento en la activacion y/o expresion de las
citoquinas puede abarcar un aumento de la expresion de uno cualquiera de IFN-y, IL-2, TNF-a, o cualquier otra
citoquina que pueda usarse para determinar un cambio en la activacion y/o la proliferacion celular. En algunas
realizaciones, un aumento en la proliferacién abarca un aumento en el numero de células o en la divisién celular, e
incluye la expansion de una poblacién celular.

Tal como se usa en el presente documento con respecto tanto a las secuencias de aminoacidos como a las secuencias
de acidos nucleicos, las expresiones "porcentaje de identidad", "identidad de secuencia”, "porcentaje de similitud”,
"similitud de la 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 o nucleétidos alineados, y
que es funcién del nimero de restos o de nucledtidos 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. 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 del National Center
for Biotechnology Information (www.ncbi.nim.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. 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. 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: tamafio de palabra=3; penalizacién por apertura de
hueco=-11; penalizacién de extension de hueco=-1; y matriz de puntuacion=BLOSUM62. Como se usa en el presente
documento, el porcentaje de similitud de dos secuencias de acido nucleico es la puntuaciéon basada en los siguientes
parametros para el algoritmo BLASTn: tamafio de palabra=11; penalizacién por apertura de hueco=-5; penalizacion
de extension de hueco=-2; recompensa de coincidencia = 1; y penalizacion 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 modificacién en las primeras proteinas corresponde o se alinea con la posicion
de aminoacidos de la modificacién en la segunda proteina cuando las dos proteinas se someten a alineamientos de
secuencia estandar (por ejemplo, usando el programa BLASTp). Por lo tanto, la modificacion del resto "X" en el
aminoacido "A" en la primera proteina se correspondera con la modificacion del resto "Y" en 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.

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 moléculas de acidos nucleicos lineales o circulares. Una construccion
recombinante comprende una combinacion artificial o no natural de moléculas de acidos nucleicos, incluyendo, sin
limitacién, secuencias reguladoras y de codificacion. Aunque la construccidon recombinante como un completo no se
produce en la naturaleza, porciones de la construccion se pueden encontrar 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 de codificacion que provienen de la misma
fuente y se disponen de manera diferente a la encontrada en la naturaleza. Dicha construccion se puede usar por si
misma o se puede usar junto con un vector.

Como se usa en el presente documento, un "vector" o "vector de ADN recombinante" puede ser una construcciéon 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 eleccién 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 plasmidos y vectores de VAA recombinantes, o
cualquier otro vector conocido en esa técnica adecuado para administrar un gen que codifica un dominio coestimulador
de la presente divulgacion en una célula diana. El experto en la técnica es muy consciente de los elementos genéticos
que deben estar presentes en el vector para poder transformar, seleccionar y propagar con éxito las células
hospedadoras que comprenden cualquiera de las secuencias de nucleétidos o acidos nucleicos aislados de la presente
divulgacion.
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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 (VAA).

Como se usa en el presente documento, se pretende que la expresiéon "unido operativamente" signifique un enlace
funcional entre dos o mas elementos. Por ejemplo, un enlace operativo entre una secuencia de acido nucleico que
codifica una nucleasa como se desvela en el presente documento y una secuencia reguladora (por ejemplo, un
promotor) es un enlace funcional que permite la expresion de la secuencia de acido nucleico que codifica la nucleasa.
Los elementos unidos operativamente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se usa para referirse a la union
de dos regiones de codificacion de proteinas, por unido operativamente se pretende que las regiones de codificacion
estén en el mismo marco de lectura.

Como se usa en el presente documento, "transfectado" o "transformado” o "transducido" o "nucleofectado" se refiere
a un procedimiento por el cual el acido nucleico exdgeno se transfiere o introduce en la célula hospedadora. Una célula
"transfectada" o "transformada" o "transducida" es una que se ha transfectado, transformado o transducido con acido
nucleico exdgeno. La célula incluye la célula sujeto primaria y su descendencia.

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.

Como se usa en el presente documento, una "linfocito citolitico natural human" o "linfocito NK humano" o "linfocito
citolitico natural" o "linfocito NK" se refiere a un tipo de linfocito citotdxico critico para el sistema inmunitario innato. El
papel que los linfocitos NK juegan es analogo al de linfocitos T citotoxicos en la respuesta inmunoadaptativa de los
vertebrados. los linfocitos NK proporcionan respuestas rapidas a las células infectadas viricamente y responden a la
formacion del tumor, actuando en alrededor de 3 dias después de la infeccion. Los linfocitos NK humanos, y las células
que provienen de los mismos, incluyen linfocitos NK aislados que no se han pasado en cultivo, los linfocitos NK que
han sido pasados y mantenidos en condiciones de cultivo celular sin inmortalizacion, y los linfocitos NK que han sido
inmortalizados y se pueden mantener en condiciones de cultivo celular indefinidamente.

Como se usa en el presente documento, un "control" o "célula del control" se refiere a una célula que proporciona un
punto de referencia para medir cambios en el genotipo o fenotipo de una célula modificada genéticamente. Una célula
del control puede comprender, por ejemplo: (a) una célula natural, es decir, del mismo genotipo que el material de
partida para la alteracion genética que dio como resultado la célula modificada genéticamente; (b) una célula del mismo
genotipo que la célula modificada genéticamente pero que se ha transformado con una construccion nula (es decir,
con una construccion 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 se expresan condiciones, estimulos, o modificaciones
genéticas adicionales que inducirian la expresion del genotipo o fenotipo alterado.

La expresion "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para efectuar
resultados biolégicos y/o clinicos beneficiosos o deseables. La cantidad variara terapéuticamente dependiendo de la
(por ejemplo, célula modificada genéticamente, el linfocito T-CAR, el linfocito NK-CAR) formulacién o composicion, la
enfermedad y su gravedad, y la edad, el peso, la dolencia fisica y la sensibilidad del sujeto que se va a tratar. En
realizaciones especificas, una cantidad eficaz de una célula que comprende un dominio coestimulador desvelado en
el presente documento o de las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento reduce al menos
un sintoma o la progresion de una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" significa reducir la frecuencia o la gravedad
de al menos un signo o sintoma de una enfermedad o trastorno experimentado por un sujeto.

Como se usa en el presente documento, debe entenderse que el término "cancer" abarca cualquier enfermedad
neoplasica (ya sea o no invasiva o metastasica) que se caracteriza por un crecimiento celular anémalo. El cancer
invasivo o metastasico tiene el potencial de diseminarse a otras partes del cuerpo. Los canceres con divisién celular
descontrolada pueden producir crecimientos o tumores malignos mientras que los canceres con células que se dividen
lentamente pueden producir crecimientos o tumores benignos.

Como se usa en el presente documento, el término "carcinoma" se refiere a un crecimiento maligno constituido por
células epiteliales.

Como se usa en el presente documento, el término "leucemia" se refiere a neoplasias de los 6rganos/sistemas
hematopoyéticos y esta generalmente caracterizado por una proliferacion y desarrollo anémalo de leucocitos y sus
precursores en la sangre y la médula dsea.

Como se usa en el presente documento, El término "sarcoma" se refiere a un tumor que esta constituido por una
sustancia analoga al tejido conectivo embridnico y que generalmente estd compuesto de células estrechamente
empaquetadas incluidas en una sustancia fibrilar, heterogénea u homogénea.
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Como se usa en el presente documento, el término "melanoma" se refiere a un tumor que surge del sistema
melanocitico de la piel y otros érganos.

Como se usa en el presente documento, el término "linfoma" se refiere a un grupo de tumores de células de la sangre
que se desarrollan a partir de linfocitos.

Como se usa en el presente documento, el término "blastoma" se refiere a un tipo de cancer que esta producido por
neoplasias en células precursoras o blastos (tejido inmaduro o embriénico).

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. En algunas realizaciones, la
secuencia de reconocimiento para una meganucleasa de la presente divulgacion es de 22 pares de bases. Una
meganucleasa puede ser una endonucleasa que proviene de I-Crel, y puede referirse a una variante disefiada
mediante ingenieria genética de |-Crel que se ha modificado en relacion con la I-Crel natural con respecto a, por
ejemplo, la especificidad de unién al ADN, la actividad de escision del ADN, la afinidad de union al ADN o propiedades
de dimerizaciéon. Se conocen en la técnica los procedimientos para producir dichas variantes modificadas de I-Crel
(por ejemplo, el documento WO 2007/047859). Una meganucleasa como se usa en el presente documento se une a
un ADN bicatenario como un heterodimero. Una meganucleasa puede ser también una "meganucleasa
monocatenaria” en la que un par de dominios de unién al ADN se unen en un polipéptido Unico usando un enlazador
peptidico. La expresion "endonucleasa de referencia" es sinénima del término "meganucleasa”. Las meganucleasas
de la presente divulgacion son sustancialmente no toxicas 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.

Como se usa en el presente documento, la expresion "meganucleasa monocatenaria” se refiere a un polipéptido que
comprende un par de subunidades de nucleasa unidas por un enlazador. Una meganucleasa monocatenaria tiene la
organizacion: Subunidad extremo N - Enlazador - Subunidad extremo C. Las dos subunidades de meganucleasa
generalmente seran 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
palindromicas. Una meganucleasa monocatenaria se puede denominar "heterodimero monocatenario" o
"meganucleasa heterodimérica monocatenaria" aunque no es, de hecho, dimérica. En aras de la claridad, salvo que
se indique lo contrario, la expresidon "meganucleasa” se puede referir a una meganucleasa dimérica o monocatenaria.

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 Unico 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 propension a formar
una estructura tridimensional especifica en condiciones fisiolégicas. Un enlazador puede incluir, sin limitacion,
cualquiera de los abarcados por las patentes de Estados Unidos niumeros 8.445.251 y 9.434.931.

Como se usa en el presente documento, la expresion "nucleasa de dedo de zinc" o "ZFN" se refiere a proteinas
quiméricas que comprenden un dominio de unién a ADN de dedo de zinc fusionado a un dominio de nucleasa
procedente de una endonucleasa o exonucleasa, incluyendo, aunque no de forma limitativa, una endonucleasa de
restriccion, una endonucleasa de referencia, una nucleasa S1, una nucleasa de frijol mungo, una ADNasa |
pancreatica, una nucleasa micrococcica, y una endonucleasa HO de levadura. Los dominios de la nucleasa utiles para
el disefio de la nucleasa dedo de zinc incluyen los de la endonucleasa de restriccion de Tipo lls, incluyendo, aunque
no de forma limitativa Fokl, FoM, la enzima de restriccion Stsl. las endonucleasas de restriccion de Tipo lls adicionales
se describen en la Publicacion n.° WO 2007/014275. La estructura de un dominio de dedo de zinc se estabiliza a través
de la coordinacién de un ion zinc. Las proteinas de unién a ADN que comprenden uno o mas dominios de dedo y zinc
se unen al ADN en una manera especifica de secuencia. El dominio de dedo de zinc puede ser una secuencia nativa
o 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. Véanse, por ejemplo, las
patentes de Estados Unidos niumeros 5.789.538, 5.925.523, 6.007.988, 6.013.453, 6.200.759, y las publicaciones
internacionales numeros. WO 95/19431, WO 96/06166, WO 98/53057, WO 98/54311, WO 00/27878, WO 01/60970,
WO 01/88197 y WO 02/099084. Al fusionar este dominio de proteina disefiada mediante ingenieria genética con un
dominio de nucleasa, tal como la nucleasa Fokl, es posible dirigir las roturas de ADN con especificidad en el genoma.
La seleccion de los sitios diana, las proteinas dedo de zinc y los procedimientos para el disefio y la construccion de
nucleasas dedo de zinc son conocidas por los expertos en la materia y se describen en detalle en las publicaciones
de Estados Unidos numeros 20030232410, 20050208489, 2005064474, 20050026157, 20060188987 y la publicacion
internacional n.° WO 07/014275.

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 una pluralidad de repeticiones del dominio TAL fusionadas a un dominio de nucleasa
0 a una porcién activa del mismo procedente de una endonucleasa o exonucleasa, incluyendo, aunque no de forma
limitativa, una endonucleasa de restriccion, una endonucleasa de referencia, una nucleasa S1, una nucleasa de frijol
mungo, una ADNasa | pancreatica, una nucleasa microcdccica, y una endonucleasa HO de levadura. Véase, por
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ejemplo, Christian y col. (2010) Genetics 186:757-761. Los dominios de nucleasa utiles para el disefio de las TALEN
incluyen los de la endonucleasa de restriccion de Tipo lls, incluyendo, aunque no de forma limitativa Fokl, FoM, Stsl,
Hhal, Hindlll, Nod, BbvCl, EcoRlI, Bgll, y Alwl. las endonucleasas de restriccion de Tipo lls adicionales se describen
en la Publicacion n.° WO 2007/014275. En algunas realizaciones, el dominio de la nucleasa de TALEN es un dominio
de nucleasa Fokl o una porcién activa del mismo. Se pueden obtener repeticiones del dominio TAL a partir de la familia
de proteinas TALE (efector de tipo activador de la transcripcion) usada en el procedimiento de infeccion por patdgenos
vegetales del género Xanthomonas. Las repeticiones del dominio TAL son secuencias de 33-34 aminoacidos con los
aminoacidos 12°y 13° divergentes. Estas dos posiciones, denominadas dipéptidos variables de repeticion (RVD), son
muy variables y muestran una fuerte correlaciéon con el reconocimiento especifico de nucleétidos. Cada par de bases
en la secuencia del ADN diana se pone en contacto con una unica repeticién TAL, donde la especificidad es resultante
del RVD. En algunas realizaciones, la TALEN comprende 16-22 repeticiones del dominio TAL. La escision del ADN
con una TALEN requiere dos regiones de reconocimiento del ADN que flanquean una regidn central no especifica (es
decir, el "espaciador”). El término "espaciador”, en referencia a una TALEN, se refiere a la secuencia de acido nucleico
que separa las dos secuencias de acidos nucleicos reconocidas y unidas a cada monémero que constituye una
TALEN. Las repeticiones del dominio TAL pueden ser secuencias nativas procedentes de una proteina TALE de origen
natural o se pueden disefiar mediante medios ldgicos o experimentales para producir una proteina que se una a una
secuencia de ADN predeterminada (véase, por ejemplo, Boch y col. (2009) Science 326(5959):1509-1512 y Moscou
y Bogdanove (2009) Science 326(5959):1501). Véanse también, publicacion de Estados Unidos n.° 20110145940 y
publicacioén internacional n.° WO 2010/079430 para los procedimientos para disefiar mediante ingenieria genética una
TALEN que reconoce una secuencia especifica y los ejemplos de los RVD y sus nucledtidos diana correspondientes.
En algunas realizaciones, cada monémero de nucleasa (por ejemplo, Fokl) se puede fusionar con una secuencia
efectora de TAL que reconoce una secuencia de ADN diferente, y solo cuando los dos sitios de reconocimiento estan
en estrecha proximidad se juntan los mondmeros inactivos para crear una enzima funcional.

Como se usa en el presente documento, la expresién "TALEN compacta" se refiere a una endonucleasa que
comprende un dominio de unién a ADN con una o mas repeticiones del dominio TAL fusionadas en cualquier
orientacion con cualquier porcion de la endonucleasa dirigida I-Tevl o cualquiera de las endonucleasas relacionadas
en la Tabla 2 de la solicitud de Estados Unidos n.° 20130117869, incluyendo, aunque no de forma limitativa Mmel,
EndA, End1, I-Basl, I-Tevll, I-Tevlll, I-Twol, Mspl, Mval, NucA, y NucM. Las TALEN compactas no requieren
dimerizacién para la actividad de procesamiento del ADN, aliviando la necesidad de sitios diana dobles con
espaciadores de ADN intervinientes. En algunas realizaciones, la TALEN compacta comprende 16-22 repeticiones del
dominio TAL.

Como se usa en el presente documento, el término "CRISPR" se refiere a una endonucleasa basada en caspasa que
comprende una caspasa, tal como Cas9, y un ARN guia que dirige la escision del ADN de la caspasa mediante
hibridaciéon con un sitio de reconocimiento en el ADN gendmico. El componente de caspasa de un CRISPR es una
endonucleasa de ADN guiada por ARN. En determinadas realizaciones, la caspasa es una enzima Cas de clase Il. En
algunas de estas realizaciones, la caspasa es una enzima de tipo Il de clase Il, tal como Cas9. En otras realizaciones,
la caspasa es una enzima de tipo V de clase II, tal como Cpf1. El ARN guia comprende una repeticion directa y una
secuencia guia (denominada a menudo como un espaciador en el contexto de un sistema CRISPR endégeno), que
es complementario del sitio de reconocimiento de la diana. En determinadas realizaciones, el CRISPR comprende
ademas un tracrRNA (un ARN de CRISPR transactivante) que es complementario (total o parcialmente) de una
secuencia de repeticion directa (denominada algunas veces secuencia tracrmato) presente en el ARN guia. En
realizaciones particulares, la caspasa puede estar mutada con respecto a la correspondiente enzima natural de manera
que la enzima carece de la capacidad de escindir una hebra de un polinucleétido diana, funcionando como una nickasa,
escindiendo solo una hebra individual del ADN diana. Los ejemplos no limitantes de enzimas caspasa que funcionan
como una nickasa incluyen enzimas Cas9 con una mutacion D10A en el dominio catalitico RuvC I, o con una mutacion
H840A, N854A, o N863A.

Como se usa en el presente documento, el término "megaTAL" se refiere a una nucleasa monocatenaria que
comprende un dominio de unién a ADN efector de tipo activador de la transcripciéon (TALE) con una endonucleasa de
referencia especifica de secuencia disefiada mediante ingenieria genética.

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 una pareja de "semisitios" de 9 pares de bases invertidas que estan separados por cuatro
pares de bases. En el caso de una meganucleasa monocatenaria, el dominio del extremo N de la proteina entra en
contacto con un primer semisitio y el dominio del extremo C de la proteina entra en contacto con un segundo semisitio.
La escisidon con una meganucleasa produce cuatro "salientes" de pares de bases en 3'. Los "salientes" o "extremos
pegajosos” son segmentos cortos de ADN monocatenario que se pueden producir mediante la escision de la
endonucleasa de una secuencia de ADN bicatenario. En el caso de meganucleasas y meganucleasas monocatenarias
derivadas de I-Crel, el saliente comprende 10-13 bases de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases. En
el caso de una TALEN compacta, la secuencia de reconocimiento puede comprender una primera secuencia CNNNGN
que es reconocida por el dominio I-Tevl, seguida de un espaciador no especifico de 4-16 pares de bases de longitud,
seguida de una segunda secuencia de 16-22 pb de longitud que es reconocida por el dominio efector TAL (esta
secuencia tipicamente tiene una base T en &'). La escision con una TALEN compacta 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
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pares de bases, a la que se une el ARN guia para dirigir la escisién de Cas9. No se requiere necesariamente la
complementariedad total entre la secuencia guia y la secuencia de reconocimiento para efectuar la escision. La
escision mediante una CRISPR puede producir extremos enromados (tal como mediante una caspasa de tipo Il de
clase Il) o extremos en forma de salientes (tal como mediante una caspasa de tipo V de clase Il), dependiendo de la
caspasa. En aquellas realizaciones en las que se utiliza una caspasa Cpfl, la escision mediante el complejo CRISPR
que comprende la misma dara como resultado salientes en 5' y, en determinadas realizaciones, salientes de 5
nucleotidos en 5'. Cada enzima caspasa requiere también el reconocimiento de una secuencia PAM (motivo adyacente
al protoespaciador) que esta proxima a la secuencia de reconocimiento complementaria del ARN guia. La secuencia
precisa, los requisitos de longitud de la PAM y la distancia de la secuencia diana difieren dependiendo de la enzima
caspasa, pero las PAM son normalmente secuencias de 2-5 pares de bases adyacentes a la secuencia de
reconocimiento diana. Se conocen en la técnica secuencias PAM de enzimas caspasa concretas (véanse, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos n.° 8.697.359 y la publicacion de Estados Unidos n.°. 20160208243) y las secuencias
PAM de enzimas caspasa novedosas o disefiadas mediante ingenieria genética se pueden identificar usando
procedimientos conocidos en la técnica, tales como el ensayo de agotamiento de PAM (véase, por ejemplo, Karvelis
y col. (2017) Methods 121-122:3-8, que se incorpora en el presente documento en su totalidad).

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.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "gen alfa del receptor de linfocitos T" o "gen alfa TCR" se
usan de manera indistinta y se refieren al locus de un linfocito T que codifica una subunidad alfa del receptor de
linfocitos T. El receptor alfa de linfocitos T puede referirse al gen NCBI con el nimero ID 6955, antes o después de la
redisposicion. Tras la redisposicion, el gen alfa del receptor de linfocitos T comprende un promotor enddgeno,
segmentos V y J redispuestos, un sitio donante endégeno de corte y empalme, un intrén, un sitio aceptor endégeno
de corte y empalme, y el locus de la region constante alfa del receptor de linfocitos T, que comprenden los exones que
codifican la subunidad.

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen de la region constante alfa del receptor de linfocitos T" se
refiere a la secuencia de codificacion del gen alfa del receptor de linfocitos T. el gen de la regiéon constante alfa del
receptor de linfocitos T incluye la secuencia natural, y las variantes funcionales de la misma, identificadas mediante el
NCBI Gen ID NO. 28755.

Como se usa en el presente documento, la enumeracién de un intervalo numérico para una variable pretende transmitir
que la presente divulgacion se puede llevar a la 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 forma 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 con valores
entre 0 y 2 puede tomar los valores 0, 1 0 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 divulgacion esta basada, en parte, en el descubrimiento de que los dominios coestimuladores disefiados
mediante ingenieria genética pueden demostrar actividad equivalente o superior en comparacién con dominios
coestimuladores convencionales. En ejemplos especificos, los dominios coestimuladores desvelados en el presente
documento tienen actividad coestimuladora equivalente o superior en términos de proliferacion celular tras la activacion
inducida por antigenos y/o la secrecién de citoquinas. En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica uno de los dominios coestimuladores
desvelados en el presente documento. En algunas realizaciones, el dominio coestimulador se expresa en una célula
modificada genéticamente como parte de una construccion tal como, por ejemplo, un receptor de antigeno quimérico
0 una construccién reguladora inducible. En consecuencia, se proporcionan células que comprenden los novedosos
dominios coestimuladores desvelados en el presente documento, asi como procedimientos para preparar células que
comprenden los novedosos dominios coestimuladores. Se desvelan ademas en el presente documento células
genéticamente modificadas que comprenden un dominio coestimulador desvelado en el presente documento para su
uso en reducir los sintomas o la gravedad de una enfermedad. En algunas realizaciones, la administracion de células
genéticamente modificadas que comprenden los dominios coestimuladores desvelados en el presente documento
reduce los sintomas o la gravedad de las enfermedades, tales como canceres, trastornos autoinmunitarios y otras
dolencias que se pueden dirigir mediante células genéticamente modificadas de la presente divulgacion. Se desvelan
también en el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden una célula modificada
genéticamente desvelada en el presente documento y un transportador farmacéuticamente aceptable para su uso en
los procedimientos de inmunoterapia para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita.

2.2 Moléculas de acidos nucleicos que codifican dominios coestimuladores
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Se proporcionan en el presente documento moléculas de acidos nucleicos que codifican novedosos dominios
coestimuladores y variantes de los mismos que tienen actividad coestimuladora (es decir, variantes activas). Se puede
determinar la actividad coestimuladora de un dominio individual usando cualquier procedimiento conocido en la técnica
que mida la activacion, proliferacion y secrecion de citoquinas de células, tales como células inmunitarias. Un ejemplo
de dicho procedimiento es el desvelado en Linsley y col., Journal of Experimental Medicine 176 (1992), 1595-604. Los
ejemplos incluyen ademas aquellos procedimientos descritos en el presente documento para medir la proliferacion
celular y la secrecion de citoquinas.

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

Se proporcionan también en el presente documento variantes activas de las secuencias de acidos nucleicos que
codifican los dominios coestimuladores desvelados en el presente documento, en el que las secuencias variantes de
acidos nucleicos codifican un dominio que tiene actividad coestimuladora. Se proporcionan ademas variantes de los
dominios coestimuladores desvelados en el presente documento que retienen la actividad coestimuladora. 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 y/o
adicién de uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios internos de la proteina natural y/o sustitucién de uno o mas
aminoacidos en uno o mas sitios del polipéptido natural. De manera analoga, un polinucleétido "variante" es un
polinucledtido que proviene del polinucleétido "natural” mediante delecién y/o adicion de uno o mas acidos nucleicos
en uno o mas sitios de la secuencia del nucleétido natural. Como se usa en el presente documento, un polinucleétido
o polipéptido "natural" comprende una secuencia original a partir de la cual se obtienen las variantes. Las secuencias
de acidos nucleicos precursoras de los polinucleétidos variantes que codifican dominios coestimuladores pueden
incluir las SEQ ID NOS: 1-4. De manera analoga, las secuencias de polipéptidos precursoras de los polipéptidos
variantes que codifican los novedosos dominios coestimuladores pueden incluir las SEQ ID NOS: 5-8.

Las variantes de los polipéptidos abarcadas por la divulgacion son biolégicamente activas. Es decir, contindan
poseyendo la actividad biolégica deseada de la proteina natural; es decir, la actividad coestimuladora. Dichas variantes
pueden ser el resultado, por ejemplo, de la manipulacion humana. Las variantes biolégicamente activas de un dominio
coestimulador natural de la divulgacién (por ejemplo, las SEQ ID NOS: 5-8), o las variantes de las secuencias de
acidos nucleicos naturales (por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1-4) que codifican los dominios coestimuladores desvelados
en el presente documento, tendran al menos aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 45 %,
aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 55 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 65 %,
aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %,
aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 91 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %,
aproximadamente un 94 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %,
aproximadamente un 98 % o aproximadamente un 99 %, de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
del polipéptido natural o la secuencia del acido nucleico del polinucleétido natural, segun lo determinado por los
programas de alineacion de secuencia y los parametros descritos en otra parte del presente documento. Una variante
bioldgicamente activa de un dominio coestimulador de la divulgacion puede diferir de dicho dominio coestimulador en
tan solo aproximadamente 1-20 restos de aminoacidos, tan solo como aproximadamente 1-10, tan solo como
aproximadamente 1-5, tan solo como aproximadamente 4, tan solo como 3, 2 o incluso 1 resto de aminoacido.

Los polipéptidos de la divulgacion pueden alterarse de diversas maneras incluyendo sustituciones, deleciones,
truncamientos e inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para dichas manipulaciones son generalmente
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos por mutaciones
en el ADN. Los procedimientos para la mutagénesis y alteraciones de polinucleétidos son bien conocidos en la técnica.
Véanse, 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 citadas en el mismo. Se pueden encontrar
directrices sobre las sustituciones de aminoacidos apropiadas que no afectan a la actividad biolégica 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 dptimas.

Dependiendo del contexto, "fragmento” se refiere a una porcion de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o
proteina, o un polipéptido que codifica una porcién de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido o proteina. Los
fragmentos pueden retener la actividad de la proteina original y, por tanto, dichos fragmentos "activos" incluyen, por
ejemplo, los fragmentos de un dominio coestimulador, tales como un fragmento de una cualquiera de la SEQ ID NO:
5-8 que retiene la actividad coestimuladora. Un fragmento de una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 811500 T3

coestimulador, tal como un fragmento de una cualquiera de las SEQ ID NOS: 1-4 puede codificar un fragmento de
proteina que es biolégicamente activo. Se puede preparar un fragmento de nucledtido biolégicamente activo aislando
una porcién de la secuencia de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador, expresando la porcién codificada
del dominio coestimulador, y evaluando la actividad de la porcion codificada del dominio coestimulador. Los fragmentos
de dominios coestimuladores incluyen fragmentos de las SEQ ID NOS: 5-8. Los fragmentos de los dominios
coestimuladores comprenden al menos aproximadamente 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 0 42 aminoacidos.

Las variantes o fragmentos de los dominios coestimuladores desvelados en el presente documento pueden
comprender al menos un motivo de unién al Factor asociado a TNFR (TRAF), citados en el presente documento como
motivos TRAF. Los ejemplos de motivos TRAF proporcionados en el presente documento incluyen, aunque no de
forma limitativa, QMED (SEQ ID NO:9), QEED (SEQ ID NO:10), y EEEG (SEQ ID NO:11). Por ejemplo, las variantes
o fragmentos activos de los dominios coestimuladores desvelados en el presente documento pueden comprender la
SEQID NO:9y 110laSEQID NO: 10y 11.

Los dominios coestimuladores o las variantes o fragmentos de los mismos pueden comprender dos motivos TRAF
separados por una region espaciadora. Como se usa en el presente documento, la expresion "region espaciadora" se
refiere a la region entre dos motivos TRAF previstos de un dominio coestimulador. La region espaciadora puede
comprender una de las siguientes secuencias de aminoacidos: ASSCRCPQ (SEQ ID NO: 12), ASSCRFPE (SEQ ID
NO: 13), ASSCRFPQ (SEQ ID NO: 14), y ASSCRAPS (SEQ ID NO: 15). En dominios coestimuladores de variante
activa especifica, la region espaciadora de la SEQ ID NO: 12 esta localizada entre los motivos de unién TRAF de la
SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 11. En otros dominios coestimuladores de variante activa, la region espaciadora de la
SEQ ID NO: 13 esta localizada entre los motivos de unién TRAF de la SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 11. En algunos
dominios coestimuladores de variante activa, la region espaciadora de la SEQ ID NO: 14 esta localizada entre los
motivos de union TRAF de la SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 11. En otros dominios coestimuladores de variante
activa, la region espaciadora de la SEQ ID NO: 15 esta localizada entre los motivos de union TRAF de la SEQ ID NO:
10 y la SEQ ID NO: 11. Como alternativa, la region espaciadora podria ser cualquier secuencia que mantenga la
actividad coestimuladora del dominio variante.

En determinadas realizaciones, se proporcionan casetes de expresion o construcciones de expresion para la expresion
de al menos un dominio coestimulador desvelado en el presente documento, o una variante activa del mismo, en una
célula. En algunas realizaciones, el casete incluye secuencias reguladoras en 5' y 3' unidas operativamente a una
molécula de acido nucleico proporcionada en el presente documento que codifica un novedoso dominio coestimulador,
0 una variante activa del mismo. Se pretende que "unido operativamente" signifique un enlace funcional entre dos o
mas elementos. Por ejemplo, un enlace operativo entre una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio
coestimulador como se desvela en el presente documento y una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor) es
un enlace funcional que permite la expresion de la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio coestimulador.
Los elementos unidos operativamente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se usa para referirse a la union
de dos regiones de codificacion de proteinas, por unido operativamente se pretende que las regiones de codificacion
estén en el mismo marco de lectura.

En algunas realizaciones, el casete comprende ademas al menos un gen adicional que se va a cotransformar en una
célula. En realizaciones adicionales, el gen o los genes adicionales se proporcionan en multiples casetes de expresion.
En algunas realizaciones, dicho casete de expresion se proporciona con una pluralidad de sitios de restriccion y/o
sitios de recombinacion para la insercion de un polinucleétido recombinante que esté bajo el control de la transcripcion
de las regiones reguladoras. En algunas realizaciones, el casete de expresion contiene adicionalmente genes
marcadores seleccionables.

En algunas realizaciones, el casete de expresion incluye, en la direccion 5'-3' de la transcripcion, una region de inicio
de la transcripcion y la traduccion (es decir, un promotor), una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio
coestimulador, o una variante activa de la misma, como se desvela en el presente documento, y una region de
terminacion de la transcripcion y la traduccion (es decir, una regiéon de terminacién) funcional en las células
genéticamente modificadas de la presente divulgacion. Las regiones reguladoras (es decir, promotores, regiones
reguladoras de la transcripcion y regiones de terminacion de la traduccién) y/o una molécula de acido nucleico
proporcionada en el presente documento pueden ser naturales/analogas respecto de la célula hospedadora o entre
si. Como alternativa, las regiones reguladoras y/o una molécula de acido nucleico proporcionada en el presente
documento pueden ser heterologas para la célula hospedadora o entre si. Como se usa en el presente documento,
"heterdloga” en referencia a una secuencia es una secuencia que se origina a partir de especies extrafias o, si se
origina a partir de la misma especie, esta sustancialmente modificada a partir de su forma natural en la composicion
y/o en el locus gendmico mediante intervencion humana deliberada. Por ejemplo, un promotor unido operativamente
a una molécula de acido nucleico heteréloga es de una especie diferente de la especie a partir de la cual se obtuvo la
molécula de acido nucleico o, si procede de la misma especie o de una especie anadloga, una o ambas estan
modificadas sustancialmente a partir de su forma y/o locus gendmico original, o bien el promotor no es el promotor
natural de la molécula de acido nucleico unida operativamente. Como alternativa, las regiones reguladoras y/o la
molécula de acido nucleico proporcionada en el presente documento pueden ser enteramente sintéticas.

La region de terminacion puede ser natural con la regién de inicio de la transcripcion, puede ser natural con la molécula
de acido nucleico unida operativamente, puede ser natural con la célula hospedadora, o puede obtenerse a partir de
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otra fuente (es decir, extrafia o heterdloga) al promotor, la molécula de acido nucleico, la célula hospedadora o
cualquier combinacién de los mismos. En la preparacion del casete de expresion, se pueden manipular los diversos
fragmentos de ADN, con el fin de proporcionar las secuencias de ADN en la orientaciéon adecuada. Con este fin, se
pueden emplear adapteros o enlazadores para unir los fragmentos de ADN o pueden estar implicadas otras
manipulaciones para proporcionar sitios de restriccion convenientes, la eliminacién de ADN superfluo, la eliminacion
de sitios de restriccion, o similares. A tal fin, pueden estar implicadas la mutagénesis in vitro, la reparacion de
cebadores, la restriccion, la hibridacion, las resustituciones, por ejemplo, transiciones y transversiones.

En algunas realizaciones, se usan numerosos promotores en los casetes de expresion proporcionados en el presente
documento. Un ejemplo de un promotor adecuado es la secuencia promotora temprana inmediata del citomegalovirus
(CMV). Esta secuencia promotora es una secuencia promotora fuerte constitutiva capaz de impulsar altos niveles de
expresion de cualquier secuencia de polinucledtido unida operativamente a la anterior. Otro ejemplo de un promotor
adecuado es el Factor-1 a de crecimiento del alargamiento (EF-1 a). Sin embargo, se pueden usar también otras
secuencias promotoras constitutivas, incluyendo, aunque no de forma limitativa el promotor temprano del virus 40 de
simio (SV40), promotor del virus del tumor mamario de raton (MMTV), promotor de repeticion terminal larga (LTR) del
virus de la inmunodeficiencia humana, promotor de MoMuLV, un promotor del virus de la leucemia de aves, el promotor
temprano inmediato de un virus de Epstein-Barr, el promotor de un virus del sarcoma de Rous, asi como promotores
de genes humanos tales como, aunque no de forma limitativa, el promotor de la actina, el promotor de la miosina, el
promotor de la hemoglobina, y el promotor de la creatina quinasa. Ademas, la presente divulgacion no debe limitarse
al uso de promotores constitutivos. Se contemplan también promotores inducibles como parte de la presente
divulgacion. El uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de activar la expresion de la
secuencia del polinucleétido que esta unida operativamente cuando se desea dicha expresion, o desactivar la
expresion cuando no se desea la expresion. Los ejemplos de promotores inducibles incluyen, aunque no de forma
limitativa, un promotor de la metalotionina, un promotor glucocorticoide, un promotor de la progesterona, y un promotor
de la tetraciclina. Se contemplan también promotores sintéticos como parte de la presente divulgacion, por ejemplo,
el promotor el promotor JeT (véase, el documento WO/2002/012514).

En algunas realizaciones, los promotores se seleccionan basandose en el resultado deseado. Se reconoce que se
pueden potenciar las diferentes aplicaciones mediante el uso de diferentes promotores en los casetes de expresion
para modular la temporizacién, la localizacién y/o el nivel de expresion de los polinucledtidos desvelados en el presente
documento. Dichas construcciones de expresion pueden contener también, si se desea, una region reguladora del
promotor (por ejemplo, una que confiera una expresion inducible, constitutiva, regulada ambientalmente o durante el
desarrollo, o una expresion selectiva especifica de célula o tejido), un sitio de inicio de la transcripcion, un sitio de
union a ribosoma, una sefal de procesamiento del ARN, un sitio de terminacion de la transcripcion, y/o una sefial de
poliadenilacion.

A fin de evaluar la expresién de un dominio coestimulador o polipéptido CAR que comprende un dominio
coestimulador, el casete de expresion puede contener también cualquier gen marcador seleccionable o un gen
indicador, o ambos, para facilitar la identificacion y seleccion de células que expresan de entre la poblacion de células
que se desea transfectar o infectar a través de vectores viricos. En otros aspectos, el marcador seleccionable puede
transportarse en una pieza de ADN separada y usarse en un procedimiento de cotransfeccion. Tanto los marcadores
seleccionables como los genes indicadores pueden estar flanqueados por secuencias reguladoras adecuadas para
permitir le expresion en las células hospedadoras. Los marcadores seleccionables utiles incluyen, por ejemplo, genes
de resistencia a antibidticos y genes marcadores fluorescentes.

Se proporcionan casetes de expresion que comprenden moléculas de acidos nucleicos que codifican los CAR,
incluyendo al menos un dominio coestimulador o una variante activa del mismo, desvelados en el presente documento.
Como se usa en el presente documento, un "casete de expresion de CAR" se refiere a un casete de expresion que
comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica un CAR. Un casete de expresion de CAR puede
codificar un CAR sin un dominio coestimulador. Un casete de expresién de CAR puede codificar también un CAR que
comprende un dominio coestimulador, como se desvela en el presente documento o puede codificar un CAR que
comprende un dominio coestimulador que no se desvela en el presente documento. Por ejemplo, un casete de
expresion puede comprender una o mas secuencias que codifican un dominio de unién a ligando extracelular y un
dominio estimulador intracelular que comprende un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se
desvela en el presente documento. El dominio de union a ligando extracelular puede ser especifico para un antigeno
de una célula cancerosa, tal como, por ejemplo, un antigeno especifico de un linfoma de linfocitos B.

El casete de expresion puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD 19, El dominio coestimulador Novell
(SEQ ID NO: 5),0 una variante activa del mismo, y un dominio de sefializacion CD3¢. El casete de expresion puede
codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD 19, el dominio coestimulador Novel3 (SEQ ID NO: 6), o una variante
activa del mismo, y un dominio de sefializacion CD3C. El casete de expresion puede codificar un CAR que comprende
un scFv anti-CD 19, el dominio coestimulador Novel5 (SEQ ID NO: 7), o una variante activa del mismo, y un dominio
de sefializacion CD3¢. El casete de expresion puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD 19, el dominio
coestimulador Novel6 (SEQ ID NO: 8), o una variante activa del mismo, y un dominio de sefializacién CD3(. Se
contempla que estos casetes de expresion puedan disefiarse mediante ingenieria genética para tener especificidad
para cualquier antigeno o molécula especifica de enfermedad adecuada.
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Se proporcionan también casetes de expresién que comprenden moléculas de acidos nucleicos que codifican una
construccion inducible incluyendo al menos un dominio coestimulador desvelado en el presente documento, o una
variante activa del mismo. Como se usa en el presente documento, un "casete de expresion reguladora” se refiere a
un casete de expresion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una construccion reguladora
inducible. Un casete de expresion puede ser un casete de expresion de CAR y un casete de expresion reguladora. Un
casete de expresién unico puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica un CAR que no comprende
un dominio coestimulador de una cualquiera de las SEQ ID NOS: 5-8, o fragmentos activos o variantes de los mismos,
y una secuencia de nucleotidos que codifica una construccion reguladora inducible como se describe en el presente
documento.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los casetes de expresion comprenden secuencias que codifican un dominio de
union y al menos un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se desvela en el presente
documento, en el que una molécula pequefia, anticuerpo, u otra molécula se une al dominio de unién para inducir la
dimerizacién de dos construcciones reguladoras inducibles. En algunas realizaciones, dicha dimerizacion inicia la
sefial coestimuladora a la célula para fomentar la proliferacion, la supervivencia y/o la secreciéon de citoquinas. En
algunas realizaciones, en las que el dominio de union puede unirse a una molécula pequefia, el dominio de union
comprende un analogo de FKBP12 (por ejemplo, que comprende una sustitucién F36V) y la molécula pequefna es
rimiducid (es decir, AP1903). Se contemplan en la presente divulgacion cualesquiera dominios de unién conocidos en
la técnica que sean Uutiles en dichas construcciones reguladoras inducibles, tales como los interruptores de seguridad
de las células CART y similares.

El casete de expresion puede codificar una construccion reguladora inducible que comprende un dominio de unién y
el dominio coestimulador Novell (SEQ ID NO: 5), o una variante activa del mismo. El casete de expresion puede
codificar una construccion reguladora inducible que comprende un dominio de unién y el dominio coestimulador
Novell3 (SEQ ID NO: 6), o una variante activa del mismo. El casete de expresion puede codificar una construccién
reguladora inducible que comprende un dominio de unién y el dominio coestimulador Novel5 (SEQ ID NO: 7), o una
variante activa del mismo. El casete de expresion puede codificar una construccion reguladora inducible que
comprende un dominio de unién y el dominio coestimulador Novel6 (SEQ ID NO: 8), o una variante activa del mismo.

Se proporcionan también en el presente documento vectores que comprenden moléculas de acidos nucleicos que
codifican los novedosos dominios coestimuladores de la presente divulgacion. En algunas realizaciones, los vectores
comprenden una molécula de acido nucleico que codifica los novedosos dominios coestimuladores o un casete de
expresion como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos que codifican
los dominios coestimuladores desvelados en el presente documento se clonan en numerosos tipos de vectores. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el acido nucleico se clona en un vector que incluye, aunque no se limita a un
plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal y un cosmido. Los vectores de particular interés incluyen
vectores de expresion, vectores de replicacion, vectores de generacion de sondas y vectores de secuenciacion.

En realizaciones especificas, las moléculas de acidos nucleicos que codifican un dominio coestimulador se
proporcionan en vectores viricos, tales como vectores retroviricos, vectores lentiviricos, vectores adenoviricos, y
vectores de virus adenoasociados (VAA). La tecnologia de vectores viricos es bien conocida en la técnica y se
describe, por ejemplo, en Sambrook y col. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York), y en otra virologia y manuales de biologia molecular. Los virus, que son Utiles como vectores
incluyen, aunque no de forma limitativa, retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus del hespes, y lentivirus.
En general, un vector adecuado contiene un origen de replicacién funcional en al menos un organismo, una secuencia
promotora, sitios de la endonucleasa de restriccion convenientes, y uno o mas marcadores seleccionables, (por
ejemplo, documentos WO 01/96584; documentos WO 01/29058; y patente de Estados Unidos n.° 6,326,193).

2.3 Receptores de antigenos quiméricos (CAR) y construcciones reguladoras inducibles

Se proporcionan en el presente documento células genéticamente modificadas que expresan un receptor de antigeno
quimérico de la superficie celular (CAR). En general, un CAR de la presente divulgacién comprendera al menos un
dominio extracelular y un dominio intracelular. En algunas realizaciones, el dominio extracelular comprende un
elemento de unién especifica a diana denominado por otra parte como dominio o resto de unién a ligando. En algunas
realizaciones, el dominio intracelular, o dominio citoplasmico, comprende al menos un dominio coestimulador, o una
variante activa del mismo, como se desvela en el presente documento y uno o mas dominios de sefializacion tales
como, por ejemplo, ¢ de CD3. Por ejemplo, los CAR desvelados en el presente documento pueden comprender un
dominio intracelular que comprende al menos un dominio coestimulador, tales como los proporcionados en las SEQ
ID NOS: 5-8, o una variante activa de los mismos. Los CAR desvelados en el presente documento pueden comprender
al menos dos dominios coestimuladores, en los que al menos uno de los dominios coestimuladores es como se
muestra en las SEQ ID NOS: 5-8, o un fragmento activo o variante desvelada en el presente documento.

En algunas realizaciones, un CAR de la presente divulgacion comprende un elemento extracelular de union especifica
a diana denominado por otra parte como dominio o resto de union a ligando. La eleccién del dominio de unién a ligando
depende del tipo y el nimero de ligandos que definen la superficie de una célula diana. Por ejemplo, el dominio de
union a ligando se puede seleccionar para reconocer un ligando que actia como marcador superficial celular sobre
las células diana asociadas con una patologia concreta. Por lo tanto, los ejemplos de marcadores superficiales
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celulares que pueden actuar como ligandos para el dominio de union a ligando en el CAR de la presente divulgacion
pueden incluir los asociados con infecciones viricas, bacterianas y parasiticas, enfermedades autoinmunitarias, y
células cancerosas. En algunas realizaciones, el CAR de la presente divulgacion se disefia mediante ingenieria
genética para dirigirse a un antigeno tumoral de interés por genomodificacion de un resto de unién a ligando deseado
que se une especificamente a un antigeno en una célula tumoral. En el contexto de la presente divulgacion, "antigeno
tumoral" se refiere a antigenos que son comunes a trastornos hiperproliferativos especificos tales como cancer.

En algunas realizaciones, el dominio de unién a ligando extracelular del CAR es especifico para cualquier tumor
antigeno o epitopo de interés. Como ejemplos no limitantes, en algunas realizaciones, el antigeno de la diana es un
antigeno superficial asociado a tumor, tal como ErbB2 (HER2/neu), antigeno carcinoembriénico (CEA), molécula de
adhesion a células epiteliales (Ep-CAM), receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), variante Ill de EGFR
(EGFRuvIIl), CD19, CD20, CD30, CD40, disialogangliosido GD2, mucina del conducto epitelial, gp36, TAG-72,
glicoesfingolipidos, antigeno asociado a glioma, gonadotropina coriénica humana B, alfafetoproteina (AFP), AFP
reactiva a lectina, tiroglobulina, RAGE-1, MN-CA IX, transcriptasa inversa de la telomerasa humana, RU1, RU2 (AS),
carboxil esterasa intestinal, mut hsp70-2, M-CSF, prostasa, antigeno especifico de préstata (PSA), PAP, NY-ESO-1,
LAGA-Ia, p53, prosteina, PSMA, supervivencia y telomerasa, antigeno tumoral-1 de carcinoma de prostata (PCTA-1),
MAGE, ELF2M, neutrdfilo elastasa, efrina B2, CD22, factor de crecimiento de la insulina (IGF1)-1, IGF-II, receptor de
IGFI, mesotelina, una molécula del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) que presenta un epitopo peptidico
especifico de tumor, 5T4, ROR1, Nkp30, NKG2D, antigenos de tumores estromales, el dominio A extra (EDA) y el
dominio B extra (EDB) de la fibronectina y el dominio Al de la tenascina-C (TnC Al) y la proteina asociada a fibroblastos
(fap); un antigeno especifico de linaje o especifico de tejido tal como CD3, CD4, CD8, CD24, CD25, CD33, CD34,
CD133, CD138, CTLA-4, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), endoglina, una molécula del complejo de histocompatibilidad
mayor (CMH), BCMA (CD269, TNFRSF 17), CS1, o un antigeno superficial especifico de virus tal como un antigeno
especifico del VIH (tal como VIH gpl20); un antigeno especifico del VEB, un antigeno especifico del CMV, un antigeno
especifico del VPH tal como las oncoproteinas E6 o E7, un antigeno especifico del virus de Lasse, un antigeno
especifico del virus de la gripe, asi como cualquier derivado o variante de estos marcadores superficiales. En una
realizacion particular de la presente divulgacion, el dominio de unién a ligando es especifico para CD19.

En algunas realizaciones, el dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico comprende ademas un
autoantigeno (véase, Payne y col. (2016) Science, Vol. 353 (6295): 179-184), que puede ser reconocido por los
receptores de linfocitos B especificos de autoantigeno en linfocitos B, ordenando asi a los linfocitos T a dirigirse y
destruir de forma especifica los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunitarias mediadas por
anticuerpos. Dichos CAR se pueden denominar receptores de autoanticuerpos quiméricos (CAAR), y la incorporacion
de uno o mas dominios coestimuladores descritos en el presente documento a dichos CAAR esta abarcada por la
presente divulgacion.

En algunas realizaciones, un CAR desvelado en el presente documento comprende ademas un dominio
transmembrana que se une al dominio de unién a ligando extracelular o autoantigeno con la sefializacion intracelular
y los dominios coestimuladores. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana es un polipéptido
transmembrana CD8a.

El dominio de sefalizacion intracelular de un CAR de la presente divulgacion es responsable de la activacion de al
menos una de las funciones efectoras normales de la célula en las que se ha introducido el CAR y/o la activacion de
las rutas proliferativas y de supervivencia celular. La expresion "funcion efectora” se refiere a una funcion especializada
de una célula. La funcién efectora de un linfocito T, por ejemplo, puede ser la actividad citolitica o actividad auxiliar
incluyendo la secrecion de citoquinas. Un dominio de sefalizacion intracelular, tal como ¢ de CD3, puede proporcionar
una sefial de activacién para la célula en respuesta a la unién del dominio extracelular. Como se ha analizado, la sefial
de activacion puede inducir una funcion efectora de la célula tal como, por ejemplo, la actividad citolitica o la secrecion
de citoquinas.

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

Se proporcionan también en el presente documento células genéticamente modificadas que expresan una
construccion reguladora inducible. En algunas realizaciones, una construccion reguladora inducible es una
construccién transmembrana o intracelular que se expresa en una célula que proporciona una sefial coestimuladora
inducible para fomentar la proliferacion celular, la supervivencia celular y/o la secrecion de citoquinas. En algunas
realizaciones, las construcciones reguladoras inducibles comprenden uno o mas dominios coestimuladores, tales
como los descritos en el presente documento y/u otros conocidos en la técnica, que proporcionan una sefial
coestimuladora tras la activacién. En general, una sefial coestimuladora puede ser inducida, por ejemplo, mediante
homodimerizacion de dos polipéptidos de construcciones reguladoras inducibles. Una construccion reguladora
inducible comprende habitualmente un dominio de unién que permite la homodimerizacién tras la unién de una
molécula pequefa, un anticuerpo u otra molécula que permita la homodimerizacion de dos polipéptidos de la
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construcciéon. La dimerizacion puede iniciar la sefal coestimuladora a la célula para fomentar la proliferacion, la
supervivencia y/o la secrecion de citoquinas. En algunas realizaciones, en las que el dominio de unién se une a una
molécula pequeia, el dominio de unién comprende un analogo de FKBP12 (por ejemplo, que comprende una
sustitucion F36V) y la molécula pequefia es rimiducid (es decir, AP1903). Cualesquiera dominios de unién conocidos
en la técnica utiles en dichas construcciones reguladoras inducibles, tales como los interruptores de seguridad de
linfocitos T-CAR vy similares, se contemplan en la presente divulgacion.

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

Las construcciones reguladoras inducibles desveladas en el presente documento pueden comprender un dominio de
unién, que permite la dimerizacion de dos construcciones, y al menos un novedoso dominio coestimulador, tales como
las SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de las mismas.

2.4 Procedimientos para producir vectores de viricos recombinantes

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona vectores de VAA recombinantes para su uso en los
procedimientos de la presente divulgacion. Los vectores de VAA 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 VAA
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 a empaquetar en el
virus. Las particulas viricas que comprenden un genoma (las ITR y genes intervinientes de interés) encerradas en una
capsida se aislan después 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. En consecuencia, se proporcionan en
el presente documento procedimientos para producir vectores de VAA recombinantes que comprenden al menos una
secuencia de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador descrito en el presente documento, tal como las
SEQ ID NOS: 5-8, o las variantes activas de las mismas. De manera analoga, se proporcionan en el presente
documento procedimientos para producir vectores de VAA recombinantes que codifican los CAR o las construcciones
reguladoras inducibles que incluyen al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, tal como
las SEQ ID NOS: 5-8, o las variantes activas de las mismas.

En algunas realizaciones, la transferencia genética se lleva a cabo mediante vectores lentiviricos. Los lentivirus, a
diferencia de otros retrovirus, se pueden usar en algunos contextos para transducir determinadas células que no estan
en division. Los ejemplos no limitantes de vectores lentiviricos incluyen aquellos derivados de un lentivirus, tales como
el virus 1 de la inmunodeficiencia humana (VIH-1), VIH-2, un virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS), virus 1
linfotropico de linfocitos T humanos (HTLV-1), HTLV-2 o el virus de la anemia infecciosa equina (E1AV). Por ejemplo,
se han generado vectores lentiviricos atenuando de forma mudiltiple los genes de la virulencia del VIH, por ejemplo, los
genes env, vif, vpr, vpu y nef se eliminan, haciendo que el vector sea mas seguro para fines terapéuticos. Se conocen
en la técnica vectores lentiviricos, véanse Naldini y col., (1996 y 1998); Zufferey y col., (1997); Dull y col., 1998,
patentes de Estados Unidos numeros 6.013.516; y 5.994.136). En algunas realizaciones, estos vectores viricos estan
basados en plasmidos o basados en virus, y se configuran para transportar las secuencias esenciales para incorporar
acido nucleico extrafio, para la seleccion, y para la transferencia del acido nucleico a una célula hospedadora. Se
pueden obtener facilmente lentivirus conocidos a partir de depdsitos o colecciones tales como la American Type
Culture Collection ("ATCC"; 10801 University Blvd., Manassas, Va. 20110-2209), o aislarse de fuentes conocidas
usando las técnicas comunmente disponibles.

En realizaciones especificas, los vectores lentiviricos se preparan usando un plasmido que codifica los genes gag, pol,
tat, y env clonados a partir del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y un segundo plasmido que codifica la
proteina de la envoltura procedente del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) usado para pseudotipar particulas
viricas. Se puede usar un vector de transferencia, tal como el vector pPCDH-EF1-MCS, con un promotor adecuado tal
como el promotor JeT o el promotor EF1. Los dominios de sefializacion de CAR, tales como los dominios
coestimuladores desvelados en el presente documento, y las variantes activas de los mismos, se pueden insertar a
continuacion en la direccion 3' del promotor, seguido por un IRES y GFP. Los tres plasmidos se pueden transfectar a
continuacion a células lentiviricas, tales como las células Lenti-X-293T, y el lentivirus se puede recoger, concentrar y
cribar tras un tiempo de incubacién adecuado. En consecuencia, se proporcionan en el presente documento
procedimientos para producir vectores lentiviricos recombinantes que comprenden al menos una secuencia de acido
nucleico de un dominio coestimulador descrito en el presente documento, tal como las SEQ ID NOS: 5-8, o las
variantes activas de las mismas. De manera analoga, se proporcionan en el presente documento procedimientos para
producir vectores lentiviricos recombinantes que codifican un CAR o una construccion reguladora inducible que
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incluyen al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, tal como las SEQ ID NOS: 5-8, o las
variantes activas de las mismas.

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

Se proporcionan en el presente documento células genéticamente modificadas para contener al menos un novedoso
dominio coestimulador, tales como las SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de las mismas, como se desvela en el
presente documento. La célula modificada genéticamente puede comprender una molécula de acido nucleico que
codifica un CAR o una construccion reguladora inducible que incorpora al menos un novedoso dominio coestimulador
descrito en el presente documento, tales como las SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de las mismas. En diferentes
variaciones de la presente divulgacion, una molécula de acido nucleico o casete de expresion que codifica un novedoso
dominio coestimulador descrito en el presente documento estd presente en el genoma de la célula modificada
genéticamente o, como alternativa, no esta integrado en el genoma de la célula. En algunas realizaciones en las que
la molécula de acido nucleico o casete de expresion no esta integrada en el genoma, la molécula de acido nucleico o
casete de expresion esta presente en la célula modificada genéticamente en una construccion de ADN recombinante,
en un ARNm, en un genoma virico, u otro acido nucleico que no esta integrado en el genoma de la célula. En
realizaciones particulares, la célula modificada genéticamente puede comprender una molécula de acido nucleico que
codifica un dominio coestimulador descrito en el presente documento y que comprende ademas al menos un casete
de expresion desvelado en el presente documento que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un CAR
que no comprende un dominio coestimulador desvelado en el presente documento y/o una secuencia de nucledétidos
que codifica una construccion reguladora inducible.

En algunas células genéticamente modificadas incluidas en el presente documento, la molécula de acido nucleico que
codifica un CAR o una construccion reguladora inducible incorpora al menos un novedoso dominio coestimulador
descrito en el presente documento, se sitia con el gen del receptor alfa de linfocitos T enddgenos de la célula. En
algunas de estas realizaciones, la molécula de acido nucleico se situa en el gen alfa de la region constante del receptor
de linfocitos T enddgenos, tal como en el exén 1 del gen alfa de la region constante del receptor de linfocitos T.

Las células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores, o las variantes activas de los mismos, pueden
ser células eucariotas. Las células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores, o las variantes activas
de los mismos, pueden ser linfocitos T o linfocitos NK, particularmente linfocitos T o linfocitos NK. Las células pueden
ser linfocitos T primarios o linfocitos NK primarios.

Los linfocitos T y los linfocitos NK se pueden obtener de numerosas fuentes, incluyendo células mononucleares de
sangre periférica, médula dsea, tejido de ganglios linfaticos, corddon umbilical, tejido del timo, tejido de un sitio de
infeccion, ascitis, derrame pleural, tejido del bazo, y tumores. Se puede usar cualquier nimero de linfocitos T y
linfocitos NK disponibles en la materia. Los linfocitos T y los linfocitos NK se pueden obtener de una unidad de sangre
recogida de un sujeto mediante cualquier nimero de técnicas conocidas para el técnico experto. Las células de la
sangre en circulacion de un individuo pueden obtenerse mediante aféresis.

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

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

2.6 Procedimientos para producir células genéticamente modificadas

La presente divulgacion proporciona procedimientos para producir células genéticamente modificadas que
comprenden los novedosos dominios coestimuladores desvelados en el presente documento o las variantes activas
de los mismos. Se proporcionan procedimientos para modificar las células para comprender una molécula de una
secuencia de acido nucleico que codifica un CAR que incorpora al menos un novedoso dominio coestimulador, tal
como las SEQ ID NOS: 5-8, o una variante activa de los mismos. Se proporcionan también procedimientos para
modificar las células para comprender una molécula de acido nucleico que codifica una construcciéon reguladora
inducible que incorpora al menos un novedoso dominio coestimulador, tal como las SEQ ID NOS: 5-8, o una variante
activa de los mismos. En diferentes aspectos de la presente divulgacion, una molécula de acido nucleico o casete de
expresion que codifica un dominio coestimulador desvelado en el presente documento, o una variante activa del
mismo, esta integrado en el genoma de la célula o, como alternativa, no esta integrado en el genoma de la célula.

En algunas realizaciones, el ADN o el ARN que codifica los novedosos dominios coestimuladores (o los CAR o las
construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento se introducen en una célula usando
cualquier tecnologia conocida en la materia. En realizaciones especificas, los vectores o casetes de expresion que
comprenden los acidos nucleicos que codifican los novedosos dominios coestimuladores (o los CAR o las
construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento 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 (VAA) (revisados en Vannucci, y col. (2013 New Microbiol. 36:1-22). Los vectores
de VAA recombinantes utiles en la presente divulgacion pueden tener cualquier serotipo que permita la transduccion
del virus en la célula y la insercion del gen de la nucleasa en la célula y, en realizaciones particulares, en el genoma
celular. En realizaciones particulares, los vectores de VAA recombinantes tienen un serotipo de VAA2 o VAAG. Los
vectores de VAA recombinantes también pueden ser autocomplementarios de modo que no requieren sintesis de ADN
bicatenario en la célula hospedadora (McCarty, y col. (2001) Gene Ther. 8:1248-54).

En algunas realizaciones, las moléculas o los casetes de expresion de acidos nucleicos desvelados en el presente
documento se administran a una célula en forma de ADN (por ejemplo, un ADN de un plasmido circular o linealizado
o productos de la PCR) o ARN. En algunas realizaciones en la que se administran genes de la nucleasa disefiados
mediante ingenieria genética en forma de ADN (por ejemplo, un plasmido) y/o mediante un vector virico (por ejemplo,
un VAA, o un vector lentivirico), estos se unen operativamente mediante un promotor o se encuentran en un casete
de expresion desvelado en el presente documento. En algunas realizaciones, el promotor es 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 ofras realizaciones, el promotor es un promotor sintético, tal como el
promotor JeT. En determinadas realizaciones, los genes que codifican los novedosos dominios coestimuladores de
los CAR desvelados en el presente documento se unen operativamente a un promotor que impulsa la expresion del
gen preferentemente en la célula diana (por ejemplo, un linfocito T humano).

En algunas realizaciones, las moléculas o los casetes de expresidon de acidos nucleicos que codifican dominios
coestimuladores (o los CAR o las construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento, se
acoplan de forma covalente o no covalente a una nanoparticula o se encapsulan en dicha nanoparticula usando
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 um, preferentemente <100 nm. Dichas nanoparticulas se
pueden disefar utilizando un nicleo compuesto de metal, lipido, polimero, o macromolécula bioldgica, y se pueden
unir o encapsular multiples copias de las molécula o casetes de expresién de acidos nucleicos con el nicleo de la
nanoparticula. Esto aumenta el nimero de copias del ADN que se administra a cada célula y, por tanto, aumenta la
expresion intracelular de cada nucleasa disefiada mediante ingenieria genética para maximizar la probabilidad de que
se expresen los dominios coestimuladores (o los CAR o las construcciones reguladoras inducibles). La superficie de
tales nanoparticulas se puede modificar adicionalmente con polimeros o lipidos (por ejemplo, quitosan, polimeros
catidnicos, o lipidos cationicos) para formar una nanoparticula de tipo nucleo-envoltura cuya superficie confiere
funcionalidades adicionales para mejorar la administracion 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
absorcién 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.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 811500 T3

En algunas realizaciones, las moléculas o los casetes de expresion de acidos nucleicos que codifican dominios
coestimuladores (o los CAR o las construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento, estan
encapsulados dentro de los liposomas o forman complejos con lipidos catidnicos (véanse, 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 vy lipoplex pueden proteger la carga util de la
degradacion y facilitar la absorcién celular y la eficiencia de la administracion a través de la fusion y/o la alteracién de
las membranas celulares de las células.

En algunas realizaciones, las moléculas o los casetes de expresidon de acidos nucleicos que codifican dominios
coestimuladores (o los CAR o las construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento, se
encapsulan dentro de armazones poliméricos (por ejemplo, PLGA) o forman complejos usando polimeros catidnicos
(por ejemplo, PEI, PLL) (Tamboli y col. (2011) Ther Deliv. 2 (4): 523-536). En algunas realizaciones, las moléculas o
los casetes de expresion de acidos nucleicos que codifican dominios coestimuladores (o los CAR o las construcciones
reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento, 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 moléculas o los casetes de expresidon de acidos nucleicos que codifican dominios
coestimuladores (o los CAR o las construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento, se
formulan como emulsiones para su administracién a la célula. El término "emulsion" se refiere a, sin limitacion,
cualesquiera dispersiones o goticulas de aceite en agua, agua en aceite, agua en aceite en agua, o aceite en agua en
aceite, incluyendo estructuras lipidicas que pueden formarse como resultado de fuerzas hidréfobas que impulsan
restos apolares (por ejemplo, cadenas largas de hidrocarburos) lejos del agua y grupos de cabeza polar hacia el agua,
cuando una fase inmiscible en agua se mezcla con una fase acuosa. Estas otras estructuras lipidicas incluyen, aunque
no de forma limitativa, vesiculas lipidicas unilamelares, paucilamelares, y multilamelares, micelas y fases lamelares.
Las emulsiones se componen de una fase acuosa y una fase lipdfila (que normalmente contiene un aceite y un
disolvente organico). Las emulsiones también contienen frecuentemente uno o mas tensioactivos. Las formulaciones
de nanoemulsiones son bien conocidas, por ejemplo, tal como se describe en las solicitudes de patente de Estados
Unidos numeros 2002/0045667 y 2004/0043041, y las patentes de Estados Unidos nimeros 6.015.832, 6.506.803,
6.635.676 y 6.559.189.

En algunas realizaciones, las moléculas o los casetes de expresidon de acidos nucleicos que codifican dominios
coestimuladores (o los CAR o las construcciones reguladoras inducibles) desvelados en el presente documento, estan
unidos covalentemente o asociados no covalentemente con, 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 superficiales se puede
aprovechar para mejorar la estabilidad y reducir las interacciones inespecificas.

Se conocen en la técnica procedimientos para introducir y expresar genes en una célula. En el contexto de un vector
de expresion, el vector puede introducirse facilmente en una célula hospedadora, por ejemplo, una célula de mamifero,
bacteriana, de levadura o de insecto mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica. Por ejemplo, el vector
de expresion puede transferirse a una célula hospedadora por medios fisicos, quimicos, o biolégicos. Los
procedimientos fisicos para introducir un polinucleétido en una célula hospedadora incluyen precipitacion con fosfato
de calcio, lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion, y similares. Los procedimientos para
producir células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdgenos son bien conocidos en la técnica. Véanse,
por ejemplo, Sambrook y col. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva
York). Un procedimiento preferido para la introduccién de un polinucledtido en una célula hospedadora es la
transfeccion con fosfato de calcio. Los procedimientos biolégicos para introducir un polinucledtido de interés en una
célula hospedadora incluyen el uso de vectores de ADN y ARN. Los vectores viricos, y especialmente los vectores
retroviricos, se han convertido en el procedimiento mas ampliamente utilizado para insertar genes en un mamifero,
por ejemplo, células humanas. Se pueden derivar otros vectores viricos de lentivirus, poxvirus, virus del herpes simple
I, adenovirus y virus adenoasociados, y similares. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos numeros
5.350.674 y 5.585.362. Los medios quimicos para introducir un polinucleétido en una célula hospedadora incluyen
sistemas de dispersion coloidal, tales como complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas, y
sistemas basados en lipidos incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas, y liposomas. Un
sistema coloidal ilustrativo para su uso como un vehiculo de administracion in vitro e in vivo es un liposoma ( por
ejemplo, una vesicula de membrana artificial).

En algunas realizaciones, la invencién proporciona ademas la introduccion de las moléculas o casetes de expresion
de acidos nucleicos desvelados en el presente documento en el gen alfa del receptor de linfocitos T. En determinadas
realizaciones, la molécula o los casetes de expresion de acidos nucleicos se introducen en una secuencia de
reconocimiento presente en el gen alfa de la region constante del receptor de linfocitos T, que comprende las
secuencias de codificaciéon de la subunidad alfa del receptor de linfocitos T. Como tal, la introduccion de las moléculas
o los casetes de expresion de acidos nucleicos altera la expresion de la subunidad alfa del receptor de linfocitos T. En
realizaciones particulares, dichas secuencias de reconocimiento pueden estar presente en el exéon 1 del gen alfa de
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la region constante del receptor de los linfocitos T.

En realizaciones particulares, introducir una molécula de acido nucleico que codifica un dominio coestimulador
desvelado en el presente documento en una célula, tal como un linfocito T o linfocito NK, puede aumentar la activacion,
proliferacién, y/o secrecion de citoquinas de la célula cuando se compara con una célula del control sin el dominio
coestimulador desvelado en el presente documento. En algunas realizaciones, la activacion, la proliferacion y/o la
secrecion de citoquinas puede aumentarse in vitro o in vivo introduciendo una molécula de acido nucleico que codifica
un dominio coestimulador desvelado en el presente documento.

En algunas realizaciones, la introduccion de al menos un novedoso dominio coestimulador, o un fragmento o variante
activa del mismo, en una célula, tal como un linfocito T o linfocito NK, prolonga el periodo de proliferacion celular y/o
la expansion de la poblacion celular, y/o el retraso del agotamiento celular, cuando se compara con las células del
control sin el novedoso dominio coestimulador desvelado en el presente documento. Se conocen en la técnica los
procedimientos para medir la expansion y el agotamiento celular (tal como la expansion y el agotamiento de los
linfocitos T o los linfocitos NK) y se desvelan en otra parte en el presente documento.

2.7 Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
célula modificada genéticamente, o una poblacién de células genéticamente modificadas, de la presente divulgacion
y un transportador farmacéuticamente aceptable. 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 formulaciéon farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion, las células se premezclan
tipicamente con un transportador farmacéuticamente aceptable y la composicion resultante se administra a un sujeto.
El transportador 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 presente divulgacién comprenden ademas uno o mas agentes adicionales Utiles en el tratamiento de una
enfermedad en el sujeto. En realizaciones adicionales, cuando la célula modificada genéticamente es un linfocito T o
un linfocito NK humano genéticamente modificado (0 una célula que se obtiene del mismo), las composiciones
farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen ademas moléculas bioldgicas, tales como citoquinas (por ejemplo,
IL-2, IL-7, IL-15 y/o IL-21), que fomentan la proliferacion celular y el injerto in vivo. Las composiciones farmacéuticas
que comprenden células genéticamente modificadas de la presente divulgacion se pueden administrar en la misma
composicion que un agente adicional o molécula biolégica o, como alternativa, se pueden coadministrar en
composiciones separadas.

La presente divulgacion proporciona también células genéticamente modificadas, o poblaciones de las mismas,
descritas en el presente documento para su uso como medicamento. La presente divulgacion proporciona ademas el
uso de células genéticamente modificadas o poblaciones de las mismas descritas en el presente documento en la
fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad en un sujeto que lo necesita. En uno de dichos aspectos,
el medicamento es Util para la inmunoterapia contra el cancer en sujetos que lo necesitan.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la presente divulgacion son utiles
para tratar cualquier patologia que pueda abordarse con inmunoterapia adoptiva de los linfocitos T. En una realizacion
particular, las composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente divulgacion son utiles como inmunoterapia
en el tratamiento del cancer. Los ejemplos no limitantes de canceres que se pueden tratar con las composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente divulgacion son carcinomas, linfomas, sarcomas, melanomas,
blastomas, leucemias, y tumores de células germinales, incluyendo, aunque no de forma limitativa canceres originados
en linfocitos B, neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de préstata, carcinoma de células renales, rabdomiosarcoma,
cancer de higado, cancer gastrico, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello,
cancer de mama, cancer de pulmoén, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer renal, cancer de Utero, cancer
de ovario, cancer colorrectal, cancer de colon, cancer rectal, cancer de la regiéon anal, cancer de estdmago, cancer
testicular, cancer de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello
uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino
delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroidea, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de
la glandula suprarrenal, sarcoma del tejido blando, cancer de la uretra, cancer del pene, tumores sélidos de la infancia,
linfoma linfocitico, cancer de la vejiga, cancer del rifidén o uréter, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema
nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma del tronco
encefalico, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer escamocelular, canceres inducidos
ambientalmente que incluyen aquellos inducidos por asbesto, mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, linfomas no de
Hodgkin, linfoma mieloide agudo, leucemia mielégena cronica, leucemia linfoide cronica, linfoma inmunoblastico de
células grandes, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma anaplasico de células grandes, y linfoma de
linfocitos T, y cualquier combinacion de dichos canceres. En determinadas realizaciones, los canceres de origen en
linfocitos B incluyen, sin limitacion, leucemia linfoblastica aguda de linaje B, leucemia linfocitica crénica de linfocitos
B, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos B grandes difusos, pre-LLA B (indicacién pediatrica), linfoma de células
del manto, linfoma folicular, linfoma de zona marginal, linfoma de Burkitt, y linfoma no de Hodgkin de linfocitos B.

2.8 Procedimientos para administrar células genéticamente modificadas
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Otro aspecto desvelado en el presente documento es la administracion de células genéticamente modificadas de la
presente divulgacion a un sujeto que lo necesita. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento pueden administrarse a un sujeto que lo necesita. Por ejemplo, una cantidad eficaz de una poblacién de
células que comprende un novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento, o una variante activa
del mismo, se puede administrar a un sujeto que tiene una enfermedad. La enfermedad puede ser un cancer, tal como
un cancer de origen en linfocitos B. Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona también un procedimiento para
proporcionar una respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T contra una poblacién de células o tejido diana en un
mamifero, que comprende la etapa de administrar al mamifero un linfocito T-CAR, en el que el CAR comprende un
dominio de unién a ligando extracelular que interactia especificamente con una diana predeterminada, tal como un
antigeno tumoral, y un dominio intracelular que comprende al menos un dominio de sefializacion, tal como Cd3¢, y al
menos un novedoso dominio de sefializacion coestimulador descrito en el presente documento, o una variante activa
del mismo. El CAR puede no comprender un novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento,
pero la célula puede comprender ademas una construccion reguladora inducible que comprende al menos un
novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento, en el que la dimerizacién de la construccion
reguladora inducible inicia una sefal coestimuladora en la célula. El procedimiento comprende ademas la
administracion de una molécula pequenia, el anticuerpo, u otra molécula que induce la dimerizacién de la construccion
reguladora inducible para inducir una sefal proliferativa y/o de supervivencia en el linfocito T-CAR para fomentar la
proliferacion celular y la expansion de la poblacion de linfocitos T-CAR in vivo. Los linfocitos T-CAR administrados
pueden reducir la proliferacion, reducen el nimero, o destruyen las células diana del receptor. A diferencia de las
terapias con anticuerpos, las células genéticamente modificadas de acuerdo con la presente divulgacion pueden
replicarse y expandirse in vivo, dando como resultado una persistencia a largo plazo que puede conducir al control
sostenido de una enfermedad.

Los ejemplos de posibles rutas de administracion incluyen la administracion parental, (por ejemplo, intravenosa (IV),
intramuscular (IM), intradérmica, subcutanea (SC), o mediante infusién). Ademas, la administracién puede ser
mediante infusién continua o mediante bolos individuales o multiples. Uno o ambos agentes pueden infundirse durante
un periodo de menos de aproximadamente 12 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, o 1 hora. La infusiéon puede
producirse lentamente en primer lugar y a continuacion se aumenta en el tiempo.

Una célula modificada genéticamente de la presente divulgacion puede dirigirse a un antigeno tumoral para fines de
tratamiento del cancer. Dichos canceres pueden incluir, sin limitaciéon, carcinomas, adenocarcinomas, linfomas,
sarcomas, melanomas, blastomas, leucemias, y tumores de células germinales, incluyendo, aunque no de forma
limitativa canceres originados en linfocitos B, neuroblastoma, osteosarcoma, cancer de préstata, carcinoma de células
renales, rabdomiosarcoma, cancer de higado, cancer gastrico, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel,
cancer de cabeza o cuello, cancer de mama, cancer de pulmén, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer
renal, cancer de Utero, cancer de ovario, cancer colorrectal, cancer de colon, cancer rectal, cancer de la region anal,
cancer de estdmago, cancer testicular, cancer de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del
endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no de Hodgkin,
cancer del esofago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroidea, cancer
de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma del tejido blando, cancer de la uretra, cancer
del pene, tumores sélidos de la infancia, linfoma linfocitico, cancer de la vejiga, cancer del rifién o uréter, carcinoma
de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral,
tumor del eje espinal, glioma del tronco encefalico, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer
escamocelular, canceres inducidos ambientalmente que incluyen aquellos inducidos por asbesto, mieloma muiltiple,
linfoma de Hodgkin, linfomas no de Hodgkin, linfoma mieloide agudo, leucemia mielégena cronica, leucemia linfoide
cronica, linfoma inmunoblastico de células grandes, leucemia linfoblastica aguda, micosis fungoide, linfoma anaplasico
de células grandes, y linfoma de linfocitos T, y cualquier combinacion de dichos canceres. Los canceres de origen en
linfocitos B incluyen, sin limitacion, leucemia linfoblastica aguda de linaje B, leucemia linfocitica crénica de linfocitos
B, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos B grandes difusos, pre-LLA B (indicacién pediatrica), linfoma de células
del manto, linfoma folicular, linfoma de zona marginal, linfoma de Burkitt, y linfoma no de Hodgkin de linfocitos B.

Cuando el cancer se trata con las células genéticamente modificadas actualmente desveladas, el sujeto que ha
recibido las células genéticamente modificadas recibe ademas una terapéutica adicional, tal como radiacion, cirugia o
un agente quimioterapéutico.

Cuando esta indicada una "cantidad eficaz" o una "cantidad terapéutica", un médico puede determinar la cantidad
precisa de las composiciones de la presente divulgacion que se va a administrar, teniendo en cuenta las diferencias
individuales en la edad, el peso, el tamafio del tumor (si esta presente), la extension de la infeccién o metastasis, y la
dolencia del paciente (sujeto). Se puede administrar una composicion farmacéutica que comprende las células
genéticamente modificadas descritas en el presente documento a una dosificacion de 10* a 10° células/kg de peso
corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de estos intervalos. La dosificacion puede ser de 10° a 10°
células/kg de peso corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de estos intervalos. Se pueden administrar
composiciones de células multiples veces a estas dosificaciones. Se pueden administrar las células usando técnicas
de infusién que son comunmente conocidas en inmunoterapia (véase, por ejemplo, Rosenberg y col., New Eng. J. of
Med. 319:1676, 1988). La dosificacion optima y el régimen de tratamiento de un paciente concretos pueden
determinarse facilmente por una persona experta en la materia médica vigilando los signos de enfermedad del paciente
y ajustando el tratamiento de acuerdo con ello.
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La administracion de células genéticamente modificadas de la presente divulgacion puede reducir al menos un sintoma
de una enfermedad o dolencia diana. Por ejemplo, la administracion de células genéticamente modificadas de la
presente divulgacion puede reducir al menos un sintoma de un cancer, tal como cancer de origen en linfocitos B. Los
sintomas de los canceres, tales como canceres de origen en linfocitos B, son bien conocidos en la técnica y se pueden
determinar mediante técnicas conocidas.

SECCION EXPERIMENTAL

Esta divulgacion se ilustra ademas con los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitantes. Los
expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de discernir, utilizando solamente experimentacion rutinaria,
numerosos equivalentes a las sustancias y procedimientos especificos descritos en el presente documento. Los
ejemplos no comprendidos dentro del ambito de las reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos.

EJEMPLO 1

Produccién de vectores lentiviricos para la expresién de los CAR con novedosos dominios coestimuladores

El fin de este estudio era evaluar y caracterizar novedosos dominios coestimuladores que se desarrollaron para
fomentar la expansion de los linfocitos T-CAR vy la secrecion de citoquinas tras la estimulacion con antigeno.

Como se muestra en la Figura 1, se disefiaron mediante ingenieria genética cuatro novedosos dominios
coestimuladores que comprendian dos motivos de unién a TRAF. Estos dominios se denominan Novell (N1; SEQ ID
NO: 5), Novel3 (N3; SEQ ID NO: 6), Novel5 (N5; SEQ ID NO: 7), y Novel6 (N6; SEQ ID NO: 8). A fin de evaluar cada
novedoso dominio coestimulador, se usaron vectores lentiviricos para preparar linfocitos T-CAR anti-CD 19. Cada
CAR comprendia, de 5' a 3', un péptido de sefalizaciéon (SEQ ID NO: 16), un scFv anti-CD 19 (SEQ ID NO: 17) que
tiene las regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo FMC63 unidas mediante un
enlazador polipeptidico (G4S)s, una region bisagra CD8 y un dominio transmembrana (SEQ ID NO: 18), y una region
intracelular que comprende dos dominios de sefalizacion intracelular. Se colocd una secuencia de poliadenilacion
(poliA) de SV40 (SEQ ID NO: 22) en la direccién 3' de la secuencia CAR. Algunos vectores lentiviricos codificaron un
CAR anti-CD19 cuya region intracelular comprendia: (i) un novedoso dominio coestimulador, y (ii), un dominio de
sefalizacion Cd3-¢ (SEQ ID NO: 19). Se prepar6 un vector del control negativo que codificaba un CAR que carecia de
un dominio coestimulador (Null), y se prepararon vectores adicionales que codificaban los CAR que tenian los dominios
coestimuladores CD28 (SEQ ID NO: 20) o 4-1BB (SEQ ID NO: 21) y un dominio de sefializacién CD3-. Los vectores
lentiviricos preparados para este estudio se resumen en la Tabla 1. Cada CAR se ilustra en la Figura 2 y sus
respectivas secuencias se muestran en las SEQ ID NOS: 22-28.

Tabla 1.
Vector lentivirico | Dominio coestimulador Dominio de activacion CAR SEQ ID NO:
1 - CD3¢ 22
2 CD28¢ CD3¢ 23
3 4-1BB CD3¢ 24
4 Novel1 CD3¢ 25
5 Novel3 CD3¢ 26
6 Novel5 CD3¢ 27
7 Novel6 CD3¢ 28

Se prepararon vectores lentiviricos con una estrategia de 22 generacion, usando un plasmido que codificaba gag, pol,
tat, y rev clonados del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se usé un segundo plasmido, que codificaba la
proteina de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) para pseudotipar particulas viricas. El vector de
transferencia pCDH-EF1-MCS (adquirido de System Biosciences) se modificé para contener el promotor JeT (SEQ ID
NO: 32) sustituyendo al promotor EF1, y las variantes de sefializacion de CAR se clonaron en la direcciéon 3' del
promotor, seguido por IRES y GFP. Los tres plasmidos se transformaron en células Lenti-X-293T (adquiridas de
ClonTech/Takara), y el lentivirus se recogio de los sobrenadantes 3 d después. Se concentraron las particulas viricas
usando un concentrador Lenti-X (ClonTech/Takara), y se cuantificaron, usando el kit Lenti-X qRT-PCR Titration
(ClonTech/Takeda) para determinar el nimero de genomas viricos/ml, asi como la titulacién en células 293T (ATCC)
para determinar las unidades transducible/ml.

EJEMPLO 2

Expresion de receptores de antigenos quiméricos que comprenden novedosos dominios coestimuladores en linfocitos
T humanos y caracterizacién en un ensayo de estrés inducido por antigenos

1. Preparacién de linfocitos T-CAR y ensayo de estrés inducido por antigenos

El fin de este estudio era evaluar los novedosos dominios coestimuladores en un estrés inducido por antigenos. En
resumen, se prepararon vectores lentiviricos como se describe en el Ejemplo 1. para preparar linfocitos T humanos de
donante para la transduccion lentivirica, los linfocitos T se estimularon en multimeros ImmunoCult anti-CD2/CD3/CD28
(StemCell Technologies) y 20 ng/ml de IL-2 durante 4 dias. A continuacion, las células se recogieron y se depositaron
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en pocillos separados para su transduccién con vectores lentiviricos individuales. Se afadieron a los cultivos 5
Unidades Transducibles por linfocito T. Se llevo a cabo la transduccién en medio X-VIVO 15 (Lonza) suplementado
solo con IL-2 (20 ng/ml) y 8 ug/ml de polibreno (Sigma). Se llevd a cabo la coincubacion del vector y los linfocitos T
durante la noche antes de la sustitucion del medio (X-Vivo 15 + 20ng/ml IL-2 + suero humano normal al 5 %).

Comenzando 4 dias después de la transduccion lentivirica, se confirmé la expresion de CAR mediante el analisis GFP
(Figura 3). Se obtuvo una muestra de cada cultivo de linfocitos T transducido con lentivirus y se midi6 la sefial de GFP
en un citdmetro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa. Se identificd la poblacion de linfocitos TGFP* en cada cultivo
por la region titulada CAR-GFP+ en la Figura 3, y la frecuencia de los eventos de GFP+ se relaciona en cada grafico
de puntos.

Posteriormente, se cultivaron 5x10* linfocitos T-CAR con un nimero equivalente de células Raji. En los tiempos
indicados en la Figura 4 (d3, 6, 10, 14, 17, y 20), se midieron el nimero de células y la viabilidad mediante recuento
celular automatizado y la exclusion del azul tripan. Los linfocitos T-CAR se identificaron como CD4* o CD8* usando
anticuerpos contra CD4 y CD8 humanos, asi como la sefial GFP usando la citometria de flujo. Se calcularon las
cantidades de T-CAR y 1x10° linfocitos T-CAR se volvieron a cultivar con 5x10* células Raiji adicionales (relacion
efector:diana 2:1). CD4*, CD8", y las cantidades totales de linfocitos T-CAR se rastrearon y representaron graficamente
respecto al tiempo. En cada punto temporal, se recogieron 50 ul de sobrenadantes del cultivo y se almacenaron a -
20 °C para un ensayo de secrecion de citoquinas por triplicado. Se midieron los niveles de citoquinas en los
sobrenadantes usando IL-2 humana Ultrasensitive, TNFa, y kits de perlas magnéticas IFNy (Life Technologies) de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se adquirieron los datos usando un instrumento Luminex MagPix.

En un segundo estudio, se construyeron linfocitos T-CAR que contenian los novedosos dominios coestimuladores
como se ha descrito anteriormente y 1x10° linfocitos T-CAR se cultivaron con 1x10° células tumorales Raiji. En los
tiempos indicados en los ejes de la X de la Figura 6, se midieron el nimero de células y la viabilidad mediante recuento
de células automatizado y exclusion del azul tripan. Se identificaron los linfocitos T-CAR usando anticuerpos contra
CD4 y CD8 humanos, asi como la sefial GFP usando citometria de flujo. Se calcularon las cantidades de T-CAR y
1x10° linfocitos T-CAR se volvieron a cultivar con 1x10° células Raiji adicionales. Sefialar que en la Figura 6, las
relaciones diana:efector se ajustaron a 1:1 y se afiadieron células Raji al cultivo con mas frecuencia, en d3, 5, 7, 10,
12, 14, 17, 19, 21, 24, 26, 28, y 31. CD4*, CD8*, y las cantidades totales de linfocitos T-CAR se rastrearon y
representaron graficamente respecto al tiempo.

4 dias después de la transduccion, pero antes del cocultivo con células Raji, se evaluaron los cultivos de linfocitos T
para determinar la expresion de CAR-GFP mediante citometria de flujo como se ha descrito anteriormente. Se
transdujeron los linfocitos T a una MOI de 5 unidades transducibles por célula y se observaron eficacias similares para
todas las muestras lentiviricas.

2. Resultados del experimento n.° 1

Se midieron las cantidades de linfocitos T-CAR respecto al tiempo y se representaron graficamente en la Figura 4. Las
diferencias en los nimeros de T-CAR fueron evidentes desde el d10 en adelante. Los linfocitos T-CAR con dominios
de sefializacion 41Bbz presentaron mas proliferacion sostenida que aquellos con dominios CD28z. El control BB null
presentd los niveles mas bajos de expansién de T-CAR en este experimento. Los novedosos dominios N5 y N6
presentaron altos niveles de proliferacion sostenida. No se observoé preferencia para la expansioén de linfocitos T CD4
(Figura 4B) o CD8 (Figura 4C), ya que cada subconjunto prolifer6 a tasas similares. En orden de rendimiento
decreciente en este ensayo de proliferacion, los resultados son los siguientes:
N6>N5>41BBz>N1>>BBnull=CD28z>N3

Las secreciones de IFNy, TNFa e IL-2 se midieron mediante el ensayo multiplete con Luminex y aparecen en la Figura
5A, 5B, y 5C, respectivamente. En general, los niveles de secrecidon de todas las citoquinas disminuyeron con el
tiempo. La clasificacion de los dominios en términos de secrecion de IFNy en d3 es la siguiente: 41
BBz=CD28z>N1>N5>BBnull=N3>N6. Los niveles de IFNy disminuyeron en un 50 % o mas en todos los grupos
experimentales en el punto temporal d7 y continuaron disminuyendo durante el resto del experimento. La clasificacion
de los dominios en términos de secrecion de TNFa produce la siguiente lista: CD28z>N5=41BBz.BBnull>N1=N6>N3.
Entre d3 y 7 del cultivo, el nivel de produccion de TNFa disminuye en aproximadamente el 50 % de los cultivos CD28z,
BBnull, N3, y N5 mientra que los cultivos 41BBz, N1, y N6 mantienen los niveles de produccion de TNFa mas alla de
d7. La produccion de IL-2, por otro lado, fue baja en todos los cocultivos de dominios novedosos, cuando se comparan
con 41BBz y CD28z. Las mediciones de IL-2 pueden estar alteradas por las altas tasas de consumo de IL-2 de los
linfocitos T en rapida proliferacion presentes en algunos cultivos (Véase la Figura 4).

3. Resultados del experimento n.° 2

En el segundo experimento (Figura 6), usando un encuentro mas frecuente con el antigeno y una relacién diana:efector
mas alta, los resultados son los siguientes, en orden de rendimiento decreciente: N3>N5>CD28z>N1>N6>41BBz>BB
null. En este experimento, los linfocitos T-CAR se expandieron de forma continua en la totalidad del periodo de cultivo.
Los linfocitos T-CAR CD4 dejaron de expandirse después de aproximadamente 12 dias en el cocultivo de Raiji (Figura
6B), mientras que los linfocitos T-CAR CD8 continuaron expandiéndose (Figura 6C).
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4. Conclusiones

Algunos dominios de sefializacion novedosos se comportan tan bien o mejor que 41BBz y/o CD28z en condiciones
relativamente inferiores (Figura 4) o superiores (Figura 6) de carga del antigeno. Los CAR que transportaban el dominio
de sefializacién N5 superaron ampliamente a 41BBz y Cd28z en ambas condiciones. N5 parece comportarse igual
que 41Bbz en el compartimento CD4 en ambos experimentos mientras que N5 superé ampliamente a 41Bbz en el
compartimento CD8 en ambos experimentos.

EJEMPLO 3

Ensayo de estrés usando VAA para la insercion dirigida de CAR con los dominios coestimuladores 41BB, N1, o N6

1. Preparacién de linfocitos T-CAR y ensayo de estrés inducido por antigenos

A fin de evaluar los novedosos dominios de sefalizacion intracelular, se produjeron linfocitos T-CAR y se midieron sus
respuestas al encuentro de antigenos. Para producir linfocitos T-CAR, se aislaron linfocitos T a partir de una muestra
de aféresis recogida de donantes humanos sanos usando el kit de seleccion CD3 positiva de Stem Cell Technologies.
Se usaron dos donantes diferentes en este ensayo, designados K799 y z4100. Los linfocitos T se activaron y se
expandieron durante 3 dias usando Immunocult anti-CD2/3/28 (StemCell Tech) antes de la nucleofeccién (nucleofector
Lonza 4D) con TRC1-2x87EE. Inmediatamente después de la nucleofeccion, las células se transdujeron con vectores
VAAG que codificaban los CAR anti-CD 19 que caracterizaban diferentes dominios de sefalizacién intracelulares. Las
variantes CAR incluidas en este experimento comprendian los dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o N6. En todos
los vectores, la expresion de CAR fue impulsada por el promotor JeT. Cada molde de donante de CAR estaba
flanqueado por brazos de homologia en 5' y 3', que tienen homologia con las regiones en la direccion 5'y 3' de la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE. Los moldes de donantes de CAR estaban flanqueados adicionalmente
por repeticiones terminales invertidas en 5' y 3'. Los moldes de donantes de cada CAR se ilustran en la Figura 7 y las
secuencias de los vectores usados para generar los VAA que codifican CD19-4-1BB CAR, CD19-N1 CAR, y CD19-
N6 CAR, se proporcionan en las SEQ ID NOS: 29-31, respectivamente.

La multiplicidad de la infecciéon era de 50.000. 5 dias después de la nucleofeccion/transduccion, se retiraron los
linfocitos CD3* no editados mediante agotamiento magnético (kit de seleccion CD3 positiva). A continuacion, se
evaluaron las células para determinar la pureza de la fraccion CD3, y para determinar la expresion de CAR mediante
citometria de flujo, usando anti-CD3-BrillianViolet-711 (Biolegend), y CD19-Fc-biotina (Acro) seguido por
estreptavidina-PE (BioLegend). Al dia siguiente, se montaron los cocultivos que contenian linfocitos T y K562
disefiados mediante ingenieria genética para expresar CD19 (células "K19"). Las frecuencias de CD19-Fc+
determinadas en el ensayo de citometria de flujo anterior se usaron para calcular el nimero de entradas de linfocitos
T-CAR y establecer una relacion efector:diana (E:T) de 2:1. En los dias 3, 6, 8, y 10 del cocultivo, se adquirieron las
muestras para la evaluacion citométrica de flujo de las células tumorales y las cantidades de linfocitos T-CAR en el
cocultivo. En la Figura 8 se representan graficamente las cantidades de linfocitos T-CAR en cada momento como
demostracién de la expansion de T-CAR tras el encuentro con los antigenos. Usando la cantidad calculada de linfocitos
T-CAR asi como las células tumorales restantes detectadas en cada punto temporal, se volvié a afadir el nUmero
necesario de células K19 recientes al cocultivo para reestablecer la E:T de 2:1. Ademas, se prepard una placa de
cocultivo en paralelo con relaciones E:T variables (2:1, 1:1, y 1:2). Se tomaron muestras de estos cocultivos a las 24
hy 72 h y se determin6 el numero de células CD19+ mediante citometria de flujo. Los resultados aparecen en la Figura
9. El nimero de células CD19+ supervivientes del cocultivo con linfocitos T-CAR sirve como indicador de destruccion
de células diana.

2. Resultados del ensayo de estrés inducido por antigenos

Se normalizé la entrada de poblaciones de linfocitos T a la frecuencia de las células CAR+ y cantidades equivalentes
de linfocitos T-CAR se estimularon con dianas K19 en una E:T de 2. Se evalué la proliferaciéon de linfocitos T-CAR
para los linfocitos T producidos a partir del donante K799 (Figura 8A) y el donante z4100 (Figura 8B). Las células que
contenian ediciones de TRAC, pero no células de la insercion de CAR (TRC KO) no proliferan en respuesta al
encuentro de antigenos. Por el contrario, los linfocitos T-CAR producidos usando un dominio de sefializacion 4-1BB
proliferaron sélidamente durante la primera semana del cocultivo antes de contraerse en el d12. Los linfocitos T-CAR
producidos con las variantes N1 o N6 presentaron tasas de proliferacion que no resultaron sustancialmente diferentes
de la tasa soportada por 4-1BB. Se evalué también la destruccion de las células CD19* diana a diversas relaciones
E:T alas 24 y 72 h del cocultivo, momento en el cual se analizaron las muestras del cultivo para determinar la cantidad
de células CD19+ restantes y se representaron graficamente los resultados contra un pocillo del control que contenia
el mismo nimero de células K19, pero no de linfocitos T-CAR. Las cantidades de K19 menores que las del control sin
linfocitos T se interpretaron como destruccion de células. Los linfocitos T-CAR producidos usando material del donante
k799 presentaron poco potencial citolitico en el punto temporal de 24 h, demostrando una notable destruccién solo en
la relacion E:T menos estricta de 2:1 (Figura 9, Panel A). En 72 h, sin embargo, se observé una extensa destruccion
en todas las relaciones E:T. N1 y N6 fueron comparables o superiores a 4-1BB. N1 parecié ser superior en la actividad
citolitica en comparacion con 4-1BB. Se observé una extensa destruccion en los puntos temporales de 24 hy 72 h en
los cocultivos que contenian linfocitos T-CAR producidos a partir del donante z4100 (Figura 9B). Como en el caso
anterior, N1 y N6 fueron comparables o superiores en términos de actividad citolitica cuando se compararon con 4-

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 811500 T3

1BB. En general, se observé una destruccion mas extensa a partir de linfocitos T-CAR producidos a partir del donante
z4100. Es importante sefialar que la relacion CD4:CD8 en el donante K799 esta préxima a 3:1, mientras que la relacion
en z4100 es 1:1. Una muestra que contenia un numero fijo de linfocitos T-CAR totales (como es el caso en estos
experimentos) diferira por tanto en sus respectivas cantidades de linfocitos T CD8"* citotdxicos, conteniendo z4100 casi
dos veces la cantidad de linfocitos T CD8*, lo que proporciona una explicacién de la actividad de destruccion
potenciada observada en células derivadas de este donante.

3. Conclusiones

Se descubrié que los novedosos dominios de sefializacién coestimuladores soportan niveles de proliferacion y
destruccion células diana que son iguales o mejores que los niveles soportados por la sefializacion de 4-1BB. De
manera importante, los inventores demuestran esta caracteristica de N1 y N6 aqui en los linfocitos T-CAR producidos
con la estrategia de insercion dirigida de los inventores, ademas de otros datos en los que se administr6 CAR mediante
vectores lentiviricos insertados aleatoriamente. Este procedimiento reduce la probabilidad de que las diferencias en
las respuestas de T-CAR a un antigeno puedan atribuirse a diferencias en el numero de copias integradas entre
diferentes preparaciones de T-CAR. De manera importante, las estrategias de insercion tanto aleatoria como dirigida
indicaron que N6, especialmente, es una alternativa viable al soporte coestimulador proporcionado por 4-1BB natural.

EJEMPLO 4

Ensayo de proliferacién en linfocitos T-CAR que tienen 41BB, N1 o N6 como el dominio coestimulador.

1. Preparacién de linfocitos T-CAR con dominios coestimuladores y ensayo de proliferacion

Se clonaron elementos CAR que caracterizaban novedosos dominios coestimuladores a partir de vectores de
transferencia lentiviricos y se ligaron en el vector pDI. La expresion del elemento CAR esta controlada por el promotor
JeT y el elemento esta flanqueado por los brazos de homologia TRAC para permitir la insercion dirigida del gen. Este
molde del donante esta flanqueado por secuencias de repeticiones terminales invertidas que permiten el envase en
particulas de VAAG. Estos plasmidos se linealizaron en primer lugar mediante digestion con la endonucleasa de
restriccion y precipitacion con etanol. Los linfocitos T cebados se nucleofectaron con TRC1-2x87EE, un plasmido CAR
linealizado, y un ARNip STING para reducir la toxicidad mediada por sensores de acido nucleico intracelulares. La
administracion del acido nucleico se llevd a cabo usando un nucleofector Lonza 4D. Los linfocitos T editados se
hicieron crecer en medio XVIVO-15 (Lonza) suplementado con un combinado al 5 % de suero humano y 30 ng/ml de
IL-2 (Gibco). Se llevaron a cabo los cultivos durante 7 dias antes del agotamiento magnético de las células CD3+ no
editadas usando un kit de seleccion CD3 positiva (StemCell Technologies). Las células reposaron durante la noche
en 2 ng/ml de IL-2 antes del marcado con CellTrace Violet 2 uyM (Life Technologies) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. CellTrace Violet (CTV) es un sustrato para esterasas intracelulares y funciona de
forma muy parecida al éster de succinimidil carboxifluorosceina (CFSE). CTV se difunde a través de membranas hacia
el citoplasma, cuando se escinde por enzimas esterasas, que son abundantes en el citoplasma de las células vivas.
El producto de escisidon no se difunde a través de las membranas celulares, reacciona muy fuertemente con grupos
amino libres que se encuentran en las proteinas citoplasmicas, y es fluorescente. Cuando las células marcadas se
dividen, las proteinas citoplasmicas fluorescentes se dividen de forma uniforme entre las células hijas, dando como
resultado dos células con un brillo individual que es la mitad del que tiene la generacion precursora. Comparando la
fluorescencia CTV con los controles temporales (tales como el control a dia 0) o los controles biolégicos (por ejemplo,
células no estimuladas), las tasas de proliferacion de diversas poblaciones se pueden medir usando citometria de flujo
comparando frecuencias de eventos CTV tenues. Las fracciones CD3 marcadas con CTV de linfocitos T que no
expresan ningun CAR, CAR-4-1BB, CAR-N1, o CAR-N6 se estimularon a continuacion con células tumorales que
soportan antigenos. Para este ensayo, se usaron células K562 que expresaban de forma estable CD19 a dos
relaciones de efector a diana (E:T) diferentes, 2:1 y 1:1. De manera importante, se determino la frecuencia de CAR+
para cada cocultivo usando CD19-Fc biotinilada y estreptavidina-PE. Las cantidades de entrada de los linfocitos T se
normalizaron basandose en sus frecuencias CAR+. Se llevaron a cabo cocultivos de linfocitos T y CD19+ K562s
durante 5 dias antes del analisis citométrico de flujo. Se usaron anticuerpos contra CD4-PE y CD8-APC (BioLegend)
para identificar positivamente los linfocitos T. Se adquirieron los datos y se analizaron usando el software FlowJo
(TreeStar) y se evalué la proliferacion mediante la dilucién del colorante.

2. Resultados del ensayo de proliferacion

Los resultados del ensayo de proliferacion se muestran en la Figura 10. Los histogramas superpuestos de la Figura
10A representan la proliferacion de linfocitos T-CAR CAR-4-1BB, y una falta de proliferacion en los linfocitos T TRC
KO del control negativo a dos relaciones E:T diferentes. Algo mas de la mitad de los linfocitos T CAR-4-1BB proliferaron
en respuesta a las células diana CD19+ mientras que el 13 % se dividié en las muestras del control. Los histogramas
superpuestos de la Figura 10B muestran las tasas de proliferacion de las células CAR-4-1BB frente a las células CAR-
N1. Aparecen en cada cultivo frecuencias aproximadamente iguales de células divididas. Los histogramas
superpuestos de la Figura 10C muestran las tasas de proliferacion de los linfocitos T CAR-4-1BB en comparacion con
los linfocitos T CAR-N6. N6 soporta la proliferacion en un 77 % de células mientras que 4-1BB soporta la proliferacion
en un 56 % de células. Se muestra a continuacion una tabla de frecuencias de las células divididas en cada cultivo.
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Tabla 2. Frecuencia de linfocitos T-CAR en division en el cocultivo con células tumorales que soportan

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

3. Conclusiones

Los cribados lentiviricos identificaron N6 como candidato principal en un esfuerzo por identificar alternativa y/o
dominios de sefalizacion superiores para incorporar en la construccion CAR. Este experimento demostro la capacidad
de los novedosos dominios de sefializacion en un escenario de una insercion dirigida a copia Unica en lugar de un
escenario de insercion aleatoria/niumero de copias variable tipico de la administracion lentivirica. Estos datos apoyan
la demostracion de que se pueden disefar y administrar variantes de sefializacion funcionales. De manera importante,
se descubrié que N6 se comportaba mejor que 4-1BB como transductor de la sefial coestimuladora junto con Cd3z
tras el encuentro con antigenos.

EJEMPLO 5

Eficacia de los linfocitos T CAR que soportan los dominios coestimuladores 4-1BB y N6 en un modelo de xenoinjerto
en murino de linfoma de linfocitos B diseminados.

1. Preparacién de los linfocitos T-CAR e inyeccion en ratones que soportan el tumor

El fin de este estudio era evaluar la eficacia de los linfocitos T CAR disefiados mediante ingenieria genética de expresar
construcciones CAR anti-CD 19 que contenian el dominio coestimulador N6 y comparar estas células de los linfocitos
T CAR con el dominio coestimulador 4-1BB acumulado en el CAR.

Las secuencias CAR anti-CD19 que caracterizan los dominios coestimuladores 4-1BB o N6 se clonaron en el plasmido
pDl y se usaron para producir vectores viricos VAAG. La expresion del elemento CAR fue controlada por el promotor
JeT y el transgén estaba flanqueado por los brazos de homologia TRAC para permitir la insercion dirigida del gen en
el locus TRAC cuando se administré este molde del donante junto con la endonucleasa especifica de sitio TRC1-
2x.87EE. Este molde donante del transgén CAR estaba flanqueado por secuencias de repeticiones terminales
invertidas que permiten el empaquetamiento en particulas de VAAG.

Para el dominio coestimulador N6, se produjeron dos transgenes diferentes de CAR y se empaquetaron en diferentes
vectores de VAA para su ensayo. Estos dos elementos CAR que contienen N6 contenian diferentes secuencias de
poliadenilacion (PoliA) utilizadas en el extremo 3' del transgén CAR para evaluar si estas secuencias PoliA alteraban
la funcion de los linfocitos T CAR. La secuencia poliA utilizada en las construcciones 7241 (4-1BB) y 7205 (N6) era
una secuencia poliA de SV40 que comprendia la SEQ ID NO: 33. La secuencia poliA utilizada en la construccion 7206
(N6) es un secuencia bi-poliA de SV40 que tiene una primera secuencia que comprende la SEQ ID NO: 34 y una
segunda secuencia que comprende la SEQ ID NO: 35. La Tabla 3 resefa las caracteristicas de las construcciones
CAR usadas en este estudio, que se ilustran en la Figura 11. Las secuencias de los vectores usados para generar los
VAA que codifican la construccion 7241 (4-1BB), la construccion 7205 (N6), y la construccion 7206 (N6), se
proporcionan en las SEQ ID NOS: 36-38, respectivamente.

Tabla 3. Vectores VAA

Nombre del vector VAA | Promotor | scFv | Dominio coestimulador | Dominio de activacion | Secuencia PoliA
7205 JeT FMC63 Novel6 (N6) CD3C PoliA de SV40
7206 JeT FMC63 Novel6 (N6) CD3C Bi-PoliA de SV40
7241 JeT FMC63 4-1BB CD3C PoliA de SV40

Los linfocitos T cebados se electroporaron con el ARNm de TRC1-2x87EE. La administracion del acido nucleico se
llevé a cabo usando un nucleofector Lonza 4D. Después de la electroporacion, las células se transdujeron de forma
simulada, o se transdujeron con vectores VAAG6 que soportaban los moldes de los donantes con transgenes CAR anti-
CD 19 que incluian los dominios coestimuladores tanto 4-1BB como N6.

Los linfocitos T editados se hicieron crecer en medio XVIVO-15 (Lonza) suplementado con un combinado al 5 % de
suero humano y 30 ng/ml de IL-2 (Gibco). Las células se cultivaron durante 5 dias antes del agotamiento magnético
de las células CD3+ no editadas usando un kit de seleccion CD3 positiva (StemCell Technologies). Se cultivaron las
células durante 3 dias mas.

Se inyectaron ratones NSG (n=5 por grupo) con 2e5 células Raji que expresaban la luciferasa de la luciérnaga (Raji-
ffluc). Tres dias después, cada uno de los ratones se inyectaron con 1e6 células TCR KO del control, o 16 linfocitos
T CAR producidos usando los vectores 7205 (N6), 7206 (N6) o 7241 (4-1BB). En los dias indicados, los ratones vivos
recibieron por via i.p. sustrato de Luciferina (150 mg/kg en solucion salina), se anestesiaron, y se midi6 la actividad de
luciferasa después de 7 min usando IVIS Spectrum (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los datos se analizaron y se
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exportaron con el programa informatico Living Image 4.5.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA). La intensidad de la sefial de
luminiscencia en las imagenes esta representada por la radiancia en p/s/cm2/sr. Se calculé también el flujo total
usando el programa informatico Living Image 4.5.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA) utilizando el animal completo como
la region de interés. Los ratones se vigilaron segun la progresion de los sintomas de la enfermedad y se sometieron a
eutanasia cuando fue necesario de acuerdo con criterios predefinidos.

2. Resultados del modelo de xenoinjerto de murino

En las Figuras 12-14 se presentan los resultados del modelo de xenoinjerto de murino del linfoma de linfocitos B
diseminados que evalla la eficacia de las construcciones CAR descritas en la Tabla 3.

El injerto y el crecimiento de células Raji-ffluc en ratones del control que recibian células TCR KO fue visible mediante
la obtencion de imagenes ventrales y dorsales de ratones en el dia 7 después de la inyeccion de Raji-ffluc, y se observé
un rapido recrecimiento de células Raji en estos ratones como indica el aumento de la sefial de luminiscencia el Dia
10y el Dia 16 (Figura 12, Figura 13A y Figura 13C). Por el contrario, el tratamiento de los ratones con linfocitos T CAR
que soportan las construcciones 7205 (N6), 7206 (N6) y 7241 (4-1BB) dio como resultado un crecimiento retardado
del tumor (Figura 12 y Figura 13). Se detecto el recrecimiento de células Raji comenzando aproximadamente el Dia
20 en un subconjunto de ratones en los grupos T CAR 7205 (N6) y 7241 (4-1BB), como se puso de manifiesto con la
obtencién de imagenes dorsales y ventrales de los animales. Sin embargo, en el grupo de tratamiento T CAR 7206
(N6), no se observé un crecimiento tumoral apreciable durante los 40 dias del estudio.

Como se muestra en la Figura 14, los 5 ratones en el grupo TRC KO del control se sometieron a eutanasia en el dia
19 debido al rapido inicio de los sintomas relacionados con la enfermedad que incluian paralisis completa de las
extremidades posteriores. Sin embargo, el tratamiento con linfocitos T CAR producido usando los vectores 7205 (N6)
y 7206 (N6) potencid la supervivencia de los ratones, permaneciendo vivos todos los ratones en estos grupos en el
dia 40 (se retird un raton del grupo 7206 del estudio debido a muerte no relacionada con crecimiento tumoral o infusion
de T CAR). Los ratones tratados con la construccion CAR que contenia 7241 4-1BB aumentaron también este tiempo
de supervivencia de los ratones en este grupo de tratamiento, requiriendo un ratén la eutanizacion el dia 38 y
permaneciendo vivos los otros cuatro ratones a lo largo del estudio de 40 dias.

3. Conclusiones

El tratamiento de ratones a los que se habian injertado células Raiji-ffluc CD19+ con linfocitos T CAR anti-CD19 que
expresaban una segunda generacion de los CAR que tenian el dominio coestimulador N6 (en las dos configuraciones
7205y 7206) dio como resultado una prolongada supervivencia de los ratones y una drastica reduccion de la carga
tumoral en comparacion con los ratones que recibieron células TCR KO. De manera importante, hasta el dia 40 del
estudio, la construccion 7205 (N6) parecié comportarse de forma comparable con el CAR que contenia 7241 4-1BB y
la construccion 7206 (N6) parecid superar las configuraciones 7205 (N6) y 7241 (4-1BB) en términos de una supresion
duradera del recrecimiento de células Raji. Generalmente, estos datos confirman los hallazgos in vitro de que el
dominio coestimulador N6 es funcional como dominio coestimulador y respaldan la capacidad de los linfocitos T CAR
de destruir las dianas CD19* in vivo, de acuerdo con los experimentos que evaluaban la actividad in vitro de las
construcciones. Asimismo, las construcciones que llevaban el dominio coestimulador N6 coincidieron o superaron la
actividad de la construccion T CAR con el dominio coestimulador 4-1BB.

EJEMPLO 6

Caracterizacién de un CAR de tercera generacién que comprende multiples dominios coestimuladores

1. Produccién de linfocitos T-CAR que expresan un CAR de tercera generacion

Se prepararon construcciones adicionales para evaluar los novedosos dominios coestimuladores abarcados por la
invencion como parte de un CAR de tercera generacion, en el que los dominios de sefializacion intracelulares incluyen
dos dominios coestimuladores y un dominio de sefializacion CD3-C.

En algunos ejemplos, se preparé un CAR de tercera generacion anti-CD 19 que comprendia, de 5' a 3', la secuencia
de sefalizacion (SEQ ID NO: 16), scFv especifico de CD19 basado en FMC63 (SEQ ID NO: 17), y la bisagra y los
dominios transmembrana de CD8 (SEQ ID NO: 18) descritos anteriormente, seguido por un dominio coestimulador
MyD88 (SEQ ID NO: 39; secuencia obtenida del documento WO 2016/036746), un dominio coestimulador N6 (SEQ
ID NO: 8), y un dominio de sefializaciéon CD3-¢ (SEQ ID NO: 19). La secuencia de sefalizacion bi-poliA de SV40 que
comprendia SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35 se situé en direccion 3' de la secuencia CAR. Como se ha descrito en
ejemplos anteriores, la secuencia que codificaba esta construccion se cloné en el plasmido pDI, y la expresion del
CAR se control6 con el promotor JeT. Ademas, el transgén estaba flanqueado por los brazos de homologia TRAC
para permitir la insercion dirigida del gen en el locus TRAC cuando se administré este molde del donante junto con la
endonucleasa especifica de sitio TRC1-2x.87EE. Este molde del donante del transgén CAR estaba flanqueado
ademas por secuencias de repeticiones terminales invertidas. Se ilustra un molde del donante CAR MyD88/N6 en la
Figura 15y la secuencia de un vector que comprende el molde del donante se proporciona como SEQ ID NO: 40.

En algunos experimentos, el molde del donante de CAR se administrara como ADN linealizado tras la linealizacion del
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plasmido pDI. En otros casos, el molde del donante se empaquetara en particulas de VAA6 para la administracion
virica.

2. Evaluacion de linfocitos T CAR MyD88/N6 para la destruccion celular, la proliferacion, y la secrecién de citoquinas

En algunos experimentos, los linfocitos T CAR MyD88/N6 se produjeron como se ha descrito anteriormente en el
Ejemplo 4 mediante nucleofeccion de linfocitos T cebados con un plasmido del molde de CAR linealizado, la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE, y un ARNip STING para reducir la toxicidad mediada por sensores de acido nucleico
intracelulares. Los linfocitos T CAR MyD88/N6 se hicieron crecer adicionalmente y se expandieron como se ha
descrito.

Los linfocitos T CAR MyD88/N6 se caracterizaron seguin su competencia en la destruccion celular, la proliferacion, y
la secrecion de citoquinas. Para evaluar la competencia en la destruccion celular y la proliferacion, los linfocitos T CAR
MyD88/N6 se sometieron a un ensayo de estrés inducido por antigenos como se ha descrito en el Ejemplo 3 anterior,
en el que los linfocitos T CAR MyD88/N6 se cocultivaron con células K562 disefiadas mediante ingenieria genética
para expresar CD19 (células "K19") a diversas relaciones efector:diana. Se evaludé también la proliferacion como se
ha descrito en el Ejemplo 4 marcando las células con CellTrace Violet y cocultivandolas con células K19 que llevaban
los antigenos a diversas relaciones efector:diana. La secrecion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 humana, TNFa e IFNy)
se determin6é como se ha descrito en el Ejemplo 2 anterior después del cocultivo con células K19 a diversas relaciones
efector:diana.

Se llevaron a cabo experimentos similares que examinaban la destruccion celular, la proliferacion, y la secrecion de
citoquinas usando la transduccion de particulas de VAA recombinantes para la administracién del molde del donante
de CAR a los linfocitos T cebados, que se nucleofectaron adicionalmente con ARNm que codificaba la meganucleasa
TRC 1-2x.87EE.

3. Proliferaciéon de linfocitos T CAR MyD88/N6

Para comparar las funciones de los dominios coestimuladores N6 y MyD88/N6 en los linfocitos T CAR, el ADN
plasmido linealizado que expresaba el dominio coestimulador N6 de la novedosa tercera generacién de CAR que
contenia el dominio coestimulador MyD88/N6 se nucleofectd en linfocitos T humanos junto con la endonucleasa
especifica de sitio TRC1-2x.87EE y el ARNip de STING. En la Figura 15 se ilustra la construccion que codificaba el
CAR MyD88/N6. La construccion que codificaba el CAR N6 se denomind 7206 y se proporcioné como SEQ ID NO:
38. La construccion que codificaba el CAR MyD88/N6 se denomind 7240 y se proporcioné como SEQ ID NO: 40.

Tras la nucleofeccion, las células se hicieron crecer en medio X-Vivo (Lonza) suplementado con FBS al 5 % y 30 ng/ml
de IL-2 (Gibco) durante 5 dias. En el dia 5, los linfocitos T CD3* restantes se marcaron usando el kit Il de seleccion
CD3 positiva humana (StemCell Technologies) y se retiraron magnéticamente segun las recomendaciones del
fabricante. Las fracciones agotadas de los CD3 restantes se resuspendieron en medio X-Vivo suplementado con
10 ng/ml de IL-15 y 3 ng/ml de IL-21 (Gibco) y se hicieron crecer durante 2 dias mas. Para preparar muestras para el
ensayo, 2¢e8 linfocitos T de las condiciones N6 y MyD88/N6, asi como TRC1-2x.87EE tratados solo con los linfocitos T
del control, se marcaron in vitro con una solucion 2 uM de la solucion cell trace violet (CTV). Después de la incubacion,
se evaluaron la consistencia del marcado con CTV y las frecuencias de los linfocitos T CAR en el citdmetro de flujo
Becton-Dickinson LSR:Fortessa tras tefiir con CD19-Biotina Fc (Acro Biosystems) y Estreptavidina PE (BD). Para el
ensayo de proliferacion, las frecuencias de los linfocitos T CAR se normalizaron hasta el 1 % del total de la poblacion
de linfocitos T afiadida, afiadiendo 2e® linfocitos T totales (2€2 linfocitos T CAR) a pocillos duplicados de una placa de
96 pocillos de fondo redondo en medio X-Vivo sin suplemento de citoquinas. Para evaluar la proliferacion de linfocitos
T CAR especificos de antigenos, se afiadieron 4e® células K19 a un pocillo con 4e®células K562 arfiadidas al segundo
para calcular la proliferacion de fondo no especifica. Las células se mezclaron e incubaron durante un total de 6 dias.

En el dia 6 después del cocultivo, las células se centrifugaron y se lavaron dos veces con PBS. Para analizar la
proliferacion de subconjuntos de linfocitos T individuales, las muestras se tifieron con anticuerpos CD4 BV711 y CD8
BV785 (Biolegend), asi como el colorante fantasma BV510 (TONBO biosciences) para excluir células muertas.
Después de la tincion, se analizaron las muestras y se recogieron los datos en un citometro de flujo Becton-Dickinson
LSR:Fortessa.

4. Resultados de los estudios de proliferacién

En la Figura 16 se muestran los resultados del ensayo de proliferacion comparando los dominios coestimuladores N6
y MyD88/N6. Para calibrar la proliferacion de fondo de las poblaciones negativas para CAR, la dilucion CTV en
linfocitos T derivados de la muestra del control nucleofectada solo con TRC se comparé en pocillos cocultivados con
cualquiera de las células K19 o K562. De manera importante, ambos subconjuntos de linfocitos T mostraron niveles
similares de proliferacion no especifica en presencia de células K19 (sombreado claro) y K562 (sombreado oscuro),
sugiriendo que cualquier proliferacion era independiente de CD19 (Figura 16A y 16B). Por comparacion, los linfocitos
T CD4" y CD8* nucleofectados con ADN plasmido linealizado que expresaba el dominio coestimulador N6 mostraron
una mayor dilucién de CTV en presencia de células K19 en comparacion con los controles de K562, lo que indica una
proliferacion sustancial especifica de antigenos (Figura 16C y 16D). De forma notable, la misma evaluacion llevada a
cabo en linfocitos T que expresaban el dominio coestimulador MyD88/N6 mostré también una mayor proliferacion de
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linfocitos T CAR en respuesta a células K19 (Figura 16E y 16F). La dilucion total de CTV era menor en linfocitos T que
expresaban MyD88/N6 en comparacion con linfocitos T CAR que expresaban solo el dominio coestimulador N6; sin
embargo, la expresion de cualquier dominio coestimulador dio como resultado una dilucion mayor de CTV en
comparacion con los linfocitos T del control solo con TRC.

5. Conclusiones

La nucleofeccién de linfocitos T cebados con ADN de plasmido linealizado que expresaba tanto N6 como el dominio
coestimulador MyD88/N6 de tercera generacion dio como resultado linfocitos T CAR capaces de proliferar, como se
ha indicado por la dilucion de CTV, de una manera especifica de antigeno. Asimismo, la proliferacion se produjo en
ambos subconjuntos de linfocitos T CD4* y CD8"* y por encima del fondo observado en células del control que no
expresan CAR. En su conjunto, este estudio demostr6 que N6 y MyD88/N6 pueden funcionar como dominios
coestimuladores en los linfocitos T CAR.

EJEMPLO 7

Caracterizacion de novedosos dominios coestimuladores en una construccién inducible

1. Produccién de linfocitos T CAR gque expresan un CAR de primera generacién y una construccion inducible que
comprende un novedoso dominio coestimulador

Se prepararon construcciones adicionales para evaluar los novedosos dominios coestimuladores abarcados por la
invencion como parte de una construccién coestimuladora inducible, que se coexpresa con un CAR de primera
generacion anti-CD19 que comprende un dominio de sefalizacion CD3-C.

En algunos ejemplos, se prepar6é una construccion que comprendia, de 5' a 3', un casete de expresion para una
construccion coestimuladora inducible, un elemento T2A, y un casete de expresion de CAR que codificaba un CAR de
primera generacion anti-CD 19.

El CAR de primera generacion anti-CD 19 codificado por el casete de expresion de CAR incluia, de 5' a 3', la secuencia
de sefalizacion (SEQ ID NO: 16), el scFv especifico de CD19 basado en FMC63 (SEQ ID NO: 17), y la bisagra de
CD8 y los dominios transmembrana (SEQ ID NO: 18) descritos anteriormente, con una regién intracelular que
comprendia un dominio de sefializacion de CD3-¢ (SEQ ID NO: 19). La secuencia de sefializacion bi-poliA de SV40
que comprendia SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 34 se situd en direccion 3' de la secuencia CAR.

La construccion coestimuladora inducible incluia, de 5' a 3', bien un dominio coestimulador N6 en solitario (SEQ ID
NO: 8), o bien un dominio MyD88 (SEQ ID NO: 39) y un dominio N6 (SEQ ID NO: 8) en tandem, seguido por un
dominio Fv que comprendia dos dominios FKBP12v36 de union a ligando en tandem (SEQ ID NO: 41; secuencias
obtenidas del documento WO 2015/123527), que se unen a la molécula pequefia rimiducid para inducir la dimerizacion
de la construccion y la activacion de la sefializacion coestimuladora.

Como se ha descrito en ejemplos anteriores, estas construcciones se clonaron en el plasmido pDl y las expresiones
de la construccion coestimuladora inducible y el CAR anti-CD19 se controlaron con el promotor JeT. Ademas, estas
construcciones estaban flanqueadas por los brazos de homologia TRAC para permitir la insercion dirigida del gen en
el locus TRAC cuando se administraba junto con la endonucleasa especifica de sitio TRC1-2x.87EE. Estas
construcciones estaban flanqueadas adicionalmente por secuencias de repeticiones terminales invertidas.

En algunos experimentos, el molde del donante se administrara como ADN linealizado tras la linealizacion del plasmido
pDI. En otros casos, el molde del donante se empaquetara en particulas de VAA6 para la administracion virica.

Las células que expresaban el CAR anti-CD19 junto con una construccion coestimuladora inducible que tenia solo el
dominio coestimulador N6 se denominaron linfocitos T CAR iN6. Las células que expresaban el CAR anti-CD19 junto
con una construccion coestimuladora inducible que tenia los dominios coestimuladores MyD88 y N6 se denominaron
linfocitos T CAR iMyD88/N6.

2. Evaluacién de linfocitos T CAR con construcciones inducibles para la destruccién celular, la proliferacién, y la
secrecion de citoguinas

En algunos experimentos, se produjeron linfocitos T CAR iN6 o T CAR iMyD88/N6 como se ha descrito anteriormente
en el Ejemplo 4 mediante nucleofeccion de los linfocitos T cebados con un plasmido del molde de linealizado, la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE, y el ARNip de STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de acidos
nucleicos intracelulares. Los linfocitos T CAR iN6 o los linfocitos T CAR iMyD88/N6 se hicieron crecer adicionalmente
y se expandieron como se ha descrito.

Los linfocitos T CAR iN6 y los linfocitos T CAR iMyD88/N6 se caracterizaron para la competencia en la destruccion
celular, la proliferacion y la secrecion de citoquinas en presencia y ausencia de la molécula pequefia rimiducid, que
induce la dimerizacion de la construccién inducible e inicia la sefializacion coestimuladora en la célula. Para evaluar
la competencia en la destruccion celular y la proliferacion, los linfocitos T CAR se sometieron a un ensayo de estrés
inducido por antigenos como se ha descrito en el Ejemplo 3 anterior, en el que los linfocitos T CAR La se cocultivaron
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con células K562 disefiadas mediante ingenieria genética para expresar CD19 (células "K19") a diversas relaciones
efector:diana. Se evalué también la proliferacion como se ha descrito en el Ejemplo 4 marcando las células con
CellTrace Violet y cocultivandolas con células K19 que llevaban los antigenos a diversas relaciones efector:diana. La
secrecion de citoquinas (por ejemplo, IL-2 humana, TNFa e IFNy) se determind como se ha descrito en el Ejemplo 2
anterior después del cocultivo con células K19 a diversas relaciones efector:diana.

Se llevaron a cabo experimentos similares que examinaban la destruccion celular, la proliferacion, y la secrecion de
citoquinas usando la transduccién de particulas de VAA recombinantes para la administracién del molde del donante
a los linfocitos T cebados, que se nucleofectaron adicionalmente con ARNm que codificaba la meganucleasa TRC 1-
2x.87EE.

3. Proliferaciéon de linfocitos T CAR iMyD88/N6

Para caracterizar la funcionalidad de los novedosos dominios coestimuladores en una construcciéon inducible, Los
linfocitos T cebados se nucleofectaron con ADN de plasmido linealizado que expresaba una construccién inducible
coestimuladora iMyD88/N6 o, como control, el dominio coestimulador N6 expresado como parte del CAR. Las células
se nucleofectaron adicionalmente con la endonucleasa especifica de sitio TRC1-2x.87EE y el ARNip de STING como
se ha descrito anteriormente. Como control negativo, se nucleofectdé una muestra separada con la endonucleasa
especifica de sitio TRC1-2x.87EE y el ARNip de STING solo. En la Figura 17 se ilustra la construccion del molde del
donante de CAR. Como se ha descrito anteriormente, la construccion que codificaba el CAR N6 se denomind 7206 y
se proporcioné como SEQ ID NO: 38. La construccion que codificaba el dominio coestimulador iMyD88/N6 se
denomind 7235 y se proporcioné como SEQ ID NO: 42.

Después de la nucleofeccion, las muestras de linfocitos T reposaron durante 6 horas en medio X-Vivo (Lonza)
suplementado con FBS al 5 % y 30 ng/ml de IL-2 (Gibco). A continuacion, las muestras se dividieron por la mitad en
pocillos separados, recibiendo un pocillo rimiducid a una concentracion final de 5 nanomolar y el otro pocillo se dejo
sin tratar. Las células se incubaron posteriormente durante 5 dias. En el dia 5, los linfocitos T CD3* restantes se
marcaron usando el kit I de seleccién CD3 positiva humana (StemCell Technologies) y se retiraron magnéticamente
segun las recomendaciones del fabricante. Las fracciones agotadas de los CD3 restantes se resuspendieron en medio
X-Vivo suplementado con 10 ng/ml de IL-15 y 3 ng/ml de IL-21 (Gibco). Las muestras que habian recibido rimiducid
en el dia 0 después de la nucleofeccién se enriquecieron con rimiducid nuevo a una concentraciéon final de 5
nanomolar, mientras que las muestras sin tratar se resuspendieron en citoquina suplementada con X-Vivo solamente.
A continuacién, se incubaron las células durante 2 dias mas.

Para preparar muestras para el ensayo, 2e® linfocitos T procedentes de las formas iMyD88/N6 y N6 que habian recibido
o no rimiducid, asi como TRC1-2x.87EE tratado solo con los linfocitos T del control, se marcaron in vitro con una
solucién 2 yM de la solucion cell trace violet (CTV). Después de la incubacion, se evaluaron la consistencia del
marcado con CTV y las frecuencias de los linfocitos T CAR en el citometro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa
tras tefiir con CD19-Biotina Fc (Acro Biosystems) y Estreptavidina PE (BD). Las frecuencias de los linfocitos T CAR se
normalizaron hasta el 1 % del total de la poblacion de linfocitos T afiadida, afiadiendo 2e°® linfocitos T totales (2e®
linfocitos T CAR) a dos pocillos separados de una placa de 96 pocillos de fondo redondo en medio X-Vivo sin
suplemento de citoquinas. A continuacion, un pocillo recibié 4e® células K19 diana, mientras que el otro recibié 4e?
K562 células como un control. A continuacion, se afiadié rimiducid a las muestras que habian recibido rimiducid en el
dia 0 y el dia 5 después de la nucleofeccion, respectivamente. Las células se mezclaron e incubaron durante un total
de 6 dias.

En el dia 6 después del cocultivo, las muestras se tifieron para el analisis por citometria de flujo. Para cuantificar la
proliferaciéon de subconjuntos de linfocitos T individuales, las muestras se tifieron con anticuerpos CD4 BV711 y CD8
BV785 (Biolegend), con la exclusién de células muertas durante el analisis que se produce mediante la adicion de
colorante fantasma BV510 (TONBO biosciences) al céctel de tincion. Después de la tincion, se analizaron las muestras
y se recogieron los datos en un citdmetro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa.

4. Resultados de los estudios de proliferacién

Los resultados del ensayo de proliferacién comparando la novedosa construccion coestimuladora inducible iMyD88/N6
con el CAR N6 se muestran en las Figuras 18-20. Los linfocitos T CD4* y CD8* procedentes de células nucleofectadas
que expresan TRC y que no expresan CAR mostraron niveles similares de proliferacion no especifica cuando se
cocultivaron con cualquiera de las células K19 (sombreado claro) o K562 (sombreado oscuro) (Figura 18A'y 18B).

Al contrario, la proliferacion de linfocitos T-CAR que expresan un CAR N6 fue dependiente de antigeno, ya que la
dilucién de CTV fue mayor cuando se cultivd con células K19 (sombreado claro) en oposicion a K562 (sombreado
oscuro) (Figura 19A y 19C). Ademas, los linfocitos T CAR que expresaban el CAR N6 no inducible mostraron una
proliferacion sustancial de ambos subconjuntos de linfocitos T en presencia (sombreado oscuro) o ausencia
(sombreado claro) de rimiducid y células K19 (Figura 19B y 19D), mostrando que rimiducid no tiene ninguna funcién
en ausencia de un dominio coestimulador dependiente de interruptor.

Para la construccion coestimulador inducible, la proliferacion de linfocitos T tanto CD4* como CD8* que expresaban
iMyD88/N6 fue mayor cuando se cocultivaron con células K19 (sombreado claro) en comparacion con las células K562
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del control (sombreado oscuro) (Figura 20A y 20C). De manera importante, la mayor diluciéon de CTV era dependiente
de rimiducid (sombreado oscuro) en comparacion con las muestras no tratadas con rimiducid (sombreado claro)
cuando se cultivaron con células K19 de ambos subconjuntos de linfocitos T analizados, lo que respalda la funcion
inducible del interruptor iMyD88/N6 (Figura 20B y 20D).

5. Conclusiones

La expresion de la novedosa construccion coestimuladora inducible iMyD88/N6 en los linfocitos T CAR dio como
resultado la proliferacion de linfocitos T tanto Cd4+como‘como CD8* que era dependiente de antigeno.
Asombrosamente, la dilucion de CTV en los linfocitos T cultivados fue mayor en presencia de rimiducid, lo que muestra
la naturaleza inducible de las construcciones del dominio coestimuladoras cuando se expresan en los linfocitos T CAR.
Como rimiducid no tuvo efecto sobre la proliferacion de linfocitos T CAR cuando el dominio coestimulador se expresa
como parte del CAR, estos datos respaldan la funcionalidad de los novedosos dominios coestimuladores sobre la
funcion de los linfocitos T CAR.
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Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg

20

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

85

Tyr

5
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Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

70

His

Asp

Ser

Glu

Arg

Gln

55

Tyr

Asp

Ala

Ala

Leu

Gly

40

Glu

Ser

Gly

Leu

Asp

Asn

25

Arg

Gly

Glu

Leu

His
105

Ala

10

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr
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Met

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

75

Gln

Gln

Ala

Arg

Glu

Asn

60

Met

Gly

Ala

Tyr

Arg

Met

45

Glu

Lys

Leu

Leu

Gln

Glu

30

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
110

Gln

15

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

95

Pro

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

80

Ala

Arg

His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr

10

15

Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro

25

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser
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<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

35

42

40

30
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<220>
<223> Sintetizado

<400> 21
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Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met

1

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu

20

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys

35

<210> 22

<211> 444

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 22

Met Ala Leu Pro
1

His Ala Ala Arg
20

Ser Ala Ser Leu
35

Asp Ile Ser Lys
50

Val Lys Leu Leu
65

Ser Arg Phe Ser

Ser Asn Leu Glu
100

5

Val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

40

Leu

Gln

Val

40

Trp

Thr

Ser

Ile
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15

Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe

25

Glu Leu

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala
105

43

Leu
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Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

30

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln
110

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Val

Thr

95

Gln

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly
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Gly

val

145

Leu

val

val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

vVal

Ser

Tyr

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Arg

Asn

Leu

115

Gly

Leu

vVal

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Ser

Glu
355

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Ala

340

Leu

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Asp

Asn
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Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ala

Leu

Phe

Gly

135

Gly

Vval

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

val

Pro

Gly

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Ala

Arg
360

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Tyr

345

Arg

44

Gly

Ser

Leu

Vval

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Gln

Glu

Thr

Gly

Val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Gln

Glu

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Gly

Tyr

Leu

125

Gly

Pro
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Glu

Ala

205

vVal

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Arg

Gln

Asp
365

Glu

Gly

Ser
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Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg
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Thr

Val

Asn

350

val

Ile
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Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro
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Leu

Cys

Lys

335

Gln

Leu

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys
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Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Phe

Leu

Asp



Lys

Asn
385

Glu

Gly

Tyr
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Arg

370

Pro

Ala

His

Asp

Arg

Gln

Tyr

Asp

Ala
435

Gly

Glu

Ser

Gly

420

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado
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1
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Ser

Asp

Val

65

Ser

Ser

Asn

Ala
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Ile
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Lys

Arg
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Ser
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Phe
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Leu
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Arg

20

Leu

Lys
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Glu
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Arg

Gly

Glu
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Gly

Tyr

Ile

Gly
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Gln

Tyr
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Leu
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Thr
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Ala
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55
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Met
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Ala
440
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Val
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Trp

Thr
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Ile

Gly
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Met
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Lys

Leu

425

Leu

Leu

Met
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Thr
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Ser

Gly

Ala
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Gly

45

Gly

Leu

Gly
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Ser

Pro

Leu
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Thr
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Arg
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Gly
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Glu

Thr
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Lys
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Arg
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Leu
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Arg

Thr
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45

Pro
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Cys

Leu
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Arg

Lys

Arg
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430
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Ser
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Ala
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Gly

Leu

Gln

110

Glu

Arg

Met
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415

Asp

Leu
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Val

Thr
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Lys
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400
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Thr
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Gly

vVal

145

Leu

val

Val

Arg

Met

225
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Thr

Thr

Ala

Phe

305
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Gly

Ala

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Arg
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Ala
370

Gly

Leu

val

Trp

Trp

195

Thr
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Tyr

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Thr

355

Tyr

Gly

Gln

Thr

Ile

180
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Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Arg

Arg

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

His

Lys

Ser
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Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Tle

Ala

Tyr

310

Leu

Ser

His

Arg

Gly

135

Gly

val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

val

Asp

Tyr

val
375

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Tyr

Gln

360

Lys

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Met

345

Pro

Phe

46

Ser

Leu

val
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Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Asn

Tyr

Ser

Gly

vVal
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Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Met

Ala

Arg

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Thr

Pro

Ser
380

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Arg

Pro

Pro

365

Ala

Gly

Ser

Asp

Trp
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Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Ser

Arg

350

Arg

Asp

Ser

Gln

Tyr
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Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Lys

335

Arg

Asp
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Gly
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Lys
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Pro
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Arg

Pro
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Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly
385 390 395 400
Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro
405 410 415
Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr
420 425 430
Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly
435 440 445
Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln
450 455 460
Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln
465 470 475 480
Ala Leu Pro Pro Arg
485
<210> 24
<211> 486
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 24
Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15
His Ala Ala Arg Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu
20 25 30
Ser Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln
35 40 45
Asp Ile Ser Lys Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr
50 55 60
Val Lys Leu Leu Ile Tyr His Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro
65 70 75 80
Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

47



Ser

Asn

Gly

val

145

Leu

Val

vVal

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

val

Lys

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Leu

Leu

115

Gly

Leu

val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Leu

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu
340

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Tyr
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Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ile

Asp

Phe

Gly

135

Gly

Val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Phe

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Gln
345

48

Thr

Gly

Ser

Leu

val
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Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Tyr

Thr

Gly

val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Arg

Pro
350

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly

335

Val

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Gln



Thr

Glu

Pro
385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln
465

Gln

<210> 25
<211> 486
<212> PRT

Thr

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

Gln

355

Gly

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 25

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
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Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Gly

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

455

Thr

Cys

360

Val

Asn
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Arg

Lys

440

Arg

Lys

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu

1

5

His Ala Ala Arg Pro Asp Ile Gln Met

20

25

Ser Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr

35

40

Asp Ile Ser Lys Tyr Leu Asn Trp Tyr

50

55

49

Cys Arg Phe Pro Glu
365

Phe Ser Arg Ser Ala
380

Leu Tyr Asn Glu Leu
395

Asp Lys Arg Arg Gly
410

Lys Asn Pro Gln Glu
430

Ala Glu Ala Tyr Ser
445

Lys Gly His Asp Gly
460

Thr Tyr Asp Ala Leu
475

Leu Pro Leu Ala Leu
10

Thr Gln Thr Thr Ser
30

Ile Ser Cys Arg Ala
45

Gln Gln Lys Pro Asp
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Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Leu
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Ser

Ser

Gly

Glu

Ala

Leu

400
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Leu

Ile

Tyr

Met
480

Leu

Leu

Gln

Thr



Val
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Ser
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Gly

Val
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Leu

val

Val

Arg

Met
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His

Thr

Thr

Ala

Phe
305

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly
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Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Phe

Leu

Leu
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Gly

Leu

Val

Trp

Trp
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Thr

Ser

Tyr

Val

Ala
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Arg

Cys

Leu
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Glu
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Pro

Gly

Gln

Thr

Ile
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Gly

Ile

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro
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Glu
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Gly

245
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Thr
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Ile
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Thr
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Arg
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Thr

Pro

Val
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Leu
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Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly
320



Val

Lys

Ala

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

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

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<223> Sintetizado

<400> 26

Leu

Phe

Gln

355

Glu

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Leu

Val

340

Met

Cys

Gln

Glu
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Val

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Tyr

Val

Ala
275

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Tle

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

85

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Tle

Gln

Gly

245

val

Thr

ES 2 811500 T3

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

Val

Pro

Thr

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser
280

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Thr

Ala

Thr

265

Gln

52

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

vVal

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Pro

Leu

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu
285

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Ser

Gly

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Gln

Thr

Pro

80

Tle

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Pro

Glu



Ala

Phe

305

Val

Lys

Thr

Glu

Pro
385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln
465

Gln

<210> 27
<211> 486
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

<223> Sintetizado

<400> 27

Arg

Cys

Leu

Leu

Gln

355

Asn

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Pro

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485
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Ala

Tyr

310

Leu

Leu

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Gly

295

Ile

Val

Phe

Ala

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

455

Thr

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

Val

Asn

Val

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Ala

Ala

Thr

Arg

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

53

Val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

Ala

Lys

Thr

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Thr

300

Ala

Cys

Ala

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Arg

Gly

Lys

Gln

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Gly

Thr

Trp

Pro

350

Glu

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Leu

Cys

Gly

335

Ile

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Asp

Gly

320

Arg

Arg

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
480



ES 2 811500 T3

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu

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

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

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

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

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile

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

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

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu
130 135 140

Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln Ser
145 150 155 160

Leu Ser Val Thr Cys Thr Val Ser Gly Val Ser Leu Pro Asp Tyr Gly
165 170 175

Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Arg Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly
180 185 190

Val Ile Trp Gly Ser Glu Thr Thr Tyr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1395 200 205

Arg Leu Thr Ile Ile Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu Lys
210 215 220

Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala Lys
225 230 235 240

His Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
245 250 255

54



Thr

Thr

Ala

Phe

305

Val

Lys

Ser

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln

465

Gln

<210> 28
<211> 486
<212> PRT

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ala

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Ile

Gln

355

Asp

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Ile

340

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Pro

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Phe

Glu

Asp

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
485
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Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Leu

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala

470

Arg

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Tyr

Ala

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

455

Thr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

Val

Asn

Val

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Asn

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

55

Thr

Pro

Val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

Ala

Lys

Thr

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Lys

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Arg

270

Arg

Gly

Thr

His

Pro

350

Gln

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Pro

Pro

Leu

Cys

Ser

335

Thr

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Asn

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile

Tyr

Met
480



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 28
Met

1

His

Ser

Asp

Val

65

Ser

Ser

Asn

Gly

Val

145

Leu

Val

Val

Arg

Ala

Ala

Ala

Ile

50

Lys

Arg

Asn

Thr

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Ile

Leu
210

Leu

Ala

Ser

35

Ser

Leu

Phe

Leu

Leu

115

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Pro

Arg

20

Leu

Lys

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile

180

Gly

Ile

Val

Pro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

Tyr

Ser

Glu

Cys

165

Arg

Ser

Ile

ES 2 811500 T3

Thr

Asp

Asp

Leu

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Gly

Ser

150

Thr

Gln

Glu

Lys

Ala

Ile

Arg

Asn

55

His

Gly

Asp

Phe

Gly

135

Gly

Val

Pro

Thr

Asp
215

Leu

Gln

Val

40

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Gly

Pro

Ser

Pro

Thr

200

Asn

Leu

Met

25

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

56

Leu

10

Thr

Ile

Gln

Arg

Thr

90

Thr

Gly

Ser

Leu

Val

170

Lys

Tyr

Lys

Pro

Gln

Ser

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Thr

Gly

Val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Leu

Thr

Cys

Lys

60

His

Tyr

Phe

Lys

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln
220

Ala

Thr

Arg

45

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

125

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Leu

Ser

30

Ala

Asp

Gly

Leu

Gln

110

Glu

Gly

Ser

Asp

Trp

190

Leu

Phe

Leu

15

Ser

Ser

Gly

Val

Thr

95

Gln

Ile

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Leu

Leu

Gln

Thr

Pro

80

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys



Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe

305

Val

Lys

Ser

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyr

Gly

Gln
465

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Leu

Lys

Ala

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Met

450

Gly

Ser

Tyr

Val

Ala

275

Arg

Cys

Leu

Ala

Gln

355

Ser

Tyr

Arg

Met

Glu

435

Lys

Leu

Leu

Tyr

Thr

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Ala

340

Glu

Cys

Gln

Glu

Gly

420

Leu

Gly

Ser

Gln

Gly

245

Val

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Ala

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Glu

Thr

Thr

230

Gly

Ser

Ile

Ala

Tyr

310

Leu

Ala

Asp

Leu

Gly

390

Tyr

Lys

Lys

Arg

Ala
470
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Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Ala

Ala

Arg

375

Gln

Asp

Pro

Asp

Arg

455

Thr

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

Trp

Ile

Lys

Ser

360

vVal

Asn

val

Arg

Lys

440

Arg

Lys

Thr

Ala

Thr

265

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

Gly

Asp

57

Ala

Met

250

Thr

Pro

val

Pro

Leu

330

Pro

Cys

Phe

Leu

Asp

410

Lys

Ala

Lys

Thr

Ile

235

Asp

Pro

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

Tyr
475

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Ala

Ala

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

His

460

Asp

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Ser

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr

445

Asp

Ala

Cys

Gly

Arg

270

Arg

Gly

Thr

Ala

Pro

350

Ser

Ala

Leu

Gly

Glu

430

Ser

Gly

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Ser

335

Ala

Glu

Asp

Asn

Arg

415

Gly

Glu

Leu

His

Lys

240

Gly

Pro

Glu

Asp

Gly

320

Arg

Ser

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Tle

Tyr

Met
480



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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 29
cagcagctgg

cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcccgcet
gtacgecgcece
cgctacactt
cacgttcgece
tagtgcttta
gccatecgece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgcgec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatate

caaaacctct

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggcgt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagegecce
ggctttccece
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcecgattt
tttaacaaaa
gggcttttct
gggttggeca
gcccgacgec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg

atcaatgaga

ES 2 811500 T3

Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcecctg
cgaggaaagc
cattaagcgce
tagcgccege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegece
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctcecctetet
cgggcetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttetcag
aaattcctga
tagcgetggg

gagcaatctc

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtyg
tcettteget
aaatcggggyg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgcgcetege
ccgggcggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge

ctggtaatgt

58

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacge
ttcttcecctt
ctcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtectatt
gagctgattt
atatttgcett
atgattgaca
tcgctcactg
tcagtgagcg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgectgtga
aggtgttctg

gatagatttc

agttgcgcag
ttccatgage
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttectege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggcg
agcgagcgceg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt

ccaacttaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgeccage
gttggggcaa
tccagaacce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggecetg
cgaaagttgce
gacgcgeegg
tttgttecegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctececgtac
tggcggcgge
ggtcgcecacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggcgcec
actagccggyg

tgggagaaag

cataaacctce
gatgtacagt
tattgctggg
gcecctgeatt
atcatggcecct
gagcagctgg
cccacagage
agagggaaat
tgaccctgece
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggcetegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttcecta
aaccttgagce
acattcggtg
agcgggggtyg
agccagagcec
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgecagg
tgcgecgaage
tectgtgacceg
atagcaagtc
gttcacacgce
acttgcggag

aagctcttgt

ES 2 811500 T3

ccattctgcet
ttgctttget
gttttgaaga
tcaggtttce
cttggccaag
tttctaagat
ccegeecttg
gagatcatgt
gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttceg
tggegetcece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gccgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctcgga
tctcagtcac
gacagccgcc
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttate
gaggactaga
tgttgttgtt

acattttcaa

aatgceccagce
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagcet
gctatttece
tccatcactg
cctaaccctg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tecgecageegg
agtgacagcecce
gatgactcag
ccgggecage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tcttegecct
cttecgectge
gagcttggta

gcagccattce

59

ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggcect
tgtgeccetgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcageg
aacgccgatg
gatttgggtc
ttacttttac
actacctcectt
caggacatct
ctcatttacc
tcecggtacgg
ttectgtcage
accggaggcg
caggagagcg
tctggagtcea
ttagagtggce
agccgectcea
ctccagactg
tacgcaatgg
gcccecacgte
gaggcttgeca
gacatctaca
ataacgectcet

atgcgtcecceg

gagaccactc
cctttactct
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtccee
tgagaccgtg
tccagecetgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgegeegtte
attatataag
geggttettg
ctectggegtt
ccectatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagcgg
gaccgggctt
gtctcccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgce
actactgggg
ccecccacgec
ggcccgegge
tctgggcecacce
actgcaageg

ttcagacgac

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



tcaggaggag
cagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgegga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca
tgceccagage
cattgccacc
gaatgacacg
ctcagtctct
tgctetteta
tctgccaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttca
agccctacca
ctcgeteget
cggcctcagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttctce
ttatgctctg

ttggatgttg

gacggctgct
ttcteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
gctttggtge
tctggtcaat
aaaaccctcet
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctcecatte
aatctttccce
attgtgcegg
gggtgtgcce
tccaaataac
ggacaaaagt
agggcaggga
cactgaggcce
gagcgagcga
ctaccctcte
tgactgtectce
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt

gaattcctga
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cgtgeegatt
ccgcggacgce
ggcgccggga
gcaagcctcg
tggctgagge
acggcttata
aagccttacc
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattcgaat
caacagcatt
cttcgcagge
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
tcctgectge
taagcccecett
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgcgcagag
cggcatgaat
cggecctttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt

tgcggtattt

cccggaggag
acccgcttac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggctt
acctcgatga
ggacaaacca
attgctttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttccttg
actcctctga
aaacagtgag
aaggtggcag
ctgectttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctctctgaag
tgatggagtt
agccegggeg
agggagtgge
ttatcagcta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt

tctecttacg
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gaggagggcg
cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccaccgega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tccgcaacaa
acaccttctt
cttcaggaat
ttggtggtct
ccttgttetg
gagagggcac
tcagactgtt
cctctectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagee
aactcagggt
aaatgctact
ggccactccce
tcgggcgacce
caacggcgceg
gaacggttga
aatctttacc
tttatccttg
ttggtacaac
tgcettgect

catetgtgeg

gttgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gcctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gccgettega
gcagtgaaaa
tataagctgce
atctgacttt
ccccagccca
ggccaggttce
cggccttatce
gcagtccaga
gtggcccage
tgcececttac
tttcteeectg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtcag
tgagaaaaca
tgaagatacc
tctectgegeg
tttggtcgee
cctgecaggtce
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttaget
gtatgattta

gtatttcaca

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



ccgcatatgg
acacccgceca
cagacaagct
gaaacgcgceg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattccecttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tecgeegeata
tcttacggat
cactgecggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagceg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggggt
cctacagegt

tceggtaage

tgcactctca
acacccgcetg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgecggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tcccgtatceg
cagatcgcetg
tcatatatac
atcetttttg
tcagacccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgectctge
gggttggact
tecgtgcacac
gagctatgag

ggcagggtcg
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gtacaatctg
acgcgecctg
ccgggagctg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccttee
agttgggtgce
gttttegeee
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttectgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
ttttteccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagcgccac

gaacaggaga

ctectgatgece
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttegggga
gtatcecgete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcet
c¢ggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcceggeaa
ctecggecctt
tcgeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gctteecgaa

gcgcacgagg
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gcatagttaa
ctgcteecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg

gggagaaagg

gagcttccag

gccagccecg
catccgetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtecgcecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgegecaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacce
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata

cggacaggta

ggggaaacgc

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140
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ctggtatctt tatagtcctg tcgggtttcg ccacctcectga cttgagegte gatttttgtg 7200
atgctcgtca ggggggcgga gcctatggaa aaacgccage aacgcggcect ttttacggtt 7260
cctggecttt tgctggectt ttgctcacat gttcectttecct gegttatcee ctgattcetgt 7320
ggataaccgt attaccgcct ttgagtgagc tgataccgcect cgccgcagcec gaacgaccga 7380
gcgcagcgag tcagtgagcg aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcectcectcece 7440
cgcgegttgg ccgattcatt aatg 7464
<210> 30
<211> 7464
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 30
cagcagctgg cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcge ccttcecccaac agttgegecag 60
cctgaatggc gaatggaatt ccagacgatt gagcgtcaaa atgtaggtat ttccatgagce 120
gtttttcectg ttgcaatgge tggcggtaat attgttctgg atattaccag caaggccgat 180
agtttgagtt cttctactca ggcaagtgat gttattacta atcaaagaag tattgcgaca 240
acggttaatt tgcgtgatgg acagactctt ttactecggtg gcctcactga ttataaaaac 300
acttctcagg attctggegt accgttccetg tctaaaatce ctttaatecgg cetectgttt 360
agctcceget ctgattctaa cgaggaaagce acgttatacg tgctcgtcaa agcaaccata 420
gtacgcgcce tgtagcggeg cattaagcge ggcegggtgtg gtggttacge gcagegtgac 480
cgctacactt gccagcgeccce tagcegecege tceccttteget ttettcececett cetttetege 540
cacgttecgee ggcecttteccece gtcaagectet aaatcggggg ctecetttag ggttceccgatt 600
tagtgecttta cggcacctecg accccaaaaa acttgattag ggtgatggtt cacgtagtgg 660
gccatecgece tgatagacgg tttttegece tttgacgttg gagtccacgt tcectttaatag 720
tggactcttg ttccaaactg gaacaacact caaccctatc tcggtctatt cttttgattt 780
ataagggatt ttgccgattt cggcctattg gttaaaaaat gagctgattt aacaaaaatt 840
taacgcgaat tttaacaaaa tattaacgtt tacaatttaa atatttgctt atacaatctt 900
cctgtttttg gggettttet gattatcaac cggggtacat atgattgaca tgctagtttt 960
acggcgcegec gggttggcca ctccctctet gegegetcge tcgetcactg aggecgggeg 1020
accaaaggtc gcccgacgece cgggetttge ccgggeggece tcagtgageg agcgagegeg 1080
cagagaggga gtggccaact ccatcactag gggttcctac gcgtagatct catattctgg 1140
cagggtcagt ggctccaact aacatttgtt tggtacttta cagtttatta aatagatgtt 1200



tatatggaga
ccatattcat
gcettatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccagce
gttggggcaa
tccagaacce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttgce
gacgcgeegg
tttgttccgg
attattgcac
ttctttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctccegtac
tggcggegge
ggtcgecacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac

tcagggcact

agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgectggg
gcecetgeatt
atcatggceccet
gagcagctgg
cccacagagc
agagggaaat
tgaccectgece
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggetcegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttecta
aaccttgagce
acattcggtg
agcgggggtg
agccagagcc
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgegaage

tctgtgaccg
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tctttetcag
aaattcctga
tagcgctggg
gagcaatctc
ccattctget
ttgetttget
gttttgaaga
tcaggtttcc
cttggeccaag
tttctaagat
ccegeccttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttccg
tggcgetcecece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gcecgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctcgga
tctcagtcac
gacagccgec
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta

tatccagcac

aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge
ctggtaatgt
aatgcccagce
gggcettttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagcet
gctatttcce
tccatcactg
cctaacccetg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tcgecageegy
agtgacagcc
gatgactcag
ccgggccagce
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt

tactacccca
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ctaggaaggt
gctgcetgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggcct
tgtgecctgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagcg
aacgecgatg
gatttgggtce
ttacttttac
actacctcett
caggacatct
ctcatttacc
tceggtacgg
ttctgtcage
accggaggcg
caggagagcg
tectggagtca
ttagagtggce
agccgcectceca
ctccagactg
tacgcaatgg

gcecececacgte

ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtece
tgagaccgtg
tccagcectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgcgeegtte
attatataag
gcggttcettg
ctctggegtt
ccctatcetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcect
agggcaacac
gtggcagegyg
gaccgggcett
gtcteccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgc
actactgggg

ccceecacgece

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



agctccaacg
gggcggcgcece
actagccggg
tagccgeaaa
gcagatggaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgegga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca
tgcccagage
cattgccacc
gaatgacacg
ctcagtctct
tgctcttcta
tctgccaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttca
agccctacca
ctcgecteget
cggcctcagt
tcaaaaatag

gatggtgatt

atagcaagtc
gttcacacgce
acttgcggag
aaatttgtge
gatgcgagca
ttecteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatgc
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
gctttggtge
tctggtcaat
aaaaccctcet
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctcattc
aatctttccc
attgtgccgg
gggtgtgcce
tccaaataac
ggacaaaagt
agggcaggga
cactgaggcc
gagcgagcga
ctaccctcte

tgactgtctc
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agcccttatce
gaggactaga
tgttgttgtt
atctgcectgaa
gctgecgetg
ccgcggacgce
ggcgcecggga
gcaagcctcg
tggctgagge
acggcttata
aagccttacc
tgatgagttt
ttgtgatgcet
caattcgaat
caacagcatt
cttcgcaggce
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
tcctgectge
taagcccctt
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgcgcagag
cggcatgaat

cggectttet

tcttcgeccet
cttegectge
gagcttggta
acgcccegttt
cccgcaggaa
acccgettac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggctt
acctcgatga
ggacaaacca
attgctttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttccttg
actcctctga
aaacagtgag
aaggtggcag
ctgeetttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctctctgaag
tgatggagtt
agccegggeg
agggagtggc
ttatcagcta

cacccgtttg
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gaggcttgca
gacatctaca
ataacgctct
attaaaacca
gaagaaggcg
cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccaccgega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tccgcaacaa
acaccttctt
cttcaggaat
ttggtggtct
ccttgttetg
gagagggcac
tcagactgtt
cctctectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagce
aactcagggt
aaatgctact
ggccactccc
tcgggcgacce
caacggcgcg
gaacggttga

aatctttacc

ggcccgegge
tectgggeacce
actgcaaaca
ccggcgeggce
aatgcgatct
agaaccagct
agcgtagagg
gcctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gccgcttega
gcagtgaaaa
tataagctge
atctgacttt
ccccagcecca
ggccaggttce
cggccttatc
gcagtccaga
gtggcccage
tgccecttac
tttctccctg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtcag
tgagaaaaca
tgaagatacc
tctctgegeg
tttggtcgee
cctgcaggtc
atatcatatt

tacacattac

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

4740

4800

4860

4920

4980



tcaggcattg
aaggcttcte
ttatgctctg
ttggatgttg
ccgcatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgceg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata
tcttacggat
cactgecggcece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc

gcctacatac

catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcctga
tgcactctca
acacccgetg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctce
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtateg
cagatcgcetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagacccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt

ctegetetge
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atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgcggtattt
gtacaatctg
acgcgcecctg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeettee
agttgggtgce
gttttegece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttcecgaa
agccgtagtt

taatcctgtt

tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt
tctecttacg
ctctgatgece
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttegggga
gtatcegcete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcect
cggaggaccg
tgategttgg
gcctgtagea
ttceceggeaa
ctcggecectt
tcgcggtatc
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac

accagtgget

65

tttatccttg
ttggtacaac
tgcecttgect
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgcteecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttce
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact

gctgeccagtg

cgttgaaata
cgatttagcect
gtatgattta
gtatttcaca
gccageccceg
catccgcetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaaccectat
aaccctgata
gtgtegeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagce
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttcet
tttgtttgec
cgcagatacc
ctgtagcacc

gcgataagte

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900



gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag

cgegegttgg

<210> 31
<211> 7464
<212> ADN

gggttggact

tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg

ccgattcatt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 31
cagcagctgg

cctgaatggce
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctccceget
gtacgcgeccce
cgctacactt
cacgttcgece
tagtgcttta
gccatcgecee
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat

cctgtttttg

cgtaatagceg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgccc
ggctttccce
cggcacctceg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa

gggcttttet
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caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tecgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga

aatg

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcectg
cgaggaaagc
cattaagcgce
tagcgcceege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegeee
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgtt

gattatcaac

gttaccggat
ggagcgaacg
gcttececgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgcet

agagcgecca

caccgatcge
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcettteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa

cggggtacat
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aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtce
aacgcggcect
gcgttatcce
cgccgecagec

atacgcaaac

ccttecccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcegtcaa
gtggttacge
ttctteceett
ctccctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgcett

atgattgaca

ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

cgectetece

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

tgctagtttt

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



acggecgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgecagce
gttggggcaa
tccagaacce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggcctg
cgaaagttgce
gacgcgceegg
tttgttccgg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctcecgtac
tggcggegge
ggtcgcacct

ctacggggta

gggttggceca
gcccgacgece
gtggccaact
ggctccaact
agctcteatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gccctgeatt
atcatggcecct
gagcagctgg
cccacagagce
agagggaaat
tgaccctgece
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatgge
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggctegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggecgttcecta
aaccttgage
acattcggtg
agcgggggtg
agccagagcc

tcatggatac
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ctcectcetet
cgggctttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttetecag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatctc
ccattctgcect
ttgctttget
gttttgaaga
tcaggtttce
cttggeccaag
tttctaagat
ccecgececttg
gagatcatgt
gtgtaccagce
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttcceg
tggcgetcece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gccgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctegga
tctcagtcac

gacageccgece

gcgegetege
ccgggeggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge
ctggtaatgt
aatgcccagce
gggceettttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagcet
gctatttece
tccatcactg
cctaacccetg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tcgecageecgg
agtgacagcc
gatgactcag
ccgggccagce
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg

tagaaagggce
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tegetecactg
tcagtgagceg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgectgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgeetg
aaataaaaga
ggccaggcct
tgtgecctgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagcg
aacgccgatg
gatttgggtc
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttacc
tceggtacgg
ttetgtcage
accggaggcg
caggagagcg
tctggagtca

ttagagtggce

aggccgggceg
agcgagcgceg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactcet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtece
tgagaccgtg
tccagectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgcgecegtte
attatataag
gcggttettg
ctctggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggcett

gtctcccaga

tgggggttat

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggcgcece
actagcecggg
gagccgcaaa
gcaggaagaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgegga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca
tgcccagage
cattgccacc
gaatgacacg
ctcagtctct
tgctectteta
tctgccaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttca

agccctacca

gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgecgaage
tctgtgaccg
atagcaagtc
gttcacacgce
acttgeggag
aaagcggcgg
gatgcgagceca
ttcteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
gctttggtge
tctggtcaat
aaaaccctcet
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctcatte
aatctttcece
attgtgcegg
gggtgtgccec
tccaaataac
ggacaaaagt

agggcaggga
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actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttatce
gaggactaga
tgttgttgtt
cggcggcgaa
gctgeegege
ccgcggacge
ggcgecggga
gcaagcctcg
tggctgagge
acggcttata
aagccttacc
tgatgagttt
ttgtgatgcect
caattcgaat
caacagcatt
cttcgcagge
gatgtctaaa
ttttactaag
agatgaagag
tcectgectge
taagcccecett
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg

cagggaaggg

gaggaccaat

agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tcttegeect
cttecgeetge
gagcttggta
aagcccgttt
gccgagcgaa
acccgcttac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactecggag
ccaggggctt
acctcgatga
ggacaaacca
attgetttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttccttg
actcctctga
aaacagtgag
aaggtggcag
ctgecetttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctctctgaag

tgatggagtt

68

agccgectca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgca
gacatctaca
ataacgctct
gcgagccecgg
gaagaaggca
cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccaccgega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tccgcaacaa
acaccttett
cttcaggaat
ttggtggtct
ccttgttetg
gagagggcac
tcagactgtt
cctctectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagcc
aactcagggt
aaatgctact

ggccactccece

ccatcattaa
acgacaccgc
actactgggg
cccccacgec
ggcccgegge
tctgggcacc
actgcaaagce
cgagcagcgc
gctgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gcctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gccgcettega
gcagtgaaaa
tataagctgce
atctgacttt
ccccagecca
ggccaggtte
cggcecttatce
gcagtccaga
gtggcccage
tgcececttac
tttecteecetg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtcag
tgagaaaaca
tgaagatacc

tctetgegeg

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

4740



ctecgeteget
cggcctecagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttctc
ttatgectctg
ttggatgttg
ccgcatatgg
acacccgceca
cagacaagct
gaaacgcgeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattccettt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeecgeata
tcttacggat
cactgeggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag

ccactgagcg

cactgaggcec
gagcgagcga
ctaccctctce
tgactgtctce
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcctga
tgcactctca
acacccgetg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgecggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagegtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcecegtatceg
cagatcgctg
tcatatatac
atcectttttg

tcagaccceg
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gcccgggecaa
gcgcgcagag
cggcatgaat
cggecctttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgcggtattt
gtacaatctg
acgcgecectg
ccgggagctg
gcetegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccttcee
agttgggtgce
gttttegceece
cggtattatce
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat

tagaaaagat

agccegggcg
agggagtggc
ttatcagcta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt
tctecettacg
ctctgatgcc
acgggcecttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttegggga
gtatcegete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcet
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcceggceaa
cteggecectt
tcgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc

caaaggatct
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tecgggegace
caacggcgcg
gaacggttga
aatctttace
tttatccttg
ttggtacaac
tgccettgect
catctgtgeg
gcatagttaa
ctgeteecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttce
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggeaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg

tcttgagatce

tttggtcgee
cctgecaggtce
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct
gtatgattta
gtatttcaca
gccagccccg
catcegetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtecgeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgegecaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcegtt

ctttttttet

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



10

15

20

gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tcecggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecettt
ggataaccgt
gcgcagcgag

cgcegegttgg

<210> 32
<211> 164
<212> ADN

tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctecgetetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcect
tcagtgagcg

ccgattcatt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 32
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aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagce
aggaagcgga

aatg

accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttceccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttcct
tgataccgct

agagcgccca

ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgeccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtce
aacgcggcect
gcgttatcce
cgccgeagec

atacgcaaac

tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

cgectcetece

gggcggagtt agggcggagc caatcagcgt gcgeccegttcce gaaagttgec ttttatgget

gggcggagaa tgggcggtga acgccgatga ttatataagg acgcgeccggg tgtggcacag

ctagttcegt cgcageecggg atttgggtceg cggttettgt ttgt

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 33

taagatacat tgatgagttt ggacaaacca caactagaat gcagtgaaaa aaatgcttta

tttgtgaaat ttgtgatgct attgctttat ttgtaaccat tataagctgc aataaacaag

tt

<210> 34
<211> 135
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

70

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464

60

120

164

60

120

122



10

15

20

<220>

<223> Sintetizado

<400> 34
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gatccagaca tgataagata cattgatgag tttggacaaa ccacaactag aatgcagtga

aaaaaatgct ttatttgtga aatttgtgat gctattgctt tatttgtaac cattataage

tgcaataaac aagtt

<210> 35
<211> 181
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 35

tgagtttgga caaaccacaa ctagaatgca gtgaaaaaaa tgctttattt gtgaaatttg
tgatgctatt gctttatttg taaccattat aagctgcaat aaacaagtta acaacaacaa

ttgcattcat tttatgtttc aggttcaggg ggaggtgtgg gaggtttttt aaagcaagta

a

<210> 36
<211> 7521
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 36
cagcagctgg

cctgaatgge
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcccget
gtacgcgecce
cgctacactt
cacgttegcece

tagtgcttta

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgegtgatgg
attctggcgt
ctgattctaa
tgtagcggcg
gccagcgccce
ggctttcccee

cggcacctcg

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcctg
cgaggaaagc
cattaagcgce
tagcgcccege
gtcaagctct

accccaaaaa

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttetgg
gttattacta
ttacteggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtyg
tcecttteget

aaatcggggyg

acttgattag

71

ccttecccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacge
ttcttecctt

ctccctttag

ggtgatggtt

agttgcgcag
tteccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
cctcetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt

cacgtagtgg

60

120

135

60

120

180

181

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gccategece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgcgec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatc
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccagce
gttggggcaa
tccagaaccc
tctgcctatt
tgtatatcac
ctgtggcctg
cgaaagttgc
gacgcgecgg
tttgtteecgg
ttattgcacg
tctttaggeg

aactggtatc

tgatagacgg
ttccaaactg
ttgecegattt
tttaacaaaa
gggcttttet
gggttggcca
gcccgacgec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gccctgeatt
atcatggcct
gagcagctgg
cccacagagc
agagggaaat
tgaccctgcece
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatggce
gtgtggcaca
aaagccacat
cggctcgtec
accgagtaac

agcagaagcc
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tttttegece
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgct
gattatcaac
ctcecctetet
cgggcetttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttctcag
aaattcctga
tagcgetggg
gagcaatctc
ccattctgcet
ttgetttget
gttttgaaga
tcaggtttcc
cttggccaag
tttctaagat
ccecgececttg
gagatcatgt
gtgtaccagc
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttccg
ggcgctecca
tgacatacag
aatatcttgce

ggacggaaca

tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegcetege
ccgggeggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacgce
ctggtaatgt
aatgcccagce
gggcecttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttccc
tccatcactg
cctaaccctg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tcgcagccgg
gtgacagcct
atgactcaga
cgggccagcc

gttaagttgce
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gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgcett
atgattgaca
tcgectcactg
tcagtgagcg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgcetgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgcectg
aaataaaaga
ggccaggcct
tgtgecctgtce
gtataaagca
gcatctggac
atcctcttgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagcg
aacgccgatg
gatttgggtc
tacttttacc
ctacctcttce
aggacatctc

tcatttacca

tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggceg
agcgagcgceg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactct
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtccecce
tgagaccgtg
tccagcectgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgcgecgtte
attatataag
gcggttcttg
tctggegtta
cctatctget
aaaatactta

cacgtcgaga

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



ttacactcag
acaatcagta
ctcecegtaca
ggcggcggcea
gtegcaccta
tacggggtat
tggggaagtg
gacaacagta
atttactact
cagggcactt
gctccaacga
ggcggcgecg
ctageceggga
gggagaaaga
caggaggagg
agagtgaagt
tacaacgagt
agggacccgg
gaactccaga
cgtecgeggaa
tacgacgcge
gacatgataa
tgectttattt
aaacaagtta
gaggtttttt
atgtgcaaac
taagggcagce
cccagagcetce
ttgccaccaa
atgacacggg
cagtctctee

ctcttctagg

gcgttectag
accttgagca
cattcggtgg
gcgggggtgg
gccagagcect
catggatacg
aaaccacata
agtcgcaggt
gcgcgaagca
ctgtgaccgt
tagcaagtca
ttcacacgeg
cttgeggagt
agctcttgta
acggctgcte
tctetegete
taaacctggg
agatgggagg
aggacaagat
agggacacga
tgcacatgca
gatacattga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagta
gccttcaaca
tttggtgect
tggtcaatga
aaccctettt
aaaaaagcag
aactgagttc

cctcattcta
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ccgattttceg
ggaggacatc
gggaactaag
cggctcggag
ctcagtcacg
acagccgcect
ctacaactca
tttcecttaaag
ctactactac
atccagcact
gcccttatcet
aggactagac
gttgttgttg
cattttcaag
gtgcegattce
cgcggacgca
gcgccgggag
caagcctegg
ggctgaggeg
cggecttatac
agccttacca
tgagtttgga
tgatgctatt
ttgcattcat
aactggtact
acagcattat
tcgecaggetg
tgtctaaaac
ttactaagaa
atgaagagaa
ctgectgect

agccccttet

ggttceggtt
gccacctact
ctggagatta
gtcaagttac
tgcactgtgt
agaaagggct
gctctcaaga
atgaactctce
ggcgggagtt
actaccccag
cttecgeectg
ttegeetgeg
agcttggtaa
cagccattca
ccggaggagyg
cccgettace
gagtacgacg
agaaagaacc
tactcggaga
caggggcttt
cctcegatgag
caaaccacaa
gctttatttg
tttatgttte
agtacggatc
tccagaagac
tttececttget
tcectetgatt
acagtgagce
ggtggcagga
gcctttgete

ccaagttgce

73

ccggtacgga
tectgtcagea
ccggaggcegg
aggagagcgg
ctggagtcag
tagagtggct
gccgectecac
tccagactga
acgcaatgga
cceccacgtec
aggcttgcag
acatctacat
taacgctcta
tgcgtecegt
aggagggcgg
agcagggtca
tgttagacaa
cccaggaggg
ttggtatgaa
ccaccgcgac
gtaccagcgg
ctagaatgca
taaccattat
aggttcaggg
cgcaacaaat
accttcttec
tcaggaatgg
ggtggtcteg
ttgttetgge
gagggcacgt
agactgtttg

tctecettatt

ctacagcctg
gggcaacacg
tggcagcggt
accgggcttg
tctececagac
gggggttatc
catcattaag
cgacaccgcet
ctactggggt
ccccacgeca
gcccgceggeg
ctgggcacca
ctgcaagegt
tcagacgact
ttgcgaactce
gaaccagcta
gcgtagaggt
cctgtacaac
gggcgagaga
caaggacaca
ccgegatcca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ggaggtgtgg
ctgactttgc
ccagcccagg
ccaggttctg
gccttateca
agtccagaga
ggcccagcect
ccccttactg

tcteectgte

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



tgccaaaaaa
aatcactgat
cagatgaggg
gggaaaagtc
caccttcagg
ccctaccaag
cgctegetca
gcctcagtga
aaaatagcta
ggtgatttga
ggcattgcat
gctteteceg
tgctctgagg
gatgttggaa
catatggtgce
cccgecaaca
acaagctgtg
acgcgcgaga
aatggtttct
tttatttttce
gcttcaataa
tcecetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggccaac
caacatgggg
accaaacgac

attaactggce

tctttcccag
tgtgcecggea
gtgtgcccag
caaataactt
acaaaagtca
ggcagggaga
ctgaggccge
gcgagcgage
ccctectecgg
ctgtcteegg
ttaaaatata
caaaagtatt
ctttattgcet
ttecctgatge
actctcagta
ccegetgacg
accgtctecg
cgaaagggcc
tagacgtcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgcgg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca

gaactactta

ES 2 811500 T3

ctcactaagt
catgaatgca
aggaagcacc
cagattggaa
gggaagggct
ggaccaattg
ccgggcaaag
gcgcagagag
catgaattta
cctttcetcac
tgagggttct
acagggtcat
taattttgcet
ggtattttct
caatctgcectc
cgcectgacg
ggagctgcat
tecgtgatacg
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgcacg
ttcgecececcga
tattatcceg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctegecettga
ccacgatgcecce

ctctagette

cagtctcacg
ccaggtgttg
attctagttg
tgtgttttaa
ctctgaagaa
atggagttgg
cccgggegte
ggagtggcca
tcagctagaa
ccgtttgaat
aaaaattttt
aatgtttttg
aattctttge
ccttacgceat
tgatgccgea
ggcttgtetg
gtgtcagagg
cctattttta
tcggggaaat
tececgcetecatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcc
tgagtactca
cagtgectgcece
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg

ccggcaacaa

74

cagtcactca
aagtggagga
ggggagccca
ctcagggttg
atgctacttg
ccactceccte
gggcgacctt
acggcgecgec
cggttgaata
ctttacctac
atccttgegt
gtacaaccga
cttgectgta
ctgtgeggta
tagttaagcc
ctceceggeat
ttttcaccgt
taggttaatg
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagcetga
gcaacaacgt

ttaatagact

ttaacccacc
attaaaaagt
tctgtcaget
agaaaacagc
aagataccag
tctgegeget
tggtcgeeeg
tgcaggttca
tcatattgat
acattactca
tgaaataaag
tttagcttta
tgatttattg
tttcacaccg
agccccgaca
ccgcttacag
catcaccgaa
tcatgataat
cccctatttg
cctgataaat
tcgeecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact

ggatggaggc

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300



ggataaagtt
taaatctgga
taagccctcee
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttceg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggccttttge
taaccgtatt
cagcgagtca

gcgttggecg

<210> 37
<211> 7464
<212> ADN

gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagc
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagc
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
gggcggagcec
tggccttttg
accgectttg
gtgagcgagg

attcattaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 37
cagcagctgg

cctgaatggce
gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt

acttctcagg

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg

attctggcgt

ES 2 811500 T3

ttectgegete
gtgggtctceg
ttatctacac
taggtgcctce
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcectgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacgct
caggagagcg
ggtttcgeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga

g

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt

accgttcecctg

ggcccttecg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttce
agtggctgcect
accggataag
gcgaacgacce
tcccgaaggg
cacgagggag
cctctgactt
cgccagcaac
ctttecectgeg
taccgectcge

gcgcccaata

caccgatcgce
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg

tctaaaatcce

75

gctggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgc
aagaactctg
gccagtggeg
gcgcagcggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat
gcggectttt
ttatccecctg
cgcagccgaa

cgcaaaccgce

cctteccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga

ctttaatcgg

ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttetgeg
gtttgccgga
agataccaaa
tagcaccgcce
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgagcg

ctctceecge

agttgcgcag
ttccatgage
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac

cctectgttt

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7521

60

120

180

240

300

360



agctcecceget
gtacgcgecce
cgctacactt
cacgttcgcece
tagtgcttta
gccatcgecce
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatce
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgeccage
gttggggcaa
tccagaacce
tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggecectg

cgaaagttgce

ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgcecc
ggctttccce
cggcacctceg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
gggcttttcet
gggttggcca
gcccgacgcec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gceccetgeatt
atcatggcect
gagcagctgg
cccacagagce
agagggaaat
tgaccctgee
caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag

cttttatgge

ES 2 811500 T3

cgaggaaagc
cattaagcgc
tagcgcceege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggcectattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctcectetet
cgggctttge
ccatcactag
aacatttgtt
tetttetecag
aaattcctga
tagcgctggg
gagcaatctc
ccattctget
ttgectttget
gttttgaaga
tcaggtttce
cttggccaag
tttctaagat
ccegececttg
gagatcatgt
gtgtaccage
gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt

tgggcggaga

acgttatacg
ggcgggtgtyg
tececttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgegcetege
ccgggeggece
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacge
ctggtaatgt
aatgcccage
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttccece
tccatcactg
cctaaccctg
tgagagactc
caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag

atgggcggtg

76

tgctegtcaa
gtggttacgce
ttcttcectt
ctcccetttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tecggtctatt
gagctgattt
atatttgcett
atgattgaca
tegectcecactg
tcagtgagcg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgctgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgecetg
aaataaaaga
ggccaggcect
tgtgectgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctettgt
taaatccagt
acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagceg

aacgccgatg

agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggceg
agcgagcgcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactcet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtcece
tgagaccgtg
tccageetgg
cccacagata
gacaagtctg
gattctgatg
agcaacagtg
tgcgeegtte

attatataag

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



gacgcgeegg
tttgttecegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctececcegtac
tggcggcgge
ggtecgecacct
ctacggggta

ctggggaagt

ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggcgcec
actageccggg
gagccgcaaa
gcaggaagaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacceg
cgaactccag
acgtcgcgga
atacgacgcg
gcagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
gcatgtgcaa
ggtaagggca

tgcccagage

gtgtggcaca
aaagccacca
gcggcetegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttcecta
aaccttgage
acattcggtg
agcgggggtyg
agccagagcec
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgegaage
tetgtgaccg
atagcaagtc
gttcacacgc
acttgcggag
aaagcggcgg
gatgcgagca
tteteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatge
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
acgccttcaa
gctttggtge

tectggtceaat

ES 2 811500 T3

gctagttceg
tggcgetcece
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gccgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctcgga
tctcagtcac
gacagccgec
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttate
gaggactaga
tgttgttgtt
cggcggcgaa
gctgececgege
ccgeggacge
ggcgecggga
gcaagccteqg
tggctgagge
acggcttata
aagccttacce
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattcgaat
caacagcatt
cttcgcagge

gatgtctaaa

tecgecagecgg
agtgacagcc
gatgactcag
ccgggecage
agttaagttg
gggttccggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tcttegecect
cttegectge
gagcttggta
aagcccgttt
gccgagcgaa
acccgcttac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggcett
acctcgatga
ggacaaacca
attgctttat
ttaaatcgga
attccagaag
tgtttccttg

actcctetga

77

gatttgggtce
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttace
tceggtacgg
ttectgtcage
accggaggcg
caggagagcg
tctggagtca
ttagagtggce
agccgectceca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgca
gacatctaca
ataacgctct
gcgagceegg
gaagaaggca
cagcagggtce
gtgttagaca
cceccaggagg
attggtatga
teccacecgega
ggtaccagcg
caactagaat
ttgtaaccat
tccgecaacaa
acaccttctt
cttcaggaat

ttagtaggtet

gcggttettg
ctctggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggctt
gtctecccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgce
actactgggg
ccecccacgec
ggcccgegge
tctgggcacce
actgcaaagc
cgagcagcgce
gctgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gcetgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
geccgettega
gcagtgaaaa
tataagctgce
atctgacttt
ccccagcecca
ggccaggttc

cggccttate

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

4140



cattgccacc
gaatgacacg
ctcagtctct
tgctettcecta
tctgccaaaa
ccaatcactg
gtcagatgag
ctgggaaaag
gccaccttca
agccctacca
ctcgeteget
cggcctcagt
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttctc
ttatgctctg
ttggatgttg
ccgcatatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgcg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata

tecttacggat

aaaaccctcet
ggaaaaaagc
ccaactgagt
ggcctcattce
aatctttcce
attgtgcegg
gggtgtgcce
tccaaataac
ggacaaaagt
agggcaggga
cactgaggcc
gagcgagcga
ctaccctcte
tgactgtctce
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaattcctga
tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcecg
cactattcte

ggcatgacag

ES 2 811500 T3

ttttactaag
agatgaagag
tcctgectge
taagcccectt
agctcactaa
cacatgaatg
agaggaagca
ttcagattgg
cagggaaggg
gaggaccaat
gcccgggcaa
gcgcgcagag
cggcatgaat
cggectttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
tgcggtattt
gtacaatctg
acgcgecctg
ccgggagetg
gcctcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccecttcee
agttgggtgc
gttttegecece
cggtattatce
agaatgactt

taagagaatt

aaacagtgag
aaggtggcag
ctgecetttge
ctccaagttg
gtcagtctca
caccaggtgt
ccattctagt
aatgtgtttt
ctctctgaag
tgatggagtt
agcecegggeg
agggagtggce
ttatcagcta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattctt
tctecttacg
ctctgatgece
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttecgggga
gtatccgcetce
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac

atgcagtgct

78

ccttgttetg
gagagggcac
tcagactgtt
cctctectta
cgcagtcact
tgaagtggag
tgggggagee
aactcagggt
aaatgctact
ggccactccce
tcgggcgacce
caacggcgcg
gaacggttga
aatctttacc
tttatccttg
ttggtacaac
tgcettgect
catctgtgceg
gcatagttaa
ctgctcecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggeaag
tcaccagtca

gccataacca

gcagtccaga
gtggcccage
tgceccecttac
tttctecectg
cattaaccca
gaattaaaaa
catctgtcag
tgagaaaaca
tgaagatacc
tctectgegeg
tttggtcgcee
cctgcaggtce
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttagct
gtatgattta
gtatttcaca
gccagccccg
catccgctta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcegeect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactecgg
cagaaaagca

tgagtgataa

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



cactgcggcecce
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tcecggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttgg
<210> 38

<211> 7523
<212> ADN

aacttacttc

ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tcecegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctecgetetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggteg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcect
tcagtgagcg

ccgattcatt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 38

ES 2 811500 T3

tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgceg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttceg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagce
aggaagcgga

aatg

cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcececggcecaa
ctcggecectt
tcgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttceccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttect
tgataccgcect

agagcgccca

aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccageggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagegtce
aacgcggcct
gcgttatccece
cgccgecagece

atacgcaaac

ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttcet
tttgtttgcece
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

cgcctcectecee

cagcagctgg cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcgce ccttcecccaac agttgcegeag

cctgaatggec gaatggaatt ccagacgatt gagcgtcaaa atgtaggtat ttccatgage

79

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7464

60

120



gtttttcctg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcccget
gtacgcgecce
cgctacactt
cacgttcgcecce
tagtgcttta
gccatcgecce
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgcgec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatatc
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgccage

gttggggcaa

tccagaaccce

ttgcaatggc
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggcg
gccagcgecc
ggctttccecce
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
gggcttttcet
gggttggcca
gcccgacgcec
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gcecctgeatt
atcatggect
gagcagctgg
cccacagagc
agagggaaat

tgaccctgee
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tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttectg
cgaggaaagc
cattaagcge
tagcgcccge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegecece
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctccctetet
cgggctttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttctcag
aaattcctga
tagcgectggg
gagcaatctc
ccattctget
ttgectttget
gttttgaaga
tcaggtttcc
cttggccaag
tttctaagat
ccecgececttg
gagatcatgt

gtgtaccagc

attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tccttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gcgcgetege
ccgggeggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacgc
ctggtaatgt
aatgcccage
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttcce
tccatcactg
cctaaccctg

tgagagactc

80

atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacge
ttcttcecett
ctcecctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgctt
atgattgaca
tcgctcactg
tcagtgagcg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgctgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgecetg
aaataaaaga
ggccaggcect
tgtgecetgtce
gtataaagca
gcatctggac
atcctecttgt

taaatccagt

caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggcegggceg
agcgagcgcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactcet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtceccce
tgagaccgtg
tccagectgg
cccacagata

gacaagtctg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



tctgecetatt
tgtatatcac
ctgtggectg
cgaaagttgc
gacgcgceegg
tttgttcegg
attattgcac
ttetttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctcecgtac
tggcggegge
ggtcgcacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggegee
actagccggg
gagccgcaaa
gcaggaagaa
gagagtgaag
atacaacgag
tagggacccg
cgaactccag
acgtcgecgga
atacgacgcg
agacatgata

atgctttatt

caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatggce
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggetegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttecta
aaccttgagce
acattecggtg
agcgggggtg
agccagagcc
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgecgaage
tectgtgacceg
atagcaagtc
gttcacacgc
acttgcggag
aaagcggcgg
gatgcgagca
tteteteget
ttaaacctgg
gagatgggag
aaggacaaga
aagggacacg
ctgcacatgc
agatacattg

tgtgaaattt
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gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttceceg
tggcgcetcecee
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gcecgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctegga
tctcagtcac
gacagccgcec
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccecttate
gaggactaga
tgttgttgtt
cggcggcgaa
gctgecgege
ccgcggacge
ggcgecggga
gcaagccteg
tggectgagge
acggcttata
aagccttacc
atgagtttgg

gtgatgctat

caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtg
tcgcagecegg
agtgacagcece
gatgactcag
ccgggecage
agttaagttg
gggttceggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tettegeect
cttegecetge
gagcttggta
aagccegttt
gccgagcgaa
acccgcttac
ggagtacgac
gagaaagaac
gtactcggag
ccaggggcett
acctcgatga
acaaaccaca

tgctttattt

81

acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagcecg
aacgccgatg
gatttgggtce
ttacttttac
actacctcett
caggacatct
ctcatttacc
tececggtacgg
ttctgtcage
accggaggceg
caggagagcg
tctggagtca
ttagagtggce
agccgcectca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgca
gacatctaca
ataacgctct
gcgagcecgg
gaagaaggca
cagcagggtc
gtgttagaca
ccccaggagg
attggtatga
tccaccgega
ggtaccagcg
actagaatgce

gtaaccatta

gattctgatg
agcaacagtg
tgecgecgtte
attatataag
gcggttettg
ctetggegtt
ccctatetge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagccet
agggcaacac
gtggcagegg
gaccgggcett
gtctecccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgc
actactgggg
cccccacgec
ggccecgegge
tctgggcacce
actgcaaagc
cgagcagcegce
gctgcgaact
agaaccagct
agcgtagagg
gcctgtacaa
agggcgagag
ccaaggacac
gccgecgatce
agtgaaaaaa

taagctgcaa

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



taaacaagtt
ggaggttttt
catgtgcaaa
gtaagggcag
gcccagagct
attgccacca
aatgacacgg
tcagtctctce
gctcttctag
ctgccaaaaa
caatcactga
tcagatgagg
tgggaaaagt
ccaccttcag
gccctaccaa
tcgectegetce
ggcctcagtg
caaaaatagc
atggtgattt
caggcattgc
aggcttctcce
tatgctctga
tggatgttgg
cgcatatggt
cacccgccaa
agacaagctg
aaacgcgcga
ataatggttt
tgtttatttt
atgcttcaat

attcecetttt

aacaacaaca
taaagcaagt
cgccttcaac
ctttggtgcece
ctggtcaatg
aaaccctcett
gaaaaaagca
caactgagtt
gcctcattcect
atctttccca
ttgtgecegge
ggtgtgccca
ccaaataact
gacaaaagtc
gggcagggag
actgaggccg
agcgagcgag
taccctctee
gactgtctcc
atttaaaata
cgcaaaagta
ggctttattg
aattcctgat
gcactctcag
cacccgcetga
tgaccgtctce
gacgaaaggg
cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa

ttgecggeatt
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attgcattca
aaactggtac
aacagcatta
ttcgecagget
atgtctaaaa
tttactaaga
gatgaagaga
cctgeetgece
aagcccectte
gctcactaag
acatgaatgce
gaggaagcac
tcagattgga
agggaagggc
aggaccaatt
cccgggcaaa
cgcgcagaga
ggcatgaatt
ggcctttetce
tatgagggtt
ttacagggtc
cttaattttg
gcggtatttt
tacaatctgc
cgcgecctga
cgggagctge
cctegtgata
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt

ttgeccttect

ttttatgttt
tagtacggat
ttccagaaga
gtttcettge
ctcctetgat
aacagtgagc
aggtggcagg
tgecetttget
tccaagttge
tcagtctcac
accaggtgtt
cattctagtt
atgtgtttta
tctctgaaga
gatggagttg
geceegggegt
gggagtggce
tatcagctag
acccgtttga
ctaaaaattt
ataatgtttt
ctaattcttt
ctecettacge
tctgatgeeg
cgggettgte
atgtgtcaga
cgcctatttt
tttcggggaa
tatcecgetca
atgagtattc

gtttttgete

82

caggttcagg
ccgcaacaaa
caccttctte
ttcaggaatg
tggtggtctc
cttgttctgg
agagggcacg
cagactgttt
ctctccttat
gcagtcactc
gaagtggagg
gggggagccce
actcagggtt
aatgctactt
gccactcecct
cgggcgacct
aacggcgcgce
aacggttgaa
atctttacct
ttatccttge
tggtacaacc
gccecttgectg
atctgtgegg
catagttaag
tgctececegge
ggttttcacc
tataggttaa
atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg

acccagaaac

gggaggtgtg
tctgactttg
cccagcccag
gccaggttcet
ggccttatcc
cagtccagag
tggcececagcece
gcececttact
ttctcectgt
attaacccac
aattaaaaag
atctgtcagce
gagaaaacag
gaagatacca
ctctgegege
ttggtcgece
ctgcaggtct
tatcatattg
acacattact
gttgaaataa
gatttagectt
tatgatttat
tatttcacac
ccagccccga
atccgcettac
gtcatcaccg
tgtcatgata
aacccctatt
accctgataa
tgtcgececett

gctggtgaaa

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctgce
cgccgeatac
cttacggatg
actgcggcca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctcgtcag
ctggccetttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge

<210> 39

ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttacttct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggacc
gagccggtga
cccgtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagaccccegt
gctgettgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gggggcggag
gctggecettt
ttaccgectt
cagtgagcga

cgattcatta
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gttgggtgca
ttttegecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgccett
caccacgatg
tactctagct
acttctgcge
gcgtgggtet
agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa

atg

cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcececggcaac
tcggecectte
cgcggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecegaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttctttectg
gataccgctce

gagcgcccaa

83

acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggectggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggcctt
cgttatcccece
gccgcagecg

tacgcaaacc

ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgecttttttg
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttce
tgattctgtg
aacgaccgag

gcctctecee

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

7523



10

15

<211>172
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 39

Met Ala Ala Gly
1

Thr Ser Ser Leu
20

Leu Ser Leu Phe
35

Ala Leu Ala Glu
50

Glu Thr Gln Ala
65

Arg Pro Gly Ala

Gly Arg Asp Asp
100

Cys Gln Lys Tyr
115

Leu Gln Val Ala
130

Ala Gly Ile Thr
145

Phe Asp Ala Phe

<210> 40

<211> 8044

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 40

Gly

Pro

Leu

Glu

Asp

Ser

85

Val

Ile

Ala

Thr

Ile
165
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Pro

Leu

Asn

Met

Pro

70

Val

Leu

Leu

Val

Leu

150

Cys

Gly

Ala

Val

Asp

55

Thr

Gly

Leu

Lys

Asp

135

Asp

Tyr

Ala

Ala

Arg

40

Phe

Gly

Arg

Glu

Gln

120

Ser

Asp

Cys

Gly

Leu

25

Thr

Glu

Arg

Leu

Leu

105

Gln

Ser

Pro

Pro

Ser

10

Asn

Gln

Tyr

Leu

Leu

90

Gly

Gln

Val

Leu

Ser
170

Ala

Met

Val

Leu

Leu

75

Asp

Pro

Glu

Pro

Gly

155

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

60

Asp

Leu

Ser

Glu

Arg

140

His

Ile

Pro

Val

Ala

45

Ile

Ala

Leu

Ile

Ala

125

Thr

Met

Val

Arg

30

Asp

Arg

Trp

Thr

Glu

110

Glu

Ala

Pro

Ser

15

Arg

Trp

Gln

Gln

Lys

95

Glu

Lys

Glu

Glu

cagcagctgg cgtaatageg aagaggcccg caccgatcege ccttcccaac agttgegeag

84

Ser

Arg

Thr

Leu

Gly

80

Leu

Asp

Pro

Leu

Arg
160

60



cctgaatgge
gtttttectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctceceget
gtacgecgece
cgctacactt
cacgttecgee
tagtgcttta
gccatcgecece
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg
acggcgegec
accaaaggtc
cagagaggga
cagggtcagt
tatatggaga
ccatattcat
gccttatate
caaaacctct
gccaacatac
cagattccaa
gccagagtta
ttattaagta
gttcactgaa
agtccatcac
acttgeccage

gttggggcaa

tccagaaccce

gaatggaatt
ttgcaatggc
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggceg
gccagegecce
ggctttcecee
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgcegattt
tttaacaaaa
gggcttttct
gggttggeca
gcccgacgece
gtggccaact
ggctccaact
agctctcatt
tttgcaggtg
gagtaaacgg
atcaatgaga
cataaacctc
gatgtacagt
tattgctggg
gcectgeatt
atcatggcect
gagcagctgg
cccacagagc
agagggaaat

tgaccectgece
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ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcecctg
cgaggaaagc
cattaagcgce
tagcgecege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttegece
gaacaacact
cggectattg
tattaacgtt
gattatcaac
ctceetetet
cgggcectttge
ccatcactag
aacatttgtt
tctttetcag
aaattcctga
tagcgctggg
gagcaatctc
ccattcectgcet
ttgctttget
gttttgaaga
tcaggtttcce
cttggccaag
tttctaagat
ccecgececttg
gagatcatgt

gtgtaccage

gagcgtcaaa
attgttetgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcce
acgttatacg
ggcgggtgtg
teecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat
gecgegetcge
ccgggeggec
gggttcctac
tggtacttta
aagagcctgg
gatgtaagga
gcttagacgce
ctggtaatgt
aatgcccage
gggccttttt
agatcctatt
ttgagtggca
attgatagct
gctatttcee
tccatcactg
cctaaccctg

tgagagactc

85

atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctegtcaa
gtggttacgce
ttcttecett
ctccctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtetatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca
tcgctecactg
tcagtgagceg
gcgtagatct
cagtttatta
ctaggaaggt
gctgetgtga
aggtgttctg
gatagatttc
ctaagttggg
cccatgectg
aaataaaaga
ggccaggect
tgtgeetgte
gtataaagca
gcatctggac
atcctcttgt

taaatccagt

ttccatgagce
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
cctectgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt
tgctagtttt
aggccgggcg
agcgagcgcg
catattctgg
aatagatgtt
ggatgaggca
cttgctcaag
atttatagtt
ccaacttaat
gagaccactc
cctttactcet
ataagcagta
ggccgtgaac
cctgagtccee
tgagaccgtg
tccagectgg
cccacagata

gacaagtctg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



tctgectatt
tgtatatcac
ctgtggcecctg
cgaaagttgc
gacgcgecgg
tttgttcegg
attattgcac
ttctttagge
aaactggtat
attacactca
gacaatcagt
gctcecegtac
tggcggegge
ggtcgcacct
ctacggggta
ctggggaagt
ggacaacagt
tatttactac
tcagggcact
agctccaacg
gggcggegece
actagccggg
tgcaggaggt
ggctgctcte
ggtggcggec
gcaactggag
tggcgectcet
gctggagetg
ggaggaggct
agagctggeg

tgccttecatce

caccgatttt
agacaaaact
gagcaactag
cttttatggce
gtgtggcaca
aaagccacca
gcggcectegte
gaccgagtaa
cagcagaagc
ggcgttcecta
aaccttgagce
acattcggtg
agcgggggtg
agccagagcc
tcatggatac
gaaaccacat
aagtcgcagg
tgcgecgaage
tctgtgaccg
atagcaagtc
gttcacacgce
acttgcggag
cccggcegegg
aacatgcgag
gactggaccg
acacaagcgg
gtaggccgac
ggacccagca
gagaagcctt
ggcatcacca

tgctattgece
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gattctcaaa
gtgctagaca
tgggcggagt
tgggcggaga
gctagttccg
tggcgetcecee
ctgacataca
caatatcttg
cggacggaac
gcecgatttte
aggaggacat
ggggaactaa
gcggctcgga
tctcagtcac
gacagccgcec
actacaactc
ttttcttaaa
actactacta
tatccagcac
agcccttatce
gaggactaga
tgttgttgtt
ggtctgegge
tgeggegecg
cgctggegga
accccactgg
tgctegatcet
ttgaggagga
tacaggtggce
cacttgatga

ccagcgacat

caaatgtgtc
tgaggtctat
tagggcggag
atgggcggtyg
tcgcageegg
agtgacagcc
gatgactcag
ccgggccagce
agttaagttg
gggttcceggt
cgccacctac
gctggagatt
ggtcaagtta
gtgcactgtg
tagaaagggc
agctctcaag
gatgaactct
cggcgggagt
tactacccca
tcttegececet
cttegectge
gagcttggta
cceggtcetece
cctgtetetg
ggagatggac
caggctgcetg
gcttaccaag
ttgccaaaag
cgetgtagac
cccectgggg

cgtcgagaaa
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acaaagtaag
ggacttcaag
ccaatcagcg
aacgccgatg
gatttgggtc
ttacttttac
actacctctt
caggacatct
ctcatttacc
tcecggtacgg
ttetgtcage
accggaggcg
caggagagcg
tctggagtca
ttagagtggce
agccgcectca
ctccagactg
tacgcaatgg
gccccacgte
gaggcttgca
gacatctaca
ataacgctct
tccacatcct
ttcttgaacg
tttgagtact
gacgcctgge
ctgggecegeg
tatatcttga
agcagtgtcce
catatgcctg

gcgageccgea

gattctgatg
agcaacagtg
tgcgeegttce
attatataag
gcggttcecttg
ctctggegtt
ccectatctge
caaaatactt
acacgtcgag
actacagcct
agggcaacac
gtggcagcgg
gaccgggcectt
gtctcccaga
tgggggttat
ccatcattaa
acgacaccgc
actactgggg
cccccacgec
ggcccgegge
tectgggecacce
actgcatggc
cccttecect
tgcggacaca
tggagatccg
agggacgccc
acgacgtgcet
agcagcagca
cacggacagc
agcgtttcga

aaaaagcggc

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29%40

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



ggcggcggcyg
cagctgecege
ctecegeggac
ggggcgcegyg
aggcaagcct
gatggctgag
cgacggctta
gcaagcctta
tgatgagttt
ttgtgatgcect
caattgcatt
gtaaactggt
acaacagcat
ccttecgecagg
tgatgtctaa
tttttactaa
cagatgaaga
ttectgectg
ctaagccccet
cagctcacta
gcacatgaat
cagaggaagc
cttcagattg
tcagggaagg
agaggaccaa
cgeccegggea
agcgcgcaga
cggcatgaat
cggcectttet
atatgagggt
attacagggt

gcttaatttt

aaaagcccgt
gcgccgageg
gcaccecgett
gaggagtacg
cggagaaaga
gcgtactcegg
taccaggggce
ccacctegat
ggacaaacca
attgectttat
cattttatgt
actagtacgg
tattccagaa
ctgtttcectt
aactcctctg
gaaacagtga
gaaggtggca
cctgecetttg
tctccaagtt
agtcagtctce
gcaccaggtg
accattctag
gaatgtgttt
gctctctgaa
ttgatggagt
aagcccgggc
gagggagtgg
ttatcagcecta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt

gctaattctt
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ttgcgagcecece
aagaagaagg
accagcaggg
acgtgttaga
acccccagga
agattggtat
tttccaccge
gaggtaccag
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggttca
atccgcaaca
gacaccttct
gcttcaggaa
attggtggtc
gccttgttet
ggagagggca
ctcagactgt
gcctectectt
acgcagtcac
ttgaagtgga
ttgggggagc
taactcaggg
gaaatgctac
tggccactce
gtcgggegac
ccaacggcgce
gaacggttga
aatctttace
tttateccttg
ttggtacaac

tgeccttgect

ggcgagcage
cagctgcgaa
tcagaaccag
caagcgtaga
gggcctgtac
gaagggcgag
gaccaaggac
cggcegegat
gcagtgaaaa
tataagctgce
gggggaggtyg
aatctgactt
tcecececagecece
tggccaggtt
tcggecettat
ggcagtccag
cgtggcccag
ttgccectta
atttctcect
tcattaaccc
ggaattaaaa
ccatctgtceca
ttgagaaaac
ttgaagatac
ctectetgege
ctttggtege
gcctgecaggt
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttaget

gtatgattta
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gcgcaggaag
ctgagagtga
ctatacaacg
ggtagggacc
aacgaactcc
agacgtcgeg
acatacgacg
ccagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
tgggaggttt
tgcatgtgca
aggtaagggc
ctgcccagag
ccattgccac
agaatgacac
cctcagtctc
ctgectettet
gtctgccaaa
accaatcact
agtcagatga
gctgggaaaa
agccacctte
cagccectace
gctcgetege
ccggecteag
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttcte
ttatgectcetg

ttggatgttg

aagatgcgag
agttcteteg
agttaaacct
cggagatggg
agaaggacaa
gaaagggaca
cgctgecacat
taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagcaa
aacgccttceca
agectttggtg
ctctggtcaa
caaaaccctce
gggaaaaaag
tccaactgag
aggcctceatt
aaatctttcc
gattgtgecg
ggggtgtgee
gtccaaataa
aggacaaaag
aagggcaggg
tcactgaggce
tgagcgageg
ctaccctcte
tgactgtctc
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt

gaattcctga

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

5760



tgeggtattt
gtacaatctg
acgcgccectg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeettcece
agttgggtge
gttttegece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctagce
cacttctgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttecgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata

agcccagett

tctecttacg
ctctgatgcece
acgggcttgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttcgggga
gtatcegetce
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttceceggeaa
ctcggeccctt
tcgeggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat

ggagcgaacg
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catctgtgeg
gcatagttaa
ctgcteecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgcgceg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tecttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgececagtg
aaggcgcagc

acctacaccg

gtatttcaca
gccagccccg
catcegetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecect
cgetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgegeaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtce
ggtcgggctyg

aactgagata
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ccgcatatgg
acacccgceca
cagacaagct
gaaacgcgcg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata
tcttacggat
cactgcggcece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacce

aacggggggt

cctacagegt

tgcactctca
acacccgcetg
gtgacecgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagceggtg
tcecegtateg
cagatcgetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgectgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetetge
gggttggact
tcgtgcacac

gagctatgag

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



aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagce
aggaagcgga

aatg

<210> 41
<211> 216
<212> PRT

gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttect
tgataccgcet

agagcgccca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 41

Gly Val Gln

1

Lys

Gly

Met

50

Gln

65

Ala

Leu

Val

Gln
13

Arg

Lys

Leu

Met

Tyr

Val

Glu

Thr

Val

Gln
20

Gly

Lys Val

35

Gly Lys

Ser Val

Gly Ala

Phe Asp

100

Thr
115

Ile

Cys Val

0

Glu

Thr

Asp

Gln

Gly

Thr

85

Val

Ser

Val
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gggagaaagg
gagcttccag
cttgagecgtce
aacgcggcect
gcgttatccce
cgccgcagcc

atacgcaaac

Thr Ile

Cys Val

Ser Ser

Glu Vval

55

Gln
70

Arg

Gly His

Glu Leu

Pro Gly

His Tyr

135

cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga

cgcctectece

Ser Pro

10

Val His

25

Arg
40

Asp

Ile Arg

Ala Lys

Pro Gly

90

Leu Lys

105

Asp
120

Gly

Thr Gly

89

Gly

Tyr

Arg

Gly

Leu

Ile

Leu

Arg

Met

tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecettt
ggataaccgt
gcgcagegag

cgcgegttgg

Asp Gly

Thr

Gly

Asn Lys

Arg

Met

Pro

ggcagggtcg

tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggecett
attaccgccect
tcagtgagcg

ccgattcatt

Thr Phe

15

Leu Glu

30

Phe Lys

45

Glu
60

Trp

Thr
75

Ile

Ile

Pro

Glu

Val

Thr Phe

Glu

Ser

Pro

Glu

Pro

Gly Val

Pro

Asp

Ala
95

His

Gly Val

110

Lys Arg

125

Glu
140

Leu

Asp

Gly Lys

Pro

Asp

Phe

Ala

Tyr

80

Thr

Gln

Gly

Lys

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8044



Val

145

Lys

Val

Ala

Asp

Asp

Gln

Gly

Thr

Val

Ser Ser

Glu Vval

Gln Arg

180

Gly
195

His

Glu Leu

210

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 42
cagcagctgg

cctgaatgge
gtttttcectg
agtttgagtt
acggttaatt
acttctcagg
agctcccget
gtacgecgecce
cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gccategececce
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
cctgtttttg

acggcgegec

cgtaatagcg
gaatggaatt
ttgcaatggce
cttctactca
tgcgtgatgg
attctggegt
ctgattctaa
tgtagcggeg
gccagcgccce
ggcttteccece
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa

gggcttttct

gggttggcca

ES 2 811500 T3

Arg Asp
150

Arg

Ile
165

Arg Gly

Ala Lys Leu

Pro Gly Tle

Leu
215

Leu Lys

aagaggcccg
ccagacgatt
tggcggtaat
ggcaagtgat
acagactctt
accgttcectg
cgaggaaagc
cattaagecge
tagcgececege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttecgecece
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgcet
gattatcaac

ctcectetet

Asn Lys

Trp

Pro

Glu Glu

Phe
155

170

Thr Ile

185

Ile
200

Pro

Glu

caccgatcge
gagcgtcaaa
attgttctgg
gttattacta
ttactcggtg
tctaaaatcc
acgttatacg
ggcgggtgtg
tcecttteget
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatce
gttaaaaaat
tacaatttaa
cggggtacat

gcgegcetege

90

Ser

Pro

Pro Asp

His Ala

ccttcccaac
atgtaggtat
atattaccag
atcaaagaag
gcctcactga
ctttaatcgg
tgctcgtcaa
gtggttacgce
ttctteceett
ctccctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
atatttgett
atgattgaca

tcgctcactg

Lys Phe

Gly Val Ala Gln

Met Leu

Met
175

Tyr Ala
190

Thr Leu
205

Val

agttgcgcecag
ttccatgage
caaggccgat
tattgcgaca
ttataaaaac
ccteetgttt
agcaaccata
gcagcgtgac
cctttetege
ggttcecgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
atacaatctt

tgctagtttt

aggccgggcg

Gly
160

Ser

Tyr Gly

Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



accaaaggtc
cagagaggga
agectggtttce
cagagccccg
ggaaatgaga
cctgeegtgt
gattttgatt
aaaactgtgce
aactagtggg
tatggectggg
ggcacagcta
ccaccatggce
cccttecect
tgecggacaca
tggagatccg
agggacgecc
acgacgtgcect
agcagcagca
cacggacagc
agcgtttcga
aaaaagcggc
aagatgcgag
gcgtccaagt
catgtgtcegt
atcgcaataa
agggcgtgge
catacggcge
tcgaactgtt
ggecgcacctt
atggaaagaa
agcaggaggt

ccaaactgac

gcccgacgec
gtggccaact
taagatgcta
ccettgteca
tcatgtccta
accagctgag
ctcaaacaaa
tagacatgag
cggagttagg
cggagaatgg
gtteegtege
tgcaggaggt
ggctgetcete
ggtggcggee
gcaactggag
tggcgectet
gctggagctg
ggaggaggct
agagctggceg
tgccttcatce
ggcggcggceyg
cagctgeege
cgaaaccatt
ccattataca
acctttcaaa
tcaaatgtcce
taccggacat
gaagctcgaa
ccccaagege
agttgattcc
gatccgaggce

tatatctcca
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cgggctttge
ccatcactag
tttceegtat
tcactggcat
accctgatcce
agactctaaa
tgtgtcacaa
gtctatggac
gcggagccaa
gcggtgaacg
agccgggatt
cceggegegyg
aacatgcgag
gactggaccg
acacaagcgg
gtaggccgac
ggacccagca
gagaagcctt
ggcatcacca
tgctattgee
aaaagccegt
gcgccgageg
agtecceggeg
ggcatgttgg
ttcatgttgg
gtcggccaac
cccggaatta
gtcgagggag
ggccagacct
tcececgggaca
tgggaagaag

gattatgecct

ccgggeggec
gggttcctac
aaagcatgag
ctggactcca
tettgtcecea
tccagtgaca
agtaaggatt
ttcaagagca
tcagegtgeg
ccgatgatta
tgggtcgegg
ggtctgegge
tgcggegeeg
cgctggegga
accccactgg
tgctegatct
ttgaggagga
tacaggtggce
cacttgatga
ccagcgacat
ttgecgagece
aagaagaagg
atggcagaac
aggacggcaa
gaaaacaaga
gcgctaaget
ttceccectea
tgcaggtgga
gcgtggtgceca
gaaacaagcc
gggttgccceca

atggtgccac

91

tcagtgagcecg
gcgtagatct
accgtgactt
gcectgggttg
cagatatcca
agtctgtcetg
ctgatgtgta
acagtgectgt
ccgttecgaa
tataaggacg
ttcttgtttg
ccecggtcetcee
cctgtectctg
ggagatggac
caggctgcetg
gcttaccaag
ttgccaaaag
cgctgtagac
cccectgggyg
cgtcgagaaa
ggcgagcagce
cagctgcgaa
atttcctaaa
aaaggtggac
agtcattagg
caccatcage
cgctaccttg
gactatctcc
ctacaccggg
ctttaagttt
gatgagtgtg

tgggcaccca

agcgagcgceg
catcacgagc
gccageccca
gggcaaagag
gaaccctgac
cctattcace
tatcacagac
ggcctggage
agttgecettt
cgeegggtgt
ttcectegag
tccacatcct
ttettgaacyg
tttgagtact
gacgcecetgge
ctgggeegeg
tatatcttga
agcagtgtcce
catatgectg
gcgagccgea
gcgcaggaag
ctggtcgagg
aggggacaaa
agtagtagag
ggatgggagg
cccgactacg
gtgtttgacg
ccaggagacg
atgcttgaag
atgctaggca
ggtcagagag

ggcatcatcce

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



caccacatgc
gagggagcct
tcccagtgac
tacagatgac
cttgceggge
gaacagttaa
tttegggtte
acatcgccac
ctaagctgga
cggaggtcaa
tcacgtgcac
cgcctagaaa
actcagctct
taaagatgaa
actacggcgg
gcactactac
tatctcetteg
tagacttege
tgttgagcett
ccgcttacca
agtacgacgt
gaaagaaccc
actcggagat
aggggcttte
ctcgatgagg
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
tagtacggat
ttccagaaga

gtttecettge

cactctcgtce
gctgacatgt
agccttactt
tcagactacc
cagccaggac
gttgctcatt
cggtteceggt
ctacttctgt
gattaccgga
gttacaggag
tgtgtctgga
gggcttagag
caagagccgc
ctcetetecag
gagttacgca
cccagcccca
ccctgagget
ctgegacatce
ggtaataacg
gcagggtcag
gttagacaag
ccaggagggc
tggtatgaag
caccgcegacce
taccagcgeg
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
ccgcaacaaa
caccttcttce

ttcaggaatg
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ttcgatgtgg
ggcgatgtgg
ttacctctgg
tctteectat
atctcaaaat
taccacacgt
acggactaca
cagcagggca
ggcggtggeca
agcggaccgg
gtcagtctce
tggctgggag
ctcaccatca
actgacgaca
atggactact
cgtcececca
tgcaggccecg
tacatctggg
ctctactgceca
aaccagctat
cgtagaggta
ctgtacaacg
ggcgagagac
aaggacacat
gcecgegatcee
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
tctgactttg
cccagcccag

gccaggttct

agcttctaaa
aggaaaaccc
cgttattatt
ctgcttcttt
acttaaactg
cgagattaca
gcctgacaat
acacgctcce
gcggtggegg
gcttggtege
cagactacgg
ttatctgggg
ttaaggacaa
ccgetattta
ggggtcaggg
cgccagetee
cggcgggcgg
caccactagce
gagtgaagtt
acaacgagtt
gggacccgga
aactccagaa
gtcgcggaaa
acgacgcegcet
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
catgtgcaaa

gtaagggcag

gcccagagcet

92

actggaaccg
aggaccacca
gcacgcggct
aggcgaccga
gtatcagcag
ctcaggegtt
cagtaacctt
gtacacattc
cggcageggg
acctagccag
ggtatcatgg
aagtgaaacc
cagtaagtcg
ctactgegeg
cacttctgtg
aacgatagca
cgccgttcecac
cgggacttge
ctctegetee
aaacctgggg
gatgggagge
ggacaagatg
gggacacgac
gcacatgcaa
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
cgcecttecaac
ctttggtgece

ctggtcaatg

cgggaaggce
tggatggcge
cgtcctgaca
gtaacaatat
aagccggacg
cctagecgat
gagcaggagg
ggtgggggaa
ggtggcggct
agcctcectcag
atacgacagc
acatactaca
caggttttct
aagcactact
accgtatcca
agtcagccect
acgcgaggac
ggagtgttgt
gcggacgcac
cgcegggagg
aagcctcgga
gctgaggegt
ggcttatacc
gccttaccac
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaactggtac
aacagcatta
ttecgecaggcet

atgtctaaaa
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ctcetetgat
aacagtgagce
aggtggcagg
tgcetttget
gctegetcecac
cctcagtgag
aaatagctac
gtgatttgac
gcattgcatt
cttctecege
gctcectgagge
atgttggaat
atatggtgca
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgagac
atggtttectt
ttatttttcet
cttcaataat
ccettttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttctgetat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggceg
gataaagttg
aaatctggag

aagccctcece

tggtggtcetce
cttgttetgg
agagggcacg
cagactgttt
tgaggccgece
cgagcgagcg
ccteteegge
tgtctecegge
taaaatatat
aaaagtatta
tttattgett
tcctgatgeg
ctctcagtac
ccgctgacge
cegteteegg
gaaagggcct
agacgtcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgcggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg

gtatcgtagt
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ggeccttatece
cagtccagag
tggcccagece
gcccaattga
cgggcaaagc
cgcagagagg
atgaatttat
ctttctcacc
gagggttcta
cagggtcata
aattttgcta
gtattttctc
aatctgetct
gccctgacgg
gagctgecatg
cgtgatacgce
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttectgtt
gggtgcacga
tcgceccgaa
attatcecegt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgcet
tctagcttce
tctgcgetceg
tgggtctege

tatctacacg

attgccacca
aatgacacgg
tcagtctctce
tggagttgge
ccgggcegteg
gagtggccaa
cagctagaac
cgtttgaatc
aaaattttta
atgtttttgg
attctttgece
cttacgcatc
gatgccgcecat
gcttgtctge
tgtcagaggt
ctatttttat
cggggaaatg
ccgetcatga
agtattcaac
tttgectcacce
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgecg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gccctteegg

ggtatcattg

acggggagtc
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aaaccctcett
gaaaaaagca
caactgagtt
cactcccectcet
ggcgaccttt
cggcgcgcect
ggttgaatat
tttacctaca
teettgegtt
tacaaccgat
ttgcetgtat
tgtgcggtat
agttaagcca
tcccggeatce
tttcaccegte
aggttaatgt
tgcgeggaac
gacaataacc
atttcegtgt
cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccge
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg

aggcaactat

tttactaaga
gatgaagaga
cctgectgece
ctgegegetce
ggtcgcccgg
gcaggttcaa
catattgatg
cattactcag
gaaataaagg
ttagectttat
gatttattgg
ttcacaccege
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgecccttatt
ggtgaaagta
tctcaacagce
cacttttaaa
actcggtege
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgecac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt

ggatgaacga
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aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtccttce
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttcgt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gcettttget
aaccgtatta
agcgagtcag

cgttggeccga

tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggcggagcect
ggccttttge
ccgectttga
tgagcgagga

ttcattaatg
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aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacce
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttaggce
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgccacgett
aggagagcgc
gtttcgccac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat

agcggaagag

ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttctt
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttcctgegt
accgctegece

cgcccaatac
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attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagecggtce
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggccttttt
tatccecctga
gcagccgaac

gcaaaccgcece

gtcagaccaa
aaggatctag
ttcegttccac
ttttctgege
tttgceggat
gataccaaat
agcaccgcect
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttcctg
ttctgtggat
gaccgagcgce

tctceecgeg

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7760



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 811500 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
coestimulador que comprende una secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que dicha secuencia de nucleétidos codifica un receptor
de antigeno quimérico (CAR) que comprende dicho dominio coestimulador.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 2, en la que dicho CAR comprende un dominio de sefializaciéon
intracelular ¢ de CD3.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en la que dicho CAR comprende un
dominio transmembrana alfa de CD8.

5. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en la que dicho CAR comprende un
dominio de union a antigeno especifico de CD19.

6. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en la que dicho CAR comprende la
SEQ ID NO: 28.

7. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que dicha molécula de acido
nucleico es un ARNm, una construccion de ADN recombinante o un genoma virico de un vector virico.

8. Una construccién de ADN recombinante que comprende dicha molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

9. La construccién de ADN recombinante de la reivindicacion 8, en la que dicha construccion de ADN recombinante
codifica un vector virico, en la que dicho vector virico comprende dicha molécula de acido nucleico de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-6, preferentemente en la que dicho vector virico es un vector virico adenoasociado (VAA)
recombinante.

10. Un vector virico que comprende dicha molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6,
preferentemente en la que dicho vector virico es un vector VAA recombinante.

11. Un linfocito T humano genéticamente modificado que comprende en su genoma un casete de expresion que
comprende dicha molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

12. Un procedimiento de produccion de un linfocito T humano genéticamente modificado que comprende un CAR,
comprendiendo dicho procedimiento introducir en un linfocito T humano dicha molécula de acido nucleico de una
cualquiera de las reivindicaciones 2-6 usando un vector virico.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que dicho procedimiento comprende ademas introducir en dicho
linfocito T humano una segunda molécula de acido nucleico que codifica una nucleasa disefiada mediante ingenieria
genética, en el que dicha nucleasa disefiada mediante ingenieria genética se expresa en dicha célula,

y en el que dicha nucleasa disefiada mediante ingenieria genética reconoce y escinde una secuencia de
reconocimiento en el genoma de dicha célula para producir un sitio de escision, y en el que dicha molécula de acido
nucleico que codifica dicho CAR se inserta en el genoma de dicho linfocito T humano en dicho sitio de escision.

14. El procedimiento de la reivindicacion 13, en el que dicha nucleasa disefiada mediante ingenieria genética es una
meganucleasa disefiada mediante ingenieria genética, una nucleasa de dedo de zinc recombinante (ZEN), una
nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion recombinante (TALEN), una nucleasa CRISPR/Cas, o una
nucleasa megaTAL.

15. El procedimiento de las reivindicaciones 13 o 14, en el que dicha molécula de acido nucleico comprende
secuencias homologas a las secuencias que flanquean dicho sitio de escision, de tal manera que dicha molécula de
acido nucleico se inserta en el genoma de dicha célula en dicho sitio escision mediante recombinacién homéloga.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en el que dicha molécula de acido nucleico que
codifica dicho CAR se introduce en dicho linfocito T humano usando un vector VAA recombinante.

17. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y dicho linfocito T
humano genéticamente modificado de la reivindicacion 11.

18. Un linfocito T humano genéticamente modificado de la reivindicacion 11 para su uso en un procedimiento de
inmunoterapia para tratar el cancer en un sujeto que lo necesita.

19. El linfocito T humano genéticamente modificado para el uso de la reivindicacion 18, en el que dicho cancer es un
carcinoma, linfoma, sarcoma, blastoma o leucemia, preferentemente en el que dicho cancer se selecciona del grupo
que consiste en un cancer de origen de linfocitos B, tal como leucemia linfoblastica aguda de linaje B, leucemia
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linfocitica cronica de linfocitos B y linfoma no Hodgkin de linfocitos B; cancer de mama; cancer gastrico; neuroblastoma;
osteosarcoma; cancer de pulmén; melanoma; cancer de prostata; cancer de colon; carcinoma de células renales;
cancer de ovario; rabdomiosarcoma; leucemia; y linfoma de Hodgkin.
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FIGURA 2
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Expansion de T CAR CD4+
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Expansion de T CAR en cultivos Raiji
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CD19 4-1BB CAR
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7241 CD19 4-1BB CAR

7205 CD19 N6 CAR
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FIGURA 11
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7240 MyD88/N6 CD1S CAR

FIGURA 15
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