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DESCRIPCION
Método para generar linfocitos T compatibles para trasplante alogénico
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a linfocitos T modificados por ingenieria, a un método para su preparacion y a su
uso como medicamento, particularmente para inmunoterapia. Los linfocitos T modificados por ingenieria de la
invencion se caracterizan, entre otras cosas, por que la expresion de beta-2-microglobulina (B2M) y/o transactivador
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CIITA) se inhibe, por ejemplo, mediante el uso de
endonucleasas de sitio de corte poco frecuente capaces de inactivar selectivamente mediante la escisién del ADN el
gen que codifica B2M y/o CIITA, o mediante el uso de moléculas de acido nucleico que inhiben la expresion de B2M
y/o CIITA. Para hacer que los linfocitos T no sean reactivos, se inactiva al menos un gen que codifica un
componente del receptor de linfocitos T, por ejemplo, mediante el uso de endonucleasas de sitio de corte poco
frecuente capaces de inactivar selectivamente por escisiéon de ADN el gen que codifica dicho componente TCR.
Adicionalmente, se puede realizar una etapa de expresion del polipéptido inmunosupresor, tal como el homologo de
MHCI viral o el ligando NKG2D en dichos linfocitos T modificados para prolongar la supervivencia de dichos linfocitos
T modificados en el organismo huésped. Dicho linfocito T modificado es particularmente adecuada para trasplantes
alogénicos, especialmente porque reduce tanto el riesgo de rechazo por parte del sistema inmunitario del huésped
como el riesgo de desarrollar enfermedad de injerto contra huésped. La invencion abre el camino a estrategias de
inmunoterapia adoptiva estandar y asequibles que usan linfocitos T para tratar el cancer, infecciones y
enfermedades autoinmunes.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia adoptiva, que implica la transferencia de linfocitos T especificos de antigeno autélogos generados
ex vivo, es una estrategia prometedora para tratar infecciones viricas y cancer. Los linfocitos T usados para
inmunoterapia adoptiva pueden generarse mediante expansion de linfocitos T especificos de antigeno o redireccion
de linfocitos T mediante ingenieria genética (Park, Rosenberg et al. 2011).

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

El protocolo actual para tratamiento de pacientes usando inmunoterapia adoptiva se basa en la transferencia de
células autdlogas. En este enfoque, se recuperan linfocitos T de pacientes, genéticamente modificados o
seleccionados ex vivo, se cultivan in vitfro para amplificar el nimero de células si es necesario y finalmente se
infunden en el paciente. Ademas de la infusién de linfocitos, el hospedador puede manipularse de otras maneras que
apoyan el injerto de los linfocitos T o su participacion en una respuesta inmunitaria, por ejemplo
preacondicionamiento (con radiaciéon o quimioterapia) y administracion de factores de crecimiento de linfocitos (tales
como IL-2). Cada paciente recibe un tratamiento fabricado individualmente, usando los propios linfocitos del paciente
(es decir una terapia autéloga). Las terapias autdlogas se enfrentan a obstaculos técnicos y logisticos sustanciales
para la aplicacion practica, su generacion requiere instalaciones dedicaras caras y personal experto, deben
generarse en un tiempo corto después del diagndstico de un paciente y, en muchos casos, el pretratamiento del
paciente ha dado como resultado funcién inmunitaria degradada, de modo que los linfocitos del paciente pueden ser
poco funcionales y estar presentes en numeros muy bajos. Debido a estos obstaculos, la preparacion de células
autdlogas de cada paciente es en efecto un producto nuevo, dando como resultado variaciones sustanciales en la
eficacia y seguridad.

En el mejor de los casos, se querria usar una terapia normalizada en la que las células terapéuticas alogénicas
podrian prefabricarse, caracterizarse en detalle y estar disponibles para administracion inmediata a pacientes. Por
alogénico se entiende que las células se obtienen de individuos que pertenecen a la misma especie pero son
genéticamente diferentes. Sin embargo, el uso de células alogénicas tiene en la actualidad muchas desventajas. En
hospedadores inmunocompetentes las células alogénicas son rechazadas rapidamente, un proceso denominado
rechazo de hospedador frente a injerto (HvG) y esto limita sustancialmente la eficacia de las células transferidas. En
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huéspedes inmunocompetentes, las células alogénicas son capaces de injertarse, pero sus especificidades de los
receptores de linfocitos T endégenos (TCR) pueden reconocer el tejido del huésped como extrafio, lo que da como
resultado enfermedad de injerto contra el hospedador (GvHD), lo que puede conducir a dafio tisular grave y muerte.

Para proporcionar linfocitos T alogénicos, los inventores revelaron previamente un método para modificar
genéticamente los linfocitos T, en el que diferentes genes efectores, en particular aquellos que codifican receptores
de linfocitos T, se inactivaron mediante el uso de nucleasas TAL especificas, mejor conocido con la marca TALEN™
(Cellectis, 8, rue de la Croix Jarry, 75013 PARiS). Se ha demostrado que este método es altamente eficiente en
células primarias que usan transfecciéon de ARN como parte de una plataforma que permite la produccién en masa
de linfocitos T alogénicos (documento WO 2013/176915).

La beta-2 microglobulina, también conocido como B2M, es la cadena ligera de las moléculas de MHC de clase | y,
como tal, una parte integral del complejo mayor de histocompatibilidad en seres humanos, la B2M esta codificada
por el gen b2m que se encuentra en el cromosoma 15, en oposicion a los otros genes del MHC, que se encuentran
como cluster génico en el cromosoma 6. La proteina humana esta compuesta por 119 aminoacidos (SEQ ID NO:1) y
tiene un peso molecular de11.800 Dalton. Se ha demostrado en modelos de ratones deficientes para beta-2-
microglobulina que la B2M es necesaria para la expresion en la superficie celular de MHC de clase | y la estabilidad
del surco de union a péptido. Se demostré6 ademas que los trasplantes hemopoyéticos de ratones que son
deficientes para la expresion normal de MHC | en la superficie celular son rechazados por las células NK1.1+ en
ratones normales debido a una mutacion dirigida en el gen de la beta-2-microglobulina, lo que sugiere que la
expresion deficiente de las moléculas de MHC | hace que las células de la médula sean susceptibles al rechazo por
parte del sistema inmunitario del huésped (Bix et al., 1991).

La proteina CIITA (SEQ ID NO: 4 - secuencia de referencia en NCBI: NP_000237.2) que actia como un regulador
positivo de la transcripcion génica del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, incluyendo la transcripcion
del gen B2m y a menudo se denomina "factor de control maestro" para la expresion de estos genes. EIl ARNm de
CIITA (SEQ ID NO: 5) solo puede detectarse en lineas y tejidos de células positivas para el sistema de antigeno
leucocitario humano (HLA) de clase Il. Esta distribucion tisular altamente restringida sugiere que la expresion de
genes DE HLA clase Il esta en gran medida bajo el control de CIITA (Mach B., et al., 1994).

La respuesta inmunitaria adaptativa es un sistema biolégico complejo donde interaccionan numerosos componentes
celulares. Las células presentadoras de antigeno (CPA) profesionales pueden procesar cuerpos extrafios y
exponerlos a los linfocitos T auxiliares en el contexto de las moléculas de MHC de clase Il. Los linfocitos T auxiliares
activados a su vez estimularan la respuesta de los linfocitos B y la respuesta de los linfocitos T citotoxicos (LTC). Los
LTC reconocen péptidos extrafios presentados por moléculas del MHC de clase |, pero, en el caso de
alorreactividad, reconocen y matan células portadoras de moléculas de MHC de clase I. Las moléculas de MHC de
clase | estan compuestas por 2 entidades: la cadena pesada transmembrana altamente polimoérfica un pequefo
polipéptido invariable, la beta2-microglobulina (beta2-m) codificada por el gen B2M. La expresiéon de la cadena
pesada de MHC de clase | en la superficie celular requiere su asociacion con beta2-m. Por lo tanto, la anulacién de
la expresion de beta2-m en los linfocitos T CAR afectara a la expresion del MHC de clase | y las hara invisibles para
los LTC del huésped. Sin embargo, los linfocitos T CAR deficientes en MHC de clase | son susceptibles a la lisis por
las células NK del huésped, cuyo objetivo son células que carecen de moléculas de MHC de clase | [Ljunggren HG
et al. (1990), Immunl Today. 11:237-244].

Las células NK ejercen funciones citotoxicas hacia las células con las que interactian en funcién del equilibrio entre
las sefales activadoras e inhibidoras que recibieron a través de diferentes receptores monomoérficos o polimérficos.
Un receptor activador central en las células NK humanas es NKG2D y sus ligandos incluyen proteinas tales como
MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3 [Raulet DH, (2003), Nature Reviews Immunology 3 (10): 781-79]. Por otro
lado, la sefal inhibitoria estd mediada por la interaccion entre los receptores NK como LIR-1/ILT2 y moléculas de
MHC de clase | [Ljunggren HG et al. (1990), Immunl Today. 11:237-244]. Algunos virus, tales como los
citomegalovirus, han adquirido mecanismos para evitar la vigilancia inmunitaria mediada por las células NK. El
genoma del HCMV codifica proteinas que pueden prevenir la expresion en la superficie del MHC de clase | (es decir,
US2, US3, US6 y US11) al tiempo que expresa una proteina homéloga del MHC de clase | (UL18) que actua como
sefiuelo para bloquear la lisis celular mediada por NK [Kim, Y et al. (2008), PLOS Pathogens. 4: €1000123 y
Wilkinson G. et al. (2010). J Clin Virol. 41(3):206-212]. Ademas, el HCMV interfiere con la ruta el NKG2D secretando
una proteina capaz de unirse a los ligandos NKG2D vy evitar su expresion en la superficie [Welte SA et al. 2003), Eur
J Immunol 33 (1): 194-203]. En células tumorales, algunos mecanismos han evolucionado para evadir la respuesta
de NKG2D secretando ligandos de NKG2D, tales como ULBP2, MICB o MICA (Waldhauer |, Steinle A (2003). La
liberacion proteolitica de la proteina 2 de unién a UL16 soluble de las células tumorales. Cancer Res 2006; 66(5):
2520-2526; Salih HR et al. (2006), Hum Immunol. 2006 Mar;67(3):188-95; Salih HR et al. (2003) Blood. 2003 Aug
15;102(4):1389-96; Salih HR et al. (2002) J Immunol.;169(8):4098-102].

El presente inventor proporciona en el presente documento estrategias para la inmunoterapia mediante las cuales
los linfocitos T, especialmente linfocitos T alogénicos, estan especialmente indicados para trasplantes alogénicos, lo
que reduce el riesgo de rechazo de huésped contra injerto y de desarrollar enfermedad de injerto contra huésped y
hacer que los linfocitos T sean "sigilosos", en particular con respecto a las células CPA o las células NK.
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Sumario de la invenciéon

La presente invencion concierne métodos para preparar linfocitos T modificados por ingenieria, en particular
linfocitos T alogénicos obtenidos de un donante, para que sean adecuados para fines de inmunoterapia. Los
métodos de la presente invencién permiten mas particularmente la modulacién precisa de la expresién de ciertas
moléculas efectoras importantes para el reconocimiento inmunitario y la histocompatibilidad.

Segun un aspecto, la presente invencidon proporciona un método para preparar un linfocito T modificado,
preferentemente un linfocito T alogénico obtenido de un donante, que comprende las etapas de:

a) inhibir la expresién de beta 2-microglobulina (B2M) y/o transactivador del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (CIITA) en dicho linfocito T que se ha proporcionado; y

b) inactivar al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) en dichos linfocitos T;
y

c) introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno
expresado en la superficie de una célula maligna o infectada.

De acuerdo con determinadas realizaciones, la inhibiciéon de la expresiéon de B2M se logra mediante una
modificacion del genoma, mas particularmente a través de la expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio
de corte poco frecuente capaz de inactivarse selectivamente por escision de ADN del gen que codifica B2M, tal
como el gen 2m humano establecido en la SEQ ID NO:2 (NCBI Secuencia de referencia: NG_012920.1), o un gen
que tiene al menos un 70 %, tal como al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o al menos el 99 %, de
identidad de secuencia con el gen $2m humano establecido en la SEQ ID NO:2 sobre la longitud completa de la
SEQ ID NO: 2. Dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede ser una nucleasa TAL, meganucleasa,
nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN (tal como Cas9).

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la inhibicion de la expresién de B2M se logra utilizando (por ejemplo,
introduciendo en el linfocito T) una molécula de acido nucleico que hibrida especificamente (por ejemplo, se une) en
condiciones celulares al ARNm celular y/o el ADN gendmico que codifica B2M, inhibiendo de ese modo la
transcripcion y/o traduccion del gen. De acuerdo con realizaciones particulares, la inhibicion de la expresion de B2M
se logra mediante el uso ((por ejemplo, la introduccion en el linfocito T) de un oligonucleétido antisentido, ribozima o
molécula de ARN interferente (ARNi). Preferentemente, dicha molécula de acido nucleico comprende al menos 10
nucledtidos consecutivos de la complementaria de la SEQ ID NO:3 (es decir, el ARNm que codifica la B2M humana;
secuencia de referencia de NCBI: NM_004048).

De acuerdo con determinadas realizaciones, la inhibiciéon de la expresién de CIITA se logra mediante una
modificacion del genoma, mas particularmente a través de la expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio
de corte poco frecuente capaz de inactivarse selectivamente por escision de ADN del gen que codifica CIITA, tal
como el gen de CIITA humano (Secuencia de referencia NCBI: NG_009628.1), o un gen que tiene al menos un 70
%, tal como al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o al menos el 99 %, de identidad de secuencia
con el gen de CIITA humano de acuerdo con NG_009628.1 en toda la longitud del gen de CIITA humano de acuerdo
con NG _009628.1. Dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede ser una nucleasa TAL,
meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN (tal como Cas9).

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la inhibicién de la expresion de CIITA se logra usando (por ejemplo,
introduciendo en el linfocito T) una molécula de acido nucleico que hibrida especificamente (por ejemplo, se une) en
condiciones celulares al ARNm celular y/o ADN gendémico que codifica CIITA, inhibiendo de ese modo la
transcripcion y/o traduccion del gen. De acuerdo con realizaciones particulares, la inhibicion de la expresion de CIITA
se logra mediante el uso ((por ejemplo, la introduccion en el linfocito T) de un oligonucleétido antisentido, ribozima o
molécula de ARN interferente (ARNi). Preferentemente, dicha molécula de acido nucleico comprende al menos 10
nucledtidos consecutivos de la complementaria de la SEQ ID NO:5 (es decir, el ARNm que codifica la isoforma 2 de
la ClITA humana).

De acuerdo con el método de la presente invencion, el linfocito T se modificadas por ingenieria ain mas para
hacerlo no alorreactiva, especialmente al inactivar uno o mas genes que codifican componentes de los receptores de
linfocitos T (TCR). Esto se puede lograr mediante una modificacién del genoma, mas particularmente a través de la
expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivarse selectivamente
por escision de ADN, preferentemente rotura de la doble cadena, al menos un gen que codifica un componente del
receptor de linfocitos T (TCR), tal como el gen que codifica TCR alfa o TCR beta. Dicha endonucleasa de sitio de
corte poco frecuente puede ser una nucleasa TAL, meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa
guiada por ARN (tal como, Cas9). Preferentemente, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es capaz de
inactivar selectivamente mediante la escision del ADN el gen que codifica para el TCR alfa.
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De acuerdo con el método de la presente invencion, el linfocito T esta modificado por ingenieria para expresar un
receptor de antigeno quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno expresado en la superficie de una célula
maligna o infectada, tal como el antigeno de linfocitos B CD19.

Por lo tanto, la presente invenciéon proporciona en un aspecto adicional linfocitos T aislados modificados por
ingenieria que expresan un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno expresado
en la superficie de una célula maligna o infectada, que se caracterizan ademas porque i) se inhibe la expresion de
beta 2-microglobulina (B2M) y/o transactivador del complejo de histocompatibilidad mayor de clase Il (CIITA); y ii) al
menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) esta inactivo.

De acuerdo con determinadas realizaciones, se proporciona un linfocito T que expresa una endonucleasa de sitio de
corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que codifica B2M. Mas
particularmente, dicho linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exégena que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente, que puede ser una TAL-nucleasa,
meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN.

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, se proporciona un linfocito T que comprende una molécula de acido
nucleico exdégena que inhibe la expresion de B2M. De acuerdo con realizaciones particulares, dicha molécula de
acido nucleico es un oligonucledtido antisentido, ribozima o molécula de ARN interferente (ARNi). De acuerdo con
realizaciones preferidas, dicha molécula de acido nucleico comprende al menos 10 nucleétidos consecutivos de la
complementaria de SEQ ID NO:3.

De acuerdo con determinadas realizaciones, se proporciona un linfocito T que expresa una endonucleasa de sitio de
corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que codifica CIITA. Mas
particularmente, dicho linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exégena que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente, que puede ser una TAL-nucleasa,
meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN.

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, se proporciona un linfocito T que comprende una molécula de acido
nucleico exégena que inhibe la expresion de CIITA. De acuerdo con realizaciones particulares, dicha molécula de
acido nucleico es un oligonucledtido antisentido, ribozima o molécula de ARN interferente (ARNi). De acuerdo con
realizaciones preferidas, dicha molécula de acido nucleico comprende al menos 10 nucleétidos consecutivos de la
complementaria de SEQ ID NO:5.

Como se ha mencionado anteriormente, el linfocito T de la presente invencion tiene ademas al menos un gen
inactivado que codifica un componente del receptor TCR. Mas particularmente, dicho linfocito T puede expresar una
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN,
preferentemente rotura de la doble cadena, dicho al menos un gen que codifica un componente del receptor de
linfocitos T (TCR). En consecuencia, dicho linfocito T puede comprender una molécula de acido nucleico exégeno
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz
de inactivar selectivamente por escisiéon de ADN al menos un gen que codifica un componente del receptor de
linfocitos T (TCR). La interrupcion de TCR proporciona un linfocito T no alorreactivo que puede usarse en estrategias
de tratamiento alogénico.

Como se ha mencionado anteriormente, el linfocito T de la presente invencién esta modificado por ingenieria
adicionalmente para que exprese un receptor de antigeno quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno
expresado en la superficie de una célula maligna o infectada, tal como el antigeno de linfocitos B CD19.
Particularmente, el linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exdégeno que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica dicho CAR. La uniéon del antigeno objetivo por el CAR tiene el efecto de desencadenar una
respuesta inmunitaria por parte del linfocito T dirigida contra la célula patoldgica, lo que da como resultado la
desgranulacioén de varias citocinas y enzimas de degradacion en el espacio intermedio entre las células.

De acuerdo con algunas realizaciones, se realiza una modificaciéon adicional de los linfocitos T para hacerlas
sigilosas mediante la expresion de al menos un polipéptido inmunosupresor no endégeno, tal como un homadlogo
viral de MHC, por ejemplo, UL18, o tal como un ligando NKG2D.

De acuerdo con algunas realizaciones, el linfocito T de la presente invencidon expresa al menos un polipéptido
inmunosupresor no enddgeno. Segun realizaciones mas particulares, dicho polipéptido inmunosupresor no
enddgeno es un homdlogo de MHC viral, tal como UL18. El linfocito T puede comprender una molécula de acido
nucleico exdgeno que comprende una secuencia de nucledétidos que codifica un polipéptido que comparte al menos
el 80 %, preferentemente al menos el 90% y mas preferentemente al menos el 95 % de identidad con SEQ ID
NO:89. Segun otras realizaciones mas particulares, dicho polipéptido inmunosupresor no endégeno es un ligando
NKG2D. El linfocito T puede comprender una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido que comparte al menos el 80 %, preferentemente al menos el 90 % y, mas
preferentemente, al menos el 95 % de identidad con una cualquiera de las SEQ ID NO:90-97.
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Como resultado de la presente invencion, los linfocitos T modificados por ingenieria pueden usarse como productos
terapéuticos, idealmente como un producto "disponibles libremente, para su uso en el tratamiento o prevencién del
cancer, infecciones bacterianas o viricas, o enfermedades autoinmunes.

Por tanto, la presente invencion proporciona ademas un linfocito T modificado por ingenieria o una composicion, tal
como una composicion farmacéutica, que comprende el mismo para su uso como medicamento. De acuerdo con
determinadas realizaciones, la composicion o linfocito T modificado por ingenieria es para su uso en el tratamiento
de un cancer y, mas particularmente, para su uso en el tratamiento del linfoma. De acuerdo con ciertas otras
realizaciones, la composicion o linfocito T modificado por ingenieria es para su uso en el tratamiento de infeccion
virica. De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la composicién o linfocito T modificado por ingenieria es para su
uso el tratamiento de infecciones bacterianas.

Se entiende que los detalles proporcionados en el presente documento con respecto a un aspecto de la invencién
también se aplican a cualquiera de los otros aspectos de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Representacion esquematica de la relacion normal entre los linfocitos T del donante, los linfocitos T del
huésped y las células presentadoras de antigeno.

Figura 2: Representacion esquematica de los linfocitos T terapéuticas genéticamente modificados segun la
invencion y los linfocitos T y células tumorales del paciente.

Figura 3: Comparacion de la distribucion de dispersion frontal lateral (FSC), un indicador del tamario celular,
entre células positivas para TCR y negativas para TCR.

Figura 4: Analisis de citometria de flujo de TCR alfa/beta y expresion de CD3 en linfocitos T primarios humanos
después de electroporacion de ARNm de nucleasa TALE de TRAC (parte superior).

Figura 5: Analisis de citometria de flujo de la expresion de HLA_ABC en la superficie de los linfocitos T primarios
humanos en: A. Linfocitos T de control. B. después de electroporacion de ARNm nucleasa TALE de 2m.

Figura 6: A. Analisis de citometria de flujo de la expresion de CAR (anti F(ab')2) después de electroporacion de
linfocitos T con o sin ARNm que codifica un CAR monocatenario. B. Analisis de citometria de flujo de la
expresion de CD107a (marcador de desgranulacién) en linfocitos T electroporados cocultivados con células
daudi.

Figura 7: Representacion esquematica de las posibles interacciones entre un linfocito T CAR alogénico con
diversas células inmunitarias del huésped (linfocitos T CD8+ y CD4+, CPA, tal como células dendriticas y células
NK), linfocitos T CAR que tiene su gen B2M inactivado por KO. El signo (+) representa activacion y el signo (-)
inhibicién. La interaccién potencial entre el linfocito T CAR con la célula tumoral permanece sin cambios. La
inactivacion del gen B2M, que es un componente del MCHI, hace que este ultimo no sea funcional con respecto
a las interacciones con linfocitos T citotdxicos (CD8+) del huésped y con células NK. A continuacion, las células
NK pueden ejercer su activacion en los linfocitos T CAR alogénicos a través de la via activadora, tal como
NKG2D/ligando de NKG2D.

Figura 8: Representacion esquematica de las posibles interacciones entre un linfocito T CAR alogénico con
diversas células inmunitarias del huésped (linfocitos T CD8+ y CD4+, CPA, tal como células dendriticas y células
NK), el linfocito T CAR que tiene su gen B2M inactivado por KO y que expresa el homologo de MHCI virico. El
signo (+) representa activacion y el signo (-) inhibicién. La interaccion potencial entre el linfocito T CAR con la
célula tumoral permanece sin cambios. En cuanto a la figura anterior (solo B2M KO), se alivia la interaccion entre
el linfocito T CAR y el linfocito T CD8+ del huésped. En este caso, la expresion del homologo de MHCI virico
hace que la interaccion con las células NK sea inoperante a través del receptor de MHCI/inhibidor. La doble
modificacion genética de os linfocitos T CAR alogénicos por KO de B2M combinada con la expresién del
homologo de MHCI virico fortalece su proteccion inmunosupresora.

Figura 9: Representacion esquematica de las posibles interacciones entre un linfocito T CAR alogénico con
diversas células inmunitarias del huésped (linfocitos T CD8+ y CD4+, CPA, tal como células dendriticas y células
NK), el linfocito T CAR que tiene su gen B2M inactivado por KO y que expresa un ligando NKG2D soluble. El
signo (+) representa activacion y el signo (-) inhibicién. La interaccion potencial entre el linfocito T CAR con la
célula tumoral permanece sin cambios. En cuanto a la figura anterior (solo B2M KO), se alivia la interacciéon entre
el linfocito T CAR y el linfocito T CD8+ del huésped. La expresion del ligando NKG2D soluble es otra forma de
inactivacion de la interaccion con las células NK. En este caso, el ligando NKG2D soluble puede unirse al
receptor de NKG2D en la célula NK pero no ejerce ninguna accion, al contrario del ligando NKG2D de los
linfocitos T CAR con el que ejerce una competencia inhibitoria. La doble modificacion genética de los linfocitos T
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alogénicos por KO de B2M combinada con la expresion del ligando NKG2D soluble fortalece su proteccion
inmunosupresora.

Figura 10: Analisis FACS de la expresion de 2-m en linfocitos T. Los linfocitos T no transfectados (arriba) y
transfectados (centro y abajo) se analizan mediante FACS para determinar la viabilidad (izquierda) y la expresion
de B2-m (derecha).

Descripcion detallada de la invencién

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

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

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

Métodos para preparar linfocitos T modificados por ingenieria

En un aspecto general, la presente invencion se refiere a métodos para preparar linfocitos T modificados por
ingenieria, en particular linfocitos T alogénicos obtenidos de un donante.

En consecuencia, la presente invencién proporciona un método para preparar un linfocito T modificado,
preferentemente un linfocito T alogénico obtenido de un donante, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) inhibir la expresién de beta 2-microglobulina (B2M) y/o transactivador del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (CIITA) en dicho linfocito T que se ha proporcionado;

b) inactivar al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) en dichos linfocitos T;
y

c) introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno
expresado en la superficie de una célula maligna o infectada.

De acuerdo con determinadas realizaciones, el método comprende inhibir la expresion de beta 2-microglobulina
(B2M). Como alternativa, o ademas, el método puede comprender inhibir la expresion del transactivador del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CIITA).

De acuerdo con determinadas realizaciones, la inhibiciéon de la expresiéon de B2M se logra mediante una
modificacion del genoma, mas particularmente a través de la expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio
de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que codifica B2M (por
ejemplo, el gen f2m humano expuesto en la SEQ ID NO:2).

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la inhibicion de la expresion de CIITA se logra mediante una modificacion
del genoma, mas particularmente a través de la expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio de corte
poco frecuente capaz de inactivarse selectivamente por escision del ADN del gen que codifica CIITA (por ejemplo, el
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gen CIITA humano).

Con "inactivar" o "inactivacion" de un gen se pretende que el gen de interés (por ejemplo, el gen que codifica B2M o
CIITA) no se exprese en una forma de proteina funcional. En realizaciones particulares, la modificacién genética del
método se basa en la expresion, en células proporcionadas para modificaciéon por ingenieria, de una endonucleasa
de sitio de corte poco frecuente tal que la misma cataliza la escision en un gen objetivo, inactivando de ese modo
dicho gen objetivo. Las roturas de la cadena de acido nucleico causadas por la endonucleasa se reparan
habitualmente a través de los distintos mecanismos de recombinacién homoéloga o unién de extremos no homélogos
(NHEJ). Sin embargo, la NHEJ es un proceso de reparacion imperfecto que a menudo da como resultado cambios
en la secuencia de ADN en el sitio de la escisidén. Los mecanismos implican que se vuelvan a unir lo que queda de
los dos extremos del ADN a través de la re-ligadura directa (Critchlow y Jackson 1998) o mediante la llamada uniéon
de los extremos mediada por microhomologia (Betts, Brenchley et al., 2003; Ma, Kim, et al., 2003). La reparacion a
través de la union de extremos no homologos (NHEJ) a menudo da como resultado pequefias inserciones o
deleciones, y se puede utilizar para la creacion de supresiones génicas especificas. Dicha modificacion puede ser
una sustitucion, delecién o adicién de al menos un nucleétido. Las células en las que se produce un evento de
mutagénesis inducida por escision, es decir, un evento de mutagénesis consecutivo a un evento de NHEJ, pueden
identificarse y/o seleccionarse mediante un método bien conocido en la técnica.

Una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente que se usara de acuerdo con la presente invencién para inactivar
el gen de B2m puede, por ejemplo, ser una TAL-nucleasa, meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o
endonucleasa guiada por ARN (tal como Cas9).

De acuerdo con una realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa.

De acuerdo con otra realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa
dirigida, también conocida con el nombre de meganucleasa.

De acuerdo con otra realizacion particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa de
dedo de cinc (ZNF).

De acuerdo con otra realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa
guiada por ARN. De acuerdo con una realizacion preferida, la endonucleasa guiada por ARN es el complejo
Cas9/CRISPR.

Segun una realizacion especifica, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa codificada
por una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos establecida en la SEQ ID NO:67.
Segun ofra realizacion especifica, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa codificada
por una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos establecida en la SEQ ID NO:68. En
otra realizacién especifica mas, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una combinacion de una TAL-
nucleasa codificada por una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos establecida en
la SEQ ID NO:67 y una TAL-nucleasa codificada por una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
de nucledtidos establecida en la SEQ ID NO: 68.

Para expresarse en el linfocito T, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede introducirse en la célula
por medio de una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica
dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente. De acuerdo con realizaciones particulares, el método de la
invencion comprende ademas introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exégeno que comprende
una secuencia de nucleotidos que codifica una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente, preferentemente, una
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivarse selectivamente por escision de ADN del gen que
codifica B2M (por ejemplo, el gen de B2m humano expuesto en la SEQ ID NO:2). Por ejemplo, la molécula de acido
nucleico exdégeno puede comprender la secuencia de nucledtidos establecida en la SEQ ID NO:67 o la SEQ ID
NO:68.

Como resultado, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que expresa una endonucleasa de sitio de corte
poco frecuente, preferentemente una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivarse
selectivamente por escision de ADN del gen que codifica B2M. Por consiguiente, La inactivacion del gen B2M por
dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente conduce a la inhibicién de la expresion de B2M en el linfocito T
modificado por ingenieria. Por lo tanto, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que se caracteriza por que
la expresion de B2M esta inhibida.

Una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente que se usara de acuerdo con la presente invencién para inactivar
el gen CIITA puede, por ejemplo, ser una TAL-nucleasa, meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o
endonucleasa guiada por ARN (tal como Cas9).

De acuerdo con una realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa.
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De acuerdo con otra realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa
dirigida, también conocida con el nombre de meganucleasa.

De acuerdo con otra realizacion particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa de
dedo de cinc (ZNF).

De acuerdo con otra realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa
guiada por ARN. De acuerdo con una realizacion preferida, la endonucleasa guiada por ARN es el complejo
Cas9/CRISPR.

Para expresarse en el linfocito T, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede introducirse en la célula
por medio de una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica
dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente. De acuerdo con realizaciones particulares, el método de la
invencion comprende ademas introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exégeno que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente, preferentemente, una
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que
codifica CIITA (por ejemplo, el gen de CIITA humano).

Como resultado, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que expresa una endonucleasa de sitio de corte
poco frecuente, preferentemente una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar
selectivamente por escision de ADN el gen que codifica CIITA. Por consiguiente, la inactivacion del gen CIITA por
dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente conduce a la inhibicién de la expresion de CIITA en el linfocito T
modificado por ingenieria. Por lo tanto, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que se caracteriza porque
la expresion de CIITA esta inhibida. De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la inhibicién de la expresion de B2M
se logra utilizando (por ejemplo, introduciendo en el linfocito T) una molécula de acido nucleico que hibrida
especificamente (por ejemplo, se une) en condiciones celulares al ARNm celular y/o el ADN genémico que codifica
B2M, inhibiendo de ese modo la transcripcion y/o traduccion del gen. De acuerdo con realizaciones particulares, la
inhibicién de la expresion de B2M se logra mediante el uso (por ejemplo, la introduccién en el linfocito T) de un
oligonucledtido antisentido, ribozima o molécula de ARN interferente (ARNi).

De acuerdo con una realizacién particular, la molécula de acido nucleico es un oligonucleétido antisentido.

De acuerdo con ofras realizaciones particulares, la molécula de acido nucleico es una ribozima, preferentemente una
ribozima en cabeza de martillo.

De acuerdo con otras realizaciones particulares, el acido nucleico es una molécula de ARN interferente (ARNi), tal
como un microARN (miARN), ARN interferente pequefio (ARNip) o ARN de horquilla corto (ARNhc). Por lo tanto,
segun una realizacién preferida, la molécula de acido nucleico es un microARN. De acuerdo con ofra realizacion
preferida, la molécula de acido nucleico es un ARN interferente pequefio. De acuerdo con otra realizacién preferida,
la molécula de acido nucleico es un ARN de horquilla corta.

Como resultado, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que se caracteriza por que la expresiéon de B2M
esta inhibida.

Dado que la B2M es un componente estructural importante del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), la
inhibicién de la expresion de B2M conduce a una reduccion o eliminacién de moléculas del MHC sobre la superficie
del linfocito T modificado por ingenieria. Por consiguiente, el linfocito T modificado por ingenieria ya no presenta
antigenos sobre la superficie que son reconocidos por las células C8+. Especialmente en el caso de un linfocito T
alogénico obtenido de un donante, la reduccion o eliminacién de moléculas de MHC que presentan antigeno no
propio en la superficie del linfocito T evita que el linfocito T modificado por ingenieria, cuando se infunde en un
huésped alogénico, sea reconocido por los linfocitos CD8+ del huésped. Esto hace que el linfocito T modificado por
ingenieria sea especialmente adecuado para trasplantes alogénicos, especialmente porque reduce el riesgo de
rechazo por el sistema inmunoldgico del huésped.

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la inhibicién de la expresion de CIITA se logra usando (por ejemplo,
introduciendo en el linfocito T) una molécula de acido nucleico que hibrida especificamente (por ejemplo, se une) en
condiciones celulares al ARNm celular y/o ADN gendémico que codifica CIITA, inhibiendo de ese modo la
transcripcion y/o traduccion del gen. De acuerdo con realizaciones particulares, la inhibicion de la expresion de CIITA
se logra mediante el uso (por ejemplo, la introduccion en el linfocito T) de un oligonucledtido antisentido, ribozima o
molécula de ARN interferente (ARNi).

De acuerdo con una realizacién particular, la molécula de acido nucleico es un oligonucleétido antisentido.

Segun otra realizacion particular, la molécula de acido nucleico es una ribozima, preferentemente una ribozima en
cabeza de martillo.
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Segun ofra realizacion particular, el acido nucleico es una molécula de ARN interferente (ARNi), tal como un
microARN (miARN), ARN interferente pequefio (ARNip) o ARN de horquilla corto (ARNhc). Por lo tanto, segun una
realizacion preferida, la molécula de acido nucleico es un microARN. De acuerdo con otra realizacién preferida, la
molécula de acido nucleico es un ARN interferente pequefio. De acuerdo con otra realizacion preferida, la molécula
de acido nucleico es un ARN de horquilla corta.

Como resultado, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que se caracteriza porque la expresion de CIITA
esta inhibida.

El linfocito T modificado por ingenieria de la presente invencion se caracteriza ademas porque no expresa un
receptor de linfocitos T (TCR) funcional en su superficie celular. Los receptores de linfocitos T son receptores de la
superficie celular que participan en la activacion de los linfocitos T en respuesta a la presentacion del antigeno. El
TCR esta compuesto en general por dos cadenas, alfa y beta, que se ensamblan para formar un heterodimero y se
asocia con las subunidades transductoras de CD3 para formar el complejo de receptores de linfocitos T presente en
la superficie celular. Cada cadena alfa y beta del TCR consiste en una region variable (V) y constante (C) N-terminal
de tipo inmunoglobulina, un dominio hidréfobo transmembrana y una region citoplasmica corta. Con respecto a
moléculas de inmunoglobulina, la region variable de las cadenas alfa y beta se genera por la recombinacion V(D)J,
creando una gran diversidad de especificidades de antigeno en la poblacion de linfocitos T. Sin embargo, a
diferencia de inmunoglobulinas que reconocen antigeno intacto, los linfocitos T se activan mediante fragmentos de
péptidos procesados en asociacion con una molécula de MHC, introduciendo una dimensién extra al reconocimiento
de antigenos por linfocitos T, conocido como restriccion de MHC. El reconocimiento de las disparidades del MHC
entre el donante y el receptor a través del receptor de linfocitos T conduce a la proliferacion de linfocitos T y al
desarrollo potencial de la enfermedad de injerto contra el huésped (EICH). Se ha mostrado que la expresion en
superficie normal del TCR depende de la sintesis y el ensamblaje coordinados de los siete componentes del
complejo (Ashwell y Klusner 1990). La inactivacion de TCR alfa o TCR beta puede dar como resultado la eliminacion
del TCR de la superficie de los linfocitos T, lo que impide el reconocimiento del aloantigeno y, por lo tanto, la EICH.
La inactivacion de al menos un gen que codifica un componente TCR hace que los linfocitos T modificados por
ingenieria sean menos alorreactivas. Con "inactivar" o "inactivacion" de un gen se pretende que el gen de interés
(por ejemplo, al menos un gen que codifica un componente del TCR) no se exprese en una forma de proteina
funcional.

Asi, el método de la presente invencion de acuerdo con realizaciones particulares comprende ademas inactivar al
menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T. Mas particularmente, la inactivacion se logra
usando (por ejemplo, introduciendo en el linfocito T) una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de
inactivar selectivamente por escision de ADN, preferentemente rotura de la doble cadena, al menos un gen que
codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR). De acuerdo con realizaciones particulares, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es capaz de inactivar selectivamente mediante la escision del ADN el
gen que codifica para TCR alfa o TCR beta. De acuerdo con una realizacion preferida, la endonucleasa de sitio de
corte poco frecuente es capaz de inactivar selectivamente mediante la escision del ADN el gen que codifica para el
TCR alfa. Especialmente en el caso de un linfocito T alogénico obtenido de un donante, la inactivacion de al menos
un gen que codifica un componente del TCR, notablemente TCR alfa, conduce a linfocitos T modificados por
ingenieria, cuando se infunde en un huésped alogénico, que no son alorreactivos. Esto hace que el linfocito T
modificado por ingenieria sea especialmente adecuado para trasplantes alogénicos, especialmente porque reduce el
riesgo de enfermedad del injerto contra el huésped.

Una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente que se usara de acuerdo con la presente invencién para inactivar
al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T puede, por ejemplo, ser una TAL-nucleasa,
meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN (tal como Cas9).

De acuerdo con una realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa.

De acuerdo con otra realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa
dirigida, también conocida con el nombre de meganucleasa.

De acuerdo con otra realizacion particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa de
dedo de cinc (ZNF).

De acuerdo con otra realizacién particular, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa
guiada por ARN. De acuerdo con una realizacion preferida, la endonucleasa guiada por ARN es el complejo
Cas9/CRISPR.

Para expresarse en el linfocito T, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede introducirse en la célula
por medio de una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica
dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente. De acuerdo con realizaciones particulares, el método de la
invencion comprende ademas introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exégeno que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivarse

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2782 125713

selectivamente por escision de ADN, preferentemente rotura de la doble cadena, al menos un gen que codifica un
componente del receptor de linfocitos T (TCR).

Como resultado, se obtiene un linfocito T modificado que expresa ademas una endonucleasa de sitio de corte poco
frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN al menos un gen que codifica un componente del
receptor de linfocitos T (TCR). Por consiguiente, se obtiene un linfocito T modificado por ingenieria que se
caracteriza por que al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) esta inactivo.

El linfocito T modificado por ingenieria de la presente invencion expresa ademas un Receptor de Antigeno Quimérico
(CAR) dirigido contra al menos un antigeno expresado en la superficie de una célula maligna o infectada. Por lo
tanto, el método de la invencién comprende ademas introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico
exogeno que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR)
dirigido contra al menos un antigeno expresado en la superficie de una célula maligna o infectada.

El linfocito T que se va a modificar de acuerdo con la presente invencién puede ser cualquier linfocito T adecuado.
Por ejemplo, el linfocito T puede ser un linfocito T inflamatorio, linfocito T citotdxico, linfocito T regulador o linfocito T
auxiliares. Particularmente, el linfocito T es un linfocito T citotéxico. En determinadas realizaciones, dicho linfocito T
se selecciona entre linfocitos T CD4+ vy linfocitos T CD8+. Se pueden extraer de la sangre o proceder de células
madre. Las células madre pueden ser células madre adultas, células madre embrionarias, mas particularmente
células madre no humanas, células madre de sangre medular, células progenitoras, células madre de la médula
Osea, células madre pluripotenciales inducidas, células madre totipotenciales o células madre hematopoyéticas. Las
células humanas representativas son células CD34+. En realizaciones particulares, el linfocito T que se va a
modificar de acuerdo con la presente invenciéon es un linfocito T humano. Antes de la expansion y modificacion
genética de las células de la invencion, se puede obtener una fuente de células de un sujeto, tal como un paciente, a
través de diversos métodos no limitantes. El linfocito T se puede obtener de varias fuentes no limitantes, incluyendo
células mononucleares de sangre periférica, médula 6sea, tejido de ganglios linfaticos, sangre de cordén umbilical,
tejido de timo, tejido de un sitio de infeccion, ascitis, derrame pleural, tejido del bazo y tumores. En determinadas
realizaciones de la presente invencion, se puede usar cualquier numero de lineas de linfocitos T disponibles y
conocidas por los expertos en la materia. En otra realizacién, dicha célula puede proceder de un donante sano, de
un paciente diagnosticado con cancer o de un paciente diagnosticado con una infeccion. En otra realizacion, dicha
célula es parte de una poblacién mixta de células que presentan diferentes caracteristicas fenotipicas.

Endonucleasa de sitio de corte poco frecuente

De acuerdo con determinadas realizaciones de la presente invencién, se emplean endonucleasas de sitio de corte
poco frecuente que son capaces de inactivarse selectivamente mediante la escision del ADN del gen de interés, tal
como el gen que codifica B2M.

La expresion "endonucleasa de sitio de corte poco frecuente" se refiere a una enzima de tipo salvaje o variante
capaz de catalizar la hidrdlisis (escision) de enlaces entre acidos nucleicos dentro de una molécula de ADN o ARN,
preferentemente, una molécula de ADN. Particularmente, dicha nucleasa puede ser una endonucleasa, mas
preferentemente una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente que es altamente especifica, que reconoce sitios
objetivo de acido nucleico que varian de 10 a 45 pares de bases (pb) de longitud, que generalmente varia de 10 a 35
pares de bases de longitud, mas habitualmente de 12 a 20 pares de bases. La endonucleasa de acuerdo con la
presente invencion reconoce secuencias de polinucledtidos especificos, conocidas adicionalmente como "secuencia
objetivo" y escinde el acido nucleico dentro de estas secuencias objetivo o en secuencias adyacentes a las mismas,
dependiendo de la estructura molecular de dicha endonucleasa. La endonucleasa de sitio de corte poco frecuente
puede reconocer y generar una rotura de cadena sencilla o doble en secuencias de polinucledtidos especificas.

En realizaciones particulares, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente de acuerdo con la presente
invencion es una endonucleasa guiada por ARN, tal como el complejo Cas9/CRISPR. Las endonucleasas guiadas
por ARN constituyen una nueva generacion de herramientas de ingenieria del genoma en las que una endonucleasa
se asocia con una molécula de ARN. En este sistema, la secuencia de nucleétidos de la molécula de ARN determina
la especificidad del objetivo y activa la endonucleasa (Gasiunas, Barrangou et al., 2012; Jinek, Chylinski et al. 2012;
Cong, Ran et al., 2013; Mali, Yang et al., 2013). Cas9, también llamada Csn1 es una proteina grande que participa
tanto en la biogénesis de ARNcr como en la destruccion del ADN invasor. Cas9 se ha descrito en diferentes
especies bacterianas como S. thermophiles, Listeria innocua (Gasiunas, Barrangou et al. 2012; Jinek, Chylinski et al.
2012) y S. Pyogenes (Deltcheva, Chylinski et al. 2011). La proteina Cas9 grande (> 1200 aminoacidos) contiene dos
dominios de nucleasa predichos, a saber, el dominio de nucleasa HNH (similar a McrA) que se encuentra en el
medio de la proteina y un dominio de nucleasa similar a RuvC dividido (pliegue RNasa H). La variante de Cas9
puede ser una Cas9 endonucleasa que no existe de forma natural en la naturaleza y que se obtiene mediante
ingenieria genética o por mutagénesis. Las variantes de Cas9 de acuerdo con la invencién pueden, por ejemplo,
obtenerse mediante mutaciones, es decir, deleciones o inserciones o sustituciones de al menos un resto en la
secuencia de aminoacidos de una Cas9 endonucleasa de S. pyogenes (COG3513).

En otras realizaciones particulares, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente también puede ser una
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endonucleasa dirigida, también conocida con el nombre de meganucleasa. Dichas endonucleasas dirigidas son bien
conocidas en la técnica (Stoddard 2005). Las endonucleasas dirigidas son altamente especificas, reconocen los
sitios objetivo del ADN que varian de 12 a 45 pares de bases (pb) de longitud, habitualmente varian de 14 a 40 pb
de longitud. La endonucleasa dirigida de acuerdo con la invenciéon puede corresponder, por ejemplo, a una
endonucleasa LAGLIDADG, a una endonucleasa HNH o a una endonucleasa GIY-YIG. La endonucleasa dirigida
preferida de acuerdo con la presente invencion puede ser una variante de /-Crel. Una endonucleasa "variante", es
decir, una endonucleasa que no existe de forma natural en la naturaleza y que se obtiene por ingenieria genética o
por mutagénesis aleatoria puede unir secuencias de ADN diferentes de las reconocidas por las endonucleasas de
tipo salvaje (véase la solicitud internacional W0O2006/097854).

En otras realizaciones particulares, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede ser una "nucleasa de
dedo de cinc" (ZFN), que generalmente es una fusion entre el dominio de escision de la enzima de restriccion de tipo
IIS, Fokl, y un dominio de reconocimiento de ADN que contiene 3 o mas motivos de dedos de cinc C2H2. La
heterodimerizacién en una posicion particular en el ADN de dos ZFN individuales en orientacién y espaciado
precisos conduce a una rotura de la doble cadena (DSB) en el ADN. El uso de dichas endonucleasas quiméricas se
ha notificado de forma extensa en la técnica, revisado por Urnov et al. (Genome editing with engineered zinc finger
nucleases (2010) Nature reviews Genetics 11:636-646). Los ZFN estandar fusionan el dominio de escision con el
extremo C de cada dominio de dedo de cinc. Para permitir que los dos dominios de escision se dimericen y escindan
el ADN, los dos ZFN individuales se unen a cadenas opuestas de ADN con sus extremos C a cierta distancia. Las
secuencias enlazadoras mas utilizadas entre el dominio de dedo de cinc y el dominio de escisién requieren que el
borde 5' de cada sitio de unién esté separado por de 5 a 7 pb. El método mas directo para generar nuevas matrices
de dedos de cinc es combinar "médulos” de dedos de cinc mas pequeios de especificidad conocida. El proceso de
ensamblaje modular mas comun implica combinar tres dedos de cinc separados que pueden reconocer cada uno
una secuencia de ADN de 3 pares de bases para generar una matriz de 3 dedos que puede reconocer un sitio
objetivo de 9 pares de bases. Se han usado numerosos métodos de seleccion para generar conjuntos de dedos de
cinc capaces de apuntar a las secuencias deseadas. Los esfuerzos de seleccion iniciales utilizaron la presentacion
en fagos para seleccionar proteinas que unian un objetivo de ADN dado de un gran conjunto de matrices de dedos
de cinc parcialmente aleatorizadas. Los esfuerzos mas recientes han utilizado sistemas de un hibrido de levadura,
sistemas bacterianos de uno y dos hibridos, y células de mamiferos.

En otras realizaciones particulares, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una "nucleasa TALE" o
una "MBBBD-nucleasa" resultante de la fusion de un dominio de unién al ADN normalmente derivado de proteinas
efectoras activadoras de la transcripcion (TALE) o de un dominio de unién base por base modular (MBBBD), con un
dominio catalitico que tiene actividad endonucleasa. Tal dominio catalitico generalmente proviene de enzimas, tal
como por ejemplo I-Tevl, ColE7, NucA y Fok-l. La nucleasa TALE se puede conformar en formas monoméricas o
diméricas, dependiendo del dominio catalitico seleccionado (documento W02012138927). Dichas nucleasas TALE
modificadas por ingenieria estan disponibles comercialmente bajo el nombre comercial TALEN™ (Cellectis, 8 rue de
la Croix Jarry, 75013 Paris, Francia). En general, el dominio de unioén al ADN deriva de un efector de tipo activador
de transcripcion (TALE), en el que la especificidad de secuencia es impulsada por una serie de repeticiones de 33-
35 aminoacidos que se originan de las proteinas bacterianas de Xanthomonas o Ralstonia AvrBs3, PthXo1,
AvrHah1, PthA, Tal1lc como ejemplos no limitantes. Estas repeticiones difieren esencialmente en dos posiciones de
aminoacidos que especifican una interaccion con un par de bases (Boch, Scholze et al. 2009; Moscou y Bogdanove
2009). Cada par de bases en el objetivo de ADN se pone en contacto con una sola repeticion, con la especificidad
resultante de los dos aminoacidos variantes de la repeticion (el denominado dipéptido variable de repeticion, RVD).
Los dominios de unién a TALE pueden comprender ademas un dominio de translocacion N-terminal responsable del
requisito de una primera base de timina (T0O) de la secuencia objetivo y un dominio C-terminal que contiene sefiales
de localizacién nuclear (NLS). Un dominio de unién a acido nucleico TALE generalmente corresponde a un armazén
de TALE central modificado por ingenieria que comprende una pluralidad de secuencias repetidas TALE,
comprendiendo cada repeticién un RVD especifico para cada base de nucleétidos de un sitio de reconocimiento
TALE. En la presente invencioén, cada secuencia de repeticion TALE de dicho armazoén central esta hecha de 30 a 42
aminoacidos, mas preferentemente 33 o 34, en el que dos aminoacidos criticos (el denominado dipéptido variable de
repeticion, RVD) ubicado en las posiciones 12 y 13 median en el reconocimiento de un nucleétido de dicha
secuencia del sitio de uniéon a TALE; dos aminoacidos criticos equivalentes se pueden localizar en posiciones
distintas de 12 y 13, especialmente en la secuencia de repeticion TALE mas alta que 33 o 34 aminoacidos de
longitud. Preferentemente, los RVD asociados con el reconocimiento de los diferentes nucleétidos son HD para
reconocer C, NG para reconocer T, NI por reconocer A, NN para reconocer G o A. En otra realizacién, los
aminoacidos criticos 12 y 13 pueden mutar hacia otros restos de aminoacidos para modular su especificidad hacia
los nucledtidos A, T, C y G, y en particular para mejorar esta especificidad. Un dominio de unién a acido nucleico
TALE generalmente comprende entre 8 y 30 secuencias repetidas de TALE. Mas preferentemente, dicho armazon
central de la presente invencion comprende entre 8 y 20 secuencias repetidas TALE; de nuevo mas preferentemente
15 secuencias repetidas TALE. También puede comprender una secuencia de repeticion TALE Unica truncada
adicional hecha de 20 aminoacidos ubicados en el extremo C de dicho conjunto de secuencias de repeticion TALE,
es decir, una secuencia de repeticion de semi-TALE en C-terminal adicional. Otros dominios modulares de unién a
acido nucleico especificos de base por base (MBBBD) se describen en el documento WO 2014/018601. Dichos
MBBBD pueden modificarse por ingenieria, por ejemplo, a partir de proteinas recién identificadas, a saber,
EAV36_BURRH, E5AW43_BURRH, E5AW45_BURRH y ESAW46_BURRH del genoma recientemente secuenciado
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de los hongos endosimbiontes Burkholderia Rhizoxinica. Estos polipéptidos de unién a acido nucleico comprenden
modulos de aproximadamente 31 a 33 aminoacidos que son especificos de base. Estos médulos muestran menos
del 40 % de identidad de secuencia con repeticiones comunes de TALE de Xanthomonas y presentan mas
variabilidad de secuencia de polipéptidos. Los diferentes dominios de las proteinas anteriores (médulos, extremos N
y C) de Burkholderia y Xanthomonas son Utiles para disefiar nuevas proteinas o armazones que tengan propiedades
de unién a secuencias de acido nucleico especificas y pueden combinarse para formar proteinas quiméricas TALE-
MBBBD.

Moléculas inhibidoras de acido nucleico

De acuerdo con ciertas otras realizaciones de la presente invencion, se emplean moléculas de acido nucleico que
inhiben la expresion de B2M. Mas particularmente, el acido nucleico puede ser un oligonucledtido antisentido,
ribozima o molécula de ARN interferente (ARNi). Preferentemente, dicha molécula de acido nucleico comprende al
menos 10 nucledtidos consecutivos de la complementaria de SEQ ID NO:3.

De acuerdo con realizaciones particulares, el acido nucleico inhibidor es un oligonucleétido antisentido que inhibe la
expresion de B2M. Dicho oligonucleétido antisentido es un acido nucleico (ya sea ADN o ARN) que hibrida
especificamente (por ejemplo, se une) en condiciones celulares con el ARNm celular y/o el ADN genémico que
codifica B2M, inhibiendo de ese modo la transcripcién y/o traduccion del gen. La union puede ser por
complementariedad convencional de pares de bases. Como alternativa, la unién puede ser, por ejemplo, en caso de
union a duplex de ADN, a través de interacciones especificas en el surco mayor de la doble hélice. Aunque se
prefiere, la complementariedad absoluta no es necesaria.

La presente invencién también contempla el uso de moléculas de acido nucleico que inhiben la expresion de CIITA.
Mas particularmente, el acido nucleico puede ser un oligonucleétido antisentido, ribozima o molécula de ARN
interferente (ARNi). Preferentemente, dicha molécula de acido nucleico comprende al menos 10 nucledtidos
consecutivos de la complementaria de SEQ ID NO:5.

Los oligonucledtidos antisentido empleados de acuerdo con la invencion pueden ser ADN o ARN o mezclas
quiméricas o derivados o versiones modificadas de los mismos, y pueden ser monocatenarios o bicatenarios. Por
tanto, de acuerdo con una realizacion preferida, el oligonucledtido antisentido es una molécula de ADN
monocatenaria o bicatenaria, mas preferentemente una molécula de ADN bicatenaria. Segun otra realizacion
preferida, el oligonucledtido antisentido es una molécula de ARN monocatenario o bicatenario, mas preferentemente
una molécula de ARN monocatenario.

De acuerdo con realizaciones preferidas, el oligonucledtido antisentido es un oligonucleétido modificado que es
resistente a las nucleasas endégenas, por ejemplo, exonucleasas y/o endonucleasas y, por lo tanto, es estable in
vivo e in vitro.

El oligonucledtido antisentido puede modificarse en el resto base, el resto de azucar o el esqueleto de fosfato, por
ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula. El oligonucleétido antisentido puede incluir otros grupos adjuntos
tales como péptidos (por ejemplo, para dirigir a receptores de células huésped), o agentes que facilitan el transporte
a través de la membrana celular. Por lo tanto, el oligonucleétido antisentido puede conjugarse con otra molécula, tal
como un péptido o agente de transporte.

De acuerdo con realizaciones particulares, el oligonucleétido antisentido comprende al menos un resto de base
modificado que se selecciona del grupo que incluye, aunque no de forma limitativa, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo,
5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxitrietil)uracilo, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina,  5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina,
inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina, 5-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-
5-oxiacético (v), wybutoxosina, pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-
metiluracilo, éster metilico de acido uracilo-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-
3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w y 2,6-diaminopurina.

De acuerdo con otras realizaciones particulares, el oligonucledtido antisentido comprende al menos un resto de
azucar modificado seleccionado del grupo que incluye, aunque no de forma limitativa, arabinosa, 2-fluoroarabinosa,
xilulosa y hexosa.

De acuerdo con otras realizaciones particulares, el oligonucleétido antisentido comprende al menos un esqueleto de
fosfato modificado seleccionado del grupo que incluye, aunque no de forma limitativa, un fosforotioato, un
fosforoditioato, un fosforamidotioato, un fosforoamidato, un fosfordiamidato, un metilfosfonato, un alquilfosfotriéster y
un formacetal o analogo del mismo.

Se puede administrar un oligonucleétido antisentido a la célula, por ejemplo, en forma de un vector de expresion, tal
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como un plasmido o un vector viral, que, cuando se transcribe en las células, produce ARN que es complementario
de al menos una porcién Unica del ARNm celular para B2M. Como alternativa, el oligonucleétido antisentido puede
generarse ex vivo e introducirse en la célula por cualquier medio conocido en la técnica. El oligonucleotido
antisentido puede sintetizarse ex vivo mediante un método estandar conocido en la técnica, por ejemplo, mediante el
uso de un sintetizador de ADN automatizado (tal como un sintetizador de ADN automatizado disponible
comercialmente de, por ejemplo, Applied Biosystems). Se han desarrollado varios métodos para administrar ADN o
ARN antisentido a las células, por ejemplo, mediante inyeccion directa o mediante modificacion disefiada para
apuntar a la célula deseada (por ejemplo, usando oligonucleétidos antisentido unidos a péptidos o anticuerpos que
se unen especificamente a receptores o antigenos expresados en la superficie de la célula objetivo.

De acuerdo con realizaciones preferidas, se usa un vector de ADN recombinante en el que una secuencia de
nucledtidos que codifica un oligonucledtido antisentido que inhibe la expresion de B2M o CIITA se coloca bajo el
control de un promotor, tal como un promotor fuerte de pol lll o pol Il. El uso de tal construccién para transfectar una
célula objetivo, tal como un linfocito T, dara como resultado la transcripcion de una cantidad suficiente de ARN
monocatenario que formara pares de bases complementarias con el transcrito enddgeno y, por lo tanto, evitara la
traduccion del ARNm de B2M o CIITA. Segun estas realizaciones, un vector de ADN que comprende la secuencia de
nucledtidos que codifica el oligonucledtido antisentido se introduce en la célula donde se produce la transcripcion de
un ARN antisentido. Tal vector puede permanecer episomal o estar cromosémicamente integrado, siempre que
pueda transcribirse para producir el ARN antisentido. La expresion de la secuencia que codifica el ARN antisentido
puede ser por cualquier promotor conocido en la técnica que actia en mamiferos, preferentemente células humanas.
Dicho promotor puede ser inducible o constitutivo. Los promotores de ejemplo incluyen, pero sin limitacion, la region
promotora temprana de SV40, conteniendo el promotor la repeticion terminal larga en 3' del virus del sarcoma de
Rous, el promotor de la timidina del herpes y las secuencias reguladoras del gen de la metalotioneina.

Como alternativa, las construcciones de ADNc de sentido contrario que sintetizan ARN de sentido contrario de forma
constitutiva o inducible, dependiendo del promotor utilizado, se pueden introducir en la célula.

De acuerdo con realizaciones preferidas, el oligonucleétido antisentido comprende al menos 10 nucledtidos
consecutivos de la complementaria de la SEQ ID NO:3. En el caso de una molécula bicatenaria, dicho
oligonucledtido antisentido bicatenario comprende una primera cadena que comprende al menos 10 nucledtidos
consecutivos de SEQ ID NO:3 y una segunda cadena complementaria de dicha primera cadena. En el caso de una
molécula monocatenaria, dicho oligonucleétido monocatenario comprende al menos 10 nucleétidos consecutivos de
la complementaria de SEQ ID NO:3.

De acuerdo con otras realizaciones preferidas, el oligonucleétido antisentido comprende al menos 10 nucleétidos
consecutivos de la complementaria de la SEQ ID NO:5. En el caso de una molécula bicatenaria, dicho
oligonucledtido antisentido bicatenario comprende una primera cadena que comprende al menos 10 nucleétidos
consecutivos de SEQ ID NO:5 y una segunda cadena complementaria de dicha primera cadena. En el caso de una
molécula monocatenaria, dicho oligonucleétido monocatenario comprende al menos 10 nucledtidos consecutivos de
la complementaria de SEQ ID NO:5.

El oligonucledtido antisentido puede comprender una secuencia de nucleétidos complementaria de una regién no
codificante o codificante del ARNm de B2M o CIITA. De acuerdo con realizaciones preferidas, el oligonucleétido
antisentido comprende una secuencia de nucleétidos complementaria al extremo 5' del ARNm de B2M o CIITA, por
ejemplo, la secuencia no traducida en 5' hasta e incluyendo el codén de iniciacion AUG. De acuerdo con otras
realizaciones preferidas, el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia de nucleétidos complementaria de
la secuencia no traducida en 3' del ARNm de B2M o CIITA. De acuerdo con otras realizaciones preferidas, el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia de nucledtidos complementaria de la regiéon codificante del
ARNm de B2M o CIITA. Ya sea que esté disefiado para hibridarse con la region 5', 3' o de codificacion del ARNm de
B2M o CIITA, un oligonucledtido antisentido debe tener al menos seis nucledtidos de longitud, preferentemente al
menos 10 nucledtidos de longitud y tiene, preferentemente, menos de aproximadamente 100 y, mas
preferentemente, menos de aproximadamente 50, 25, 20, 15 o 10 nucledtidos de longitud. De acuerdo con
realizaciones preferidas, el oligonucledtido antisentido tiene de 6 a 25, tal como de 10 a 25 nucledtidos de longitud.

Segun otras realizaciones particulares, una molécula de ribozima disefiada para escindir cataliticamente el transcrito
de ARNm de B2M o CIITA se usa para evitar la traduccion y expresion de B2M o CIITA en el linfocito T,
respectivamente (véase, por ejemplo, los documento s WO 90/11364 yUS 5.093.246 para orientacion general). De
acuerdo con realizaciones preferidas, la ribozima es una ribozima en cabeza de martillo. Las ribozimas en cabeza de
martillo escinden los ARNm en ubicaciones dictadas por regiones flanqueantes que forman pares de bases
complementarias con el ARNm objetivo, por ejemplo, el ARNm de B2M, tal como el ARNm de B2M humano
expuesto en la SEQ ID NO:3. El tnico requisito es que el ARNm objetivo tenga la siguiente secuencia de dos bases:
5'-UG-3'. Las construcciones y la produccién de ribozimas EN cabeza de martillo son bien conocidas en la técnica 'y
se describen con mas detalle en Haseloff y Gerlach (1988). Segun realizaciones preferidas, la ribozima esta
modificada por ingenieria de tal manera que el sitio de reconocimiento de escision se encuentra cerca del extremo 5'
del ARNm de B2M. Segun oftras realizaciones preferidas, la ribozima esta modificada por ingenieria de tal manera
que el sitio de reconocimiento de escisidon se encuentra cerca del extremo 5' del ARNm de CIITA. Esto aumenta la
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eficiencia y minimiza la acumulacion intracelular de transcripciones de ARNm no funcionales.

Al igual que con los oligonucledtidos antisentido, una ribozima usada de acuerdo con la invencidon puede estar
compuesta por oligonucleétidos modificados para, por ejemplo, mejorar la estabilidad. La ribozima puede
administrarse a la célula por cualquier medio conocido en la técnica. La ribozima puede liberarse en el linfocito T en
forma de un vector de expresion, tal como un plasmido o un vector viral, que, cuando se transcribe en las células,
produce la ribozima. De acuerdo con realizaciones preferidas, se usa un vector de ADN recombinante en el que una
secuencia de nucleotidos que codifica la ribozima se coloca bajo el control de un promotor, tal como un promotor
fuerte de pol lll o pol Il, para que una célula transfectada produzca cantidades suficientes de ribozima para destruir el
ARNmM endogeno e inhibir la traduccion. Dado que las ribozimas, a diferencia de los oligonucleétidos antisentido, son
cataliticas, se requiere una concentracion intracelular mas baja para la eficiencia.

Segun otras realizaciones particulares, el acido nucleico inhibidor es una molécula de ARN interferente (ARNi). La
interferencia de ARN es un proceso bioldgico en el que las moléculas de ARN inhiben la expresién génica, causando
normalmente la destruccion de ARNm especifico. Los tipos de ejemplo de moléculas de ARNi incluyen microARN
(miARN), ARN interferente pequefio (ARNip) y ARN de horquilla corta (ARNhc). De acuerdo con una realizacion
preferida, La molécula de ARNi es un miARN. Segun ofra realizacion preferida, La molécula de ARNi es un ARNip.
De acuerdo con aun ofra realizacion preferida, la molécula de ARNi es un ARNhc. La produccién de moléculas de
ARNi in vivo e in vitro y sus métodos de uso se describen en, por ejemplo, los documentos US6.506.559, WO
01/36646, WO 00/44895, US2002/01621126, US2002/0086356, US2003/0108923, WO 02/44321, WO 02/055693,
WO 02/055692 y WO 03/006477.

Segun una realizacion preferida, la molécula de ARNi es un ARN interferente complementario a la SEQ ID NO:3. De
acuerdo con otra realizacién preferida, la molécula de ARNi es una molécula de acido ribonucleico que comprende al
menos 10 nucleodtidos consecutivos del complemento de la SEQ ID NO:3. De acuerdo con otra realizacion preferida,
la molécula de ARNi es una molécula de acido ribonucleico bicatenario que comprende una primera cadena idéntica
a 20 hasta 25, tal como de 21 a 23, nucledtidos consecutivos de SEQ ID NO: 3 y una segunda cadena
complementaria a dicha primera cadena.

Segun una realizacion preferida, la molécula de ARNi es un ARN interferente complementario a la SEQ ID NO:5. De
acuerdo con otra realizacion preferida, la molécula de ARNi es una molécula de acido ribonucleico que comprende al
menos 10 nucleodtidos consecutivos del complemento de la SEQ ID NO:5. De acuerdo con otra realizacion preferida,
la molécula de ARNi es una molécula de acido ribonucleico bicatenario que comprende una primera cadena idéntica
a 20 hasta 25, tal como de 21 a 23, nucledtidos consecutivos de SEQ ID NO: 5 y una segunda cadena
complementaria a dicha primera cadena.

Modificacién por ingenieria de la via PD1/PDL1 de regulacién de linfocitos T

La presente invencion tiene como objetivo facilitar el injerto de linfocitos T, especialmente linfocitos T alogénicos,
inhibiendo la expresiéon de B2M y/o CIITA en combinacién con la inactivacion de TCR.

En combinacién con este enfoque, los inventores han descubierto que los linfocitos T pueden ser alterados por PD1
(proteina 1 de muerte celular programada, también conocida como PD1; PD-1; CD279; SLEB2; hPD-1; hPD-l o
hSLE1), que es una molécula de proteina de superficie celular de 288 aminoacidos codificada por el gen PDCD1
(NCBI - NC_000002.12). Esta proteina se expresa en los linfocitos T y las células pro-B y se ha descubierto que
regula negativamente las respuestas de los linfocitos T (Carter L., ef al. 2002). La formacién del complejo receptor de
PD-1/ligando PD-L1 transmite una sefial inhibidora, que reduce la proliferacion de los linfocitos T.

El ligando 1 de muerte programada (PD-L1) es una proteina transmembrana de tipo 1 de 40 kDa que se considera
que desempefia un papel importante en la supresion del sistema inmunolégico durante eventos particulares, tal
como el embarazo, aloinjertos de tejido, enfermedad autoinmune y otros estados patologicos, tal como hepatitis.
PDL-1 (también llamado CD274 o B7H1) esta codificado por el gen CD274 (NCBI - NM_014143).

De acuerdo con un aspecto particular, la expresion de PD-1 y TCR se inhibe en los linfocitos T modificados por
ingenieria de la invencion, que tiene el doble efecto de activar los linfocitos T como parte de un trasplante alogénico.
Sin embargo, la inactivacion o inhibicion de PD-1 también se puede implementar como parte de un trasplante
autdlogo de linfocitos T, donde no se requeriria la inhibicion o la interrupcion de TCR.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, la inhibicidon o interrupcién de PD1 se combina con la
sobreexpresion de su ligando PDL-1 en los linfocitos T trasplantados. Esta sobreexpresion se puede obtener, por
ejemplo, tras la transformacion lentiviral o retroviral en linfocitos T, en la que PD-1 se inhibe o altera, o por cualquier
otro medio descrito en la técnica. En consecuencia, el PDL1 que se sobreexpresa en los linfocitos T no afectara a las
células trasplantadas [PD1], pero solo los linfocitos T [PD1*] del paciente. Como resultado, los linfocitos T del
paciente se inhiben y no se activan contra las células trasplantadas, lo que facilita su injerto y persistencia en el
huésped.
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De acuerdo con una realizacion preferida, la invencion proporciona linfocitos T modificados por ingenieria que son
[PD1] [TCR1, mientras sobreexpresan PDL1 para facilitar su trasplante a un paciente, en particular como parte de
una inmunoterapia.

Expresién de al menos un polipéptido inmunosupresor no endégeno

De acuerdo con algunas realizaciones preferidas, la inhibicion de la expresion de beta-2m y/o CIITA se lleva a cabo
con una etapa adicional de expresion en dicho linfocito T de al menos un polipéptido inmunosupresor no endégeno.

Por polipéptido "no enddgeno” se entiende un polipéptido que normalmente no es expresado por la célula inmune de
un donante, preferentemente un polipéptido expresado por un polinucleétido exdgeno que se ha importado al
genoma de la célula inmune. Por ejemplo, la IL12 no se considera en la presente invencién como un polipéptido no
enddgeno porque se expresa a partir de un gen preexistente de la célula inmune del donante.

Por "inmunosupresor" se entiende que la expresion de dicho polipéptido no enddégeno tiene el efecto de aliviar la
respuesta inmune del paciente huésped contra las células inmunes del donante.

El método de la presente invencion puede, por tanto, comprender introducir en dicho linfocito T una molécula de
acido nucleico exdgena que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica al menos un polipéptido
inmunosupresor no enddgeno, tal como un homadlogo virico de MHC o un ligando NKG2D.

Expresién del homélogo virico de MHC

De acuerdo con realizaciones particularmente preferidos, dicho polipéptido inmunosupresor no endégeno expresado
en dicho linfocito T es un homalogo virico de MHC, tal como, por ejemplo, UL18 (denominado NP_044619 en la base
de datos de proteinas NCBI).

De acuerdo con estas realizaciones, el método de la presente invencion puede comprender, por tanto, introducir en
dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exdgeno que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
un homologo virico de MHC, tal como UL18. La molécula de acido nucleico exégeno puede comprender una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que comparte al menos el 80 %, preferentemente al menos el
90% y mas preferentemente al menos el 95 % de identidad con SEQ ID NO:89.

La interaccion entre el linfocito T alogénico y las células inmunes del huésped se representa esquematicamente en
la Figura 8 (expresion del homdlogo virico de MHC) con respecto a la situacion de la Figura 7 (sin expresion). En
ambas figuras, el MHC de clase | se inactiva, preferentemente, al interrumpir (KO) el gen de beta2M.

Expresion del ligando NKG2D

Algunos virus, tales como los citomegalovirus, han adquirido mecanismos para evitar que las células NK medien en
la vigilancia inmune e interfieran con la via de NKG2D al secretar una proteina capaz de unirse a los ligandos de
NKG2D y prevenir su expresion en la superficie (Welte, S.A.; Sinzger, C.; Lutz, S.Z.; Singh-Jasuja, H.; Sampaio,
K.L.; Eknigk, U.; Rammensee, H.G.; Steinle, A. 2003 "Selective intracellular retention of virally induced NKG2D
ligands by the human cytomegalovirus UL16 glycoprotein”. Eur. J. Immunol., 33, 194-203). En células tumorales,
algunos mecanismos han evolucionado para evadir la respuesta de NKG2D secretando ligandos de NKG2D, tales
como ULBP2, MICB o MICA (Salih HR, Antropius H, Gieseke F, Lutz SZ, Kanz L, et al. (2003) Functional expression
and release of ligands for the activating immunoreceptor NKG2D in leukemia. Blood 102: 1389-1396)

De acuerdo con otras realizaciones particularmente preferidas, el polipéptido inmunosupresor no endégeno que se
expresara en dichos linfocitos T es un ligando de NKG2D.

De acuerdo con estas realizaciones, el método de la presente invencion puede comprender, por tanto, introducir en
dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exdgeno que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
un ligando de NKG2D. La molécula de acido nucleico puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido que comparte al menos el 80 %, preferentemente al menos el 90 % y, mas preferentemente, al menos
el 95 % de identidad con una cualquiera de las SEQ ID NO:90-97.

La interaccion entre el linfocito T alogénico y las células inmunes del huésped se representa esquematicamente en
la Figura 9 (expresion del ligando e NKG2D soluble) con respecto a la situacion de la Figura 7 (sin expresion). En
ambas figuras, el MHC de clase | se desactiva al interrumpir (KO) el gen de beta2M.

La Tabla 10 presentada adicionalmente en el texto representa un homologo virico de MHC (UL18) y un panel de
ligandos de NKG2D y su secuencia de polipéptidos que se expresaran de acuerdo con la presente invencion.

Receptores de antigeno quiméricos (CAR)
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La inmunoterapia adoptiva, que implica la transferencia de linfocitos T especificos de antigeno autélogos generados
ex vivo, es una estrategia prometedora para tratar el cancer o las infecciones virales. Los linfocitos T usados para
inmunoterapia adoptiva pueden generarse mediante expansion de linfocitos T especificos de antigeno o redireccion
de linfocitos T mediante ingenieria genética (Park, Rosenberg et al. 2011). La transferencia de linfocitos T
especificas de antigeno viral es un procedimiento bien establecido utilizado para el tratamiento de infecciones viricas
asociadas a trasplantes y tumores malignos raros relacionados con virus. De forma similar, se ha mostrado que el
aislamiento y transferencia de linfocitos T especificos de tumor tienen éxito en el tratamiento del melanoma.

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

CD19 es un objetivo atractivo para la inmunoterapia porque la gran mayoria de la leucemia linfoblastica aguda B
(LLA-B) expresa de manera uniforme CD19, mientras que la expresion estd ausente en las células no
hematopoyéticas, asi como mieloides, eritroides y linfocitos T y células madre de médula ésea. Se estan realizando
ensayos clinicos dirigidos a CD19 sobre tumores malignos de linfocitos B con respuestas antitumorales alentadoras.
La mayoria infunde linfocitos T genéticamente modificadas para expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR)
con especificidad derivada de la regién scFv de un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para CD19 FMC63
(documento WO2013/126712).

Asi, de acuerdo con determinadas realizaciones, el receptor de antigeno quimérico expresado por el linfocito T
modificado por ingenieria se dirige contra el antigeno de linfocitos B CD19.

De acuerdo con determinadas realizaciones, el receptor de antigeno quimérico es un receptor de antigeno quimérico
de cadena sencilla. Como un ejemplo de receptor de antigeno quimérico de cadena sencilla que se expresara en los
linfocitos T modificados por ingenieria de acuerdo con la presente invencion es un polipéptido Unico que comprende
al menos un dominio de unién a ligando extracelular, un dominio transmembrana y al menos un dominio transductor
de sefial, en el que dicho dominio de unién a ligando extracelular comprende un scFV derivado del anticuerpo
monoclonal especifico anti-CD19 4G7. Una vez transducido al linfocito T, por ejemplo mediante el uso de
transduccion retroviral o lentiviral, este CAR contribuye al reconocimiento del antigeno CD19 presente en la
superficie de los linfocitos B malignos implicados en el linfoma o la leucemia.

De acuerdo con realizaciones particulares, el receptor de antigeno quimérico es un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 6 o una variante de la misma que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, tal como al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al un
menos el 99 %, de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:6 sobre la
longitud completa de la SEQ ID NO: 6. Preferentemente, la variante es capaz de unirse a CD19.

un receptor de antigeno quimérico particularmente preferido es un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 o una variante de la misma que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80 %, tal como al menos el 90 %, al menos el 95 % o al un menos el 99 %, de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:7 sobre la longitud completa de
la SEQ ID NO: 7. Dicha variante puede diferir del polipéptido expuesto en la SEQ ID NO:7 en la sustitucion de al
menos uno, al menos dos o al menos tres restos de aminoacidos. Preferentemente, dicha variante es capaz de
unirse a CD19.

De acuerdo con otras determinadas realizaciones, el receptor de antigeno quimérico puede dirigirse contra otro
antigeno expresado en la superficie de una célula maligna o infectada, tal como un grupo de moléculas de
diferenciacion, tal como CD16, CD64, CD78, CD96, CLL1, CD116, CD117, CD71, CD45, CD71, CD123 y CD138, un
antigeno de superficie asociado a tumor, tal como ErbB2 (HER2/neu), antigeno carcinoembrionario (CEA), molécula
de adhesion a células epiteliales (EpCAM), receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), variante Il de
EGFR (EGFRuvlll), CD19, CD20, CD30, CD40, disialogangliésido GD2, mucina ductal-epitelial, gp36, TAG-72,
glucoesfingolipidos, antigeno asociado a glioma, gonadotropina coriénica humana (3, alfafetoproteina (AFP), AFP
sensible a lectina, tiroglobulina, RAGE-1, MN-CA IX, transcriptasa inversa telomerasa humana, RU1, RU2 (AS),
carboxilo esterasa intestinal, mut hsp70-2, M-CSF, prostasa, antigeno especifico de prostasa (PSA), PAP, NY-ESO-
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1, LAGA-1a, p53, prosteina, PSMA, supervivencia y telomerasa, antigeno 1 de tumor de carcinoma prostatico
(PCTA-1), MAGE, ELF2M, elastasa de neutrdfilos, efrina B2, CD22, factor de crecimiento de insulina (IGF1) -I, IGF-
I, receptor del IGFI, mesotelina, una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que presenta un
epitopo peptidico especifico de tumor, 5T4, ROR1, Nkp30, NKG2D, antigenos tumorales del estroma, el dominio
extra A (EDA) y el dominio extra B (EDB) de fibronectina y el dominio A1 de tenascina C (TnC A1) y la proteina
asociada a fibroblasto (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), GM-CSF, receptores de citocina,
endoglina, una molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), BCMA (CD269, TNFRSF 17), mieloma
multiple o antigeno de leucemia linfoblastica, tal como uno seleccionado de TNFRSF17 (UNIPROT Q02223),
SLAMF7 (UNIPROT Q9NQ25), GPRC5D (UNIPROT Q9NZzD1), FKBP11 (UNIPROT Q9NYL4), KAMP3, ITGA8
(UNIPROT P53708) y FCRL5 (UNIPROT Q68SN8). Un antigeno de superficie especifico de virus, tal como un
antigeno especifico de VIH (tal como gp120 de VIH); un antigeno especifico del VEB, un antigeno especifico del
CMV, un antigeno especifico del VPH, un antigeno especifico del virus Lasse, un antigeno especifico del virus de la
gripe, asi como cualquier derivado o variante de estos antigenos de superficie.

En otras determinadas realizaciones, el receptor de antigeno quimérico es un receptor de antigeno quimérico de
multiples cadenas. Los receptores de antigeno quimérico de la técnica anterior introducidos en los linfocitos T se han
formado de polipéptidos de cadena Unica que requieren la incorporacion en serie de dominios de sefalizacién. Sin
embargo, al mover dominios de sefalizacion desde su posicion yuxtamembrana natural puede interferir con su
funcién. Para superar este inconveniente, el solicitante disefid recientemente un CAR multicatenario derivado de
FceRI para permitir la posicion normal yuxtamembrana de todos los dominios de sefalizacion relevantes. En esta
nueva arquitectura, el dominio de unién a IgE de alta afinidad de la cadena alfa de FceRI se reemplaza por un
dominio de unién a ligando extracelular como scFv para redirigir la especificidad de linfocitos T contra objetivos
celulares y las colas N y/o C terminales de la cadena beta de FceRI se usan para colocar sefiales coestimuladoras
en posiciones normales yuxtamembrana como se describe en el documento WO 2013/176916.

En consecuencia, un CAR expresado por el linfocito T modificado de acuerdo con la invencién puede ser un receptor
de antigeno quimérico de multiples cadenas particularmente adaptado a la produccion y expansion de linfocitos T
modificados por ingenieria de la presente invencion. Dichos CAR multicatenarios comprenden al menos dos de los
siguientes componentes:

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

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

c) al menos dos polipéptidos que comprenden cada uno una parte de la cola intracitoplasmatica y el dominio
transmembrana de la cadena gamma de FceRI, por el cual diferentes polipéptidos se multimerizan juntos
espontaneamente para formar CAR dimérico, trimérico o tetramérico.

De acuerdo con tales arquitecturas, los dominios de unién a ligandos y los dominios de sefializacion nacen en
polipéptidos separados. Los diferentes polipéptidos estan anclados en la membrana en una proximidad cercana que
permite interacciones entre si. En tales arquitecturas, los dominios de sefializacién y coestimulacion pueden estar en
posiciones yuxtamembrana (es decir, adyacentes a la membrana celular en el lado interno de la misma), que se
considera que permite una mejor funcién de los dominios coestimuladores. La arquitectura de multiples subunidades
también ofrece mas flexibilidad y posibilidades de disefiar CAR con mas control sobre la activacion de linfocitos T.
Por ejemplo, es posible incluir varios dominios de reconocimiento de antigeno extracelular que tienen una
especificidad diferente para obtener una arquitectura CAR multiespecifica. También es posible controlar la relacién
relativa entre las diferentes subunidades en el CAR multicatenario. Este tipo de arquitectura se ha detallado
recientemente por el solicitante en el documento PCT/US2013/058005.

El montaje de las diferentes cadenas como parte de un solo CAR multicatenario es posible, por ejemplo, mediante el
uso de las diferentes cadenas alfa, beta y gamma del receptor de alta afinidad para IgE (FceRI) (Metzger, Alcaraz et
al. 1986) a la que estan fusionados los dominios de sefializacién y coestimuladores. La cadena gamma comprende
una region transmembrana y una cola citoplasmatica que contiene un motivo de activacion inmunorreceptor basado
en tirosina (ITAM) (Cambier 1995).

El CAR multicatenario puede comprender varios dominios de unién a ligando extracelulares, para unir
simultaneamente diferentes elementos en diana aumentando de este modo la activacion y funcién de células
inmunitarias. En una realizacion, los dominios de unién a ligando extracelular pueden colocarse en tandem en el
mismo polipéptido transmembrana y opcionalmente pueden separarse por un enlazador. En otra realizacion, dichos
dominios de unién a ligando extracelulares diferentes pueden colocarse en diferentes polipéptidos transmembrana
que componen el CAR multicatenario.

El dominio de transduccion de sefial o dominio de sefalizacion intracelular del CAR multicatenario de la invencion es
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responsable de la sefializacion intracelular después de la union del dominio de unién a ligando extracelular con el
objetivo, dando como resultado la activacion de la célula inmunitaria y respuesta inmunitaria. En otras palabras, el
dominio de transduccién de sefial es responsable de la activacion de al menos una de las funciones efectoras
normales de la célula inmunitaria en la que se expresa el CAR multicatenario. Por ejemplo, la funcion efectora de un
linfocito T puede ser una actividad citolitica o actividad auxiliar que incluye la secrecién de citocinas.

En la presente solicitud, la expresién "dominio de transduccion de sefial" se refiere a la parte de una proteina que
transduce la sefal efectora a sefial funcional y dirige la célula para realizar una funcion especializada.

Los ejemplos preferidos de dominio de transduccion de sefial para su uso en CAR de cadena simple o multiple
pueden ser las secuencias citoplasmaticas del receptor Fc o el receptor de linfocitos T y los co-receptores que
actlan en concierto para iniciar la transduccion de sefial después del acoplamiento del receptor de antigeno, asi
como cualquier derivado o variante de estas secuencias y cualquier secuencia sintética que tenga la misma
capacidad funcional. El dominio de transduccién de seial comprende dos clases distintas de secuencia de
sefializacion citoplasmica, la que inician la activacion primaria dependiente de antigeno y las que actuan de una
manera dependiente de antigeno para proporcionar una sefal secundaria o coestimulante. La secuencia de
sefalizacion citoplasmica primaria puede comprender motivos de sefalizacion que se conocen como motivos de
activacion basados en tirosina inmunorreceptores de ITAM. Los ITAM son motivos de sefalizacion bien definidos
hallados en la cola intracitoplasmica de diversos receptores que actian como sitios de unién para tirosina quinasas
de clase syk/zap70. Los ejemplos de ITAM utilizados en la invencion pueden incluir como ejemplos no limitantes los
derivados de TCRzeta, FcRgamma, FcRbeta, FcRépsilon, CD3 gamma, CD3delta, CD3epsilon, CD5, CD22, CD79a,
CD79b y CD66d. De acuerdo con realizaciones particulares, el dominio de transduccién de sefializacion del CAR
multicatenario puede comprender el dominio de sefializacion CD3zeta o el dominio intracitoplasmico de las cadenas
beta o gamma de FceRI.

De acuerdo con realizaciones particulares, el dominio de transduccién de sefial de CAR multicatenarios de la
presente invencién comprende una molécula seial coestimuladora. Una molécula coestimulantes es una molécula
de superficie celular distinta de un receptor de antigeno o sus ligandos que es necesaria para una respuesta
inmunitaria eficaz.

Los dominios de unién a ligando pueden ser cualquier receptor de antigeno usado previamente, y referido, con
respecto al CAR monocatenario al que se hace referencia en la literatura, en particular scFv de anticuerpos
monoclonales.

Linfocitos T modificados por ingenieria

Como resultado de la presente invencion, se obtienen linfocitos T modificados por ingenieria que tienen
caracteristicas mejoradas. En particular, la presente invencién proporciona un linfocito T aislado modificado por
ingenieria que expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno expresado en
la superficie de una célula maligna o infectada que se caracteriza ademas porque i) la expresién de B2M y/o CIITA
esta inhibida; y ii) al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) esta inactivo.

De acuerdo con determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona un linfocito T aislado modificado por
ingenieria que expresa una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por
escision de ADN, preferentemente rotura de la doble cadena, el gen que codifica B2M. De acuerdo con realizaciones
particulares, dicho linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exdgeno que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente. Segun realizaciones mas particulares,
dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa TAL, meganucleasa, nucleasa con dedo de
cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN. Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion especifica, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa. De acuerdo con otra realizacion especifica, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una meganucleasa. De acuerdo con otra realizacion especifica, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa con dedos de cinc. De acuerdo con otra realizacién
especifica mas, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa guiada por ARN, tal como
Cas9.

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la presente invencion proporciona un linfocito T aislado modificado por
ingenieria que comprende una molécula de acido nucleico exdgeno que inhibe la expresion de B2M. De acuerdo con
realizaciones particulares, dicho linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica una molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de B2M. Segun
realizaciones mas particulares, la molécula de acido nucleico que inhibe la expresién de B2M es un oligonucleétido
antisentido, ribozima o molécula de ARN interferente (ARNi). Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion especifica,
la molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de B2M es un oligonucledtido antisentido. De acuerdo con otra
realizacion especifica, la molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de B2M es una ribozima v,
preferentemente, una ribozima en cabeza de martillo. De acuerdo con otra realizacién especifica, La molécula de
acido nucleico que inhibe la expresién de B2M es una molécula de ARN interferente.
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De acuerdo con determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un linfocito T aislado modificado por
ingenieria que expresa una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por
escision de ADN, preferentemente rotura de la doble cadena, el gen que codifica CIITA. De acuerdo con
realizaciones particulares, dicho linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente. Segun realizaciones mas
particulares, dicha endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa TAL, meganucleasa, nucleasa
con dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN. Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion especifica, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una TAL-nucleasa. De acuerdo con otra realizacién especifica, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una meganucleasa. De acuerdo con otra realizacion especifica, la
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una nucleasa con dedos de cinc. De acuerdo con otra realizacién
especifica mas, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente es una endonucleasa guiada por ARN o ADN, tal
como Cas9 o Argonaute.

De acuerdo con ciertas otras realizaciones, la presente invencion proporciona un linfocito T aislado modificado por
ingenieria que comprende una molécula de acido nucleico exdgena que inhibe la expresion de CIITA. De acuerdo
con realizaciones particulares, dicho linfocito T comprende una molécula de acido nucleico exdgeno que comprende
una secuencia de nucleotidos que codifica una molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de CIITA. Segun
realizaciones mas particulares, la molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de CIITA es un oligonucleétido
antisentido, ribozima o molécula de ARN interferente (ARNi). Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion especifica,
la molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de CIITA es un oligonucleétido antisentido. De acuerdo con
otra realizacion especifica, la molécula de acido nucleico que inhibe la expresién de CIITA es una ribozima v,
preferentemente, una ribozima en cabeza de martillo. De acuerdo con otra realizacién especifica, la molécula de
acido nucleico que inhibe la expresion de CIITA es una molécula de ARN interferente.

De acuerdo con determinadas realizaciones, el linfocito T modificado por ingenieria ademas expresa una
endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN,
preferentemente rotura de la doble cadena, al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T
(TCR), tal como TCR alfa. De acuerdo con realizaciones particulares, dicho linfocito T comprende una molécula de
acido nucleico exdgeno que comprende una secuencia de nucledétidos que codifica dicha endonucleasa de sitio de
corte poco frecuente.

Como se ha mencionado anteriormente, el linfocito T modificado por ingenieria de la presente invencion expresa un
receptor de antigeno quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno expresado en la superficie de una célula
maligna o infectada. De acuerdo con realizaciones particulares, dicho linfocito T comprende una molécula de acido
nucleico exdgeno que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica dicho CAR.

De acuerdo con algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un linfocito T aislado modificado por
ingenieria que expresa al menos un polipéptido inmunosupresor no endégeno. De acuerdo con realizaciones
particulares, dicho polipéptido inmunosupresor no endégeno es un homoélogo de MHC viral, tal como UL18. El
linfocito T puede comprender, por tanto, una molécula de acido nucleico exdégeno que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido que comparte al menos el 80 %, preferentemente al menos el 90% y mas
preferentemente al menos el 95 % de identidad con SEQ ID NO:89. De acuerdo con otras realizaciones particulares,
dicho polipéptido inmunosupresor no endégeno es un ligando de NKG2D. El linfocito T puede comprender, por tanto,
una molécula de acido nucleico exdgeno que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
que comparte al menos el 80 %, preferentemente al menos el 90 % y, mas preferentemente, al menos el 95 % de
identidad con una cualquiera de las SEQ ID NO:90-97.

Se entiende que los detalles dados en el presente documento, en particular con respecto a la endonucleasa de sitio
de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN del gen que codifica B2M, la
molécula de acido nucleico que inhibe la expresion de B2M, la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz
de inactivarse selectivamente por escision de ADN al menos un gen que codifica un componente del receptor de
linfocitos T (TCR), y el receptor de antigeno quimérico también se aplican a este aspecto de la invencion.

Ademas, en el alcance de la presente invencion también se incluye una célula o linea celular obtenida de un linfocito
T modificado por ingenieria de acuerdo con la invencion, preferentemente mostrando uno de estos fenotipos:

[b2m][TCR]
[b2m]TCR] [PD1]-

[b2m]{TCR] [PD1]- [PDL-1]*

[b2m]- [TCR]" [nomdlogo virico de MHC]*

[b2m] [TCR] [ligando de NKG2DJ*

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2782 125713

Los linfocitos T de acuerdo con la presente invencién son [CAR]*, es decir, estan armadas con un receptor de
antigeno quimérico para dirigir el reconocimiento especifico de las células tumorales.

Métodos de administracion

Los inventores han considerado cualquier medio conocido en la técnica para permitir la administracién dentro de las
células o compartimentos subcelulares de dichas células las moléculas de acido nucleico empleadas de acuerdo con
la invencion. Estos medios incluyen la transduccién viral, la electroporacion y también los medios de administracion
liposomales, vehiculos poliméricos, vehiculos quimicos, lipoplexos, poliplexos, dendrimeros, nanoparticulas,
emulsion, endocitosis natural o via de fagocitosis como ejemplos no limitantes.

Segun la presente invencion, las moléculas de acido nucleico detalladas en el presente documento pueden
introducirse en el linfocito T mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica. Los ejemplos no limitantes
apropiados los métodos no limitantes para introducir una molécula de acido nucleico en un linfocito T de acuerdo con
los métodos de transformacion estable, en el que la molécula de acido nucleico esta integrada en el genoma de la
célula, métodos de transformacion transitorios en los que la molécula de acido nucleico no esta integrada en el
genoma de la célula y los métodos mediados por virus. Dicha molécula de acido nucleico puede introducirse en una
célula mediante, por ejemplo, un vector viral recombinante (por ejemplo, retrovirus, adenovirus), liposomas y
similares. Los métodos de transformacion transitoria incluyen, por ejemplo, microinyeccion, electroporacion o
bombardeo de particulas. En determinadas realizaciones, la molécula de acido nucleico es un vector, tal como un
vector viral o plasmido. De manera adecuada, dicho vector es un vector de expresion que permite la expresion del o
los polipéptidos o proteinas respectivos detallados en el presente documento por el linfocito T.

Una molécula de acido nucleico introducida en el linfocito T puede ser ADN o ARN. En determinadas realizaciones,
una molécula de acido nucleico introducida en el linfocito T es el ADN. En determinadas realizaciones, una molécula
de acido nucleico introducida en el linfocito T es ARN y, en particular, un ARNm que codifica un polipéptido o
proteina detallado en el presente documento, en el que el ARNm se introduce directamente en el linfocito T, por
ejemplo mediante electroporacion. Se describe una técnica de electroporacion adecuada, por ejemplo, en la
publicacion internacional WO2013/176915 (en particular, la seccion titulada "Electroporacion” que une las paginas 29
a 30). Una molécula de acido nucleico particular que puede ser un ARNm es la molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de
inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que codifica B2M. Otra molécula de acido nucleico particular
que puede ser un ARNm es la molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica
una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escisiéon de ADN el gen
que codifica CIITA. Otra molécula de acido nucleico particular que puede ser un ARNm es la molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una endonucleasa de sitio de corte poco
frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN al menos un gen que codifica un componente del
Receptor de linfocitos T (TCR).

Como una realizacién preferida de la invencion, las moléculas de acido nucleico que codifican las endonucleasas de
la presente invencion se transfectan en forma de ARNm para obtener una expresion transitoria y evitar la integracion
cromosomica de ADN extrafio, por ejemplo mediante electroporacion. Los inventores han determinado diferentes
condiciones oOptimas para la electroporaciéon de ARNm en linfocitos T que se muestran en la Tabla 1. El inventor
utilizé la tecnologia cytoPulse que permite, mediante el uso de campos eléctricos pulsados, permeabilizar
transitoriamente células vivas para la administracion de material a las células (patente de Estados Unidos 6.010.613
y documento WO 2004/083379). La duracion del pulso, la intensidad y el intervalo entre pulsos pueden modificarse
para alcanzar las mejores condiciones para una alta eficiencia de transfeccion con una mortalidad minima.
Basicamente, los primeros pulsos de alto campo eléctrico permiten la formacién de poros, mientras que los pulsos
posteriores de campo eléctrico inferior permiten mover el polinucleétido a la célula. En un aspecto de la presente
invencion, el inventor describe las etapas que condujeron al logro de una eficiencia de transfeccién> 95 % del ARNm
en los linfocitos T y el uso del protocolo de electroporacion para expresar transitoriamente diferentes tipos de
proteinas en los linfocitos T. En particular, la invencién se refiere a un método para transformar linfocitos T, que
comprende poner en contacto dichos linfocitos T con ARN y aplicar a los linfocitos T una secuencia de pulso agil que
consiste en:

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

(b) un pulso eléctrico con un intervalo de voltaje de 2250 a 3000 V con un ancho de pulso de 100 ms y un
intervalo de pulso de 100 ms entre el pulso eléctrico de la etapa (b) y el primer pulso eléctrico de la etapa (c); y
(c) 4 pulsos eléctricos con un voltaje de 325 V con un ancho de pulso de 0,2 ms y un intervalo de pulso de 2 ms
entre cada uno de los 4 pulsos eléctricos.

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

(a) un impulso eléctrico con un voltaje de 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2400, 2450, 2500, 2600,
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2700, 2800, 2900 o 3000V por centimetro, un ancho de pulso de 0,1 ms y un intervalo de pulso de 0,2, 0,5, 1, 2,

3,4,5,6,7,8,90 10 ms entre los pulsos eléctricos de la etapa (a) y (b);

(b) un impulso eléctrico con un intervalo de voltaje de 2250, de 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2400,

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

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

entre cada uno de los 4 pulsos eléctricos.

Cualquier valor incluido en el intervalo de valores descrito anteriormente se desvela en la presente solicitud. El

10  medio de electroporacion puede ser cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Preferentemente, el medio de
electroporacion tiene una conductividad en un intervalo que abarca de 0,01 a 1,0 miliSiemens.
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Linfocitos T no alorreactivos:

Aunqgue el método descrito en el presente documento podria llevarse a cabo in vivo como parte de una terapia
génica, por ejemplo, mediante el uso de vectores virales dirigidos a los linfocitos T en la circulacién sanguinea, que
incluiria secuencias genéticas que expresan una endonucleasa especifica de sitio de corte poco frecuente junto con
otras secuencias genéticas que expresan, por ejemplo, un CAR, se pretende que el método de la invencién se
practique ex vivo en linfocitos T cultivados obtenibles de pacientes o donantes. Los linfocitos T modificados por
ingenieria ex vivo pueden ser reimplantados en un paciente desde donde se originan, como parte de un tratamiento
autdlogo o para su uso como parte de un tratamiento alogénico. En este ultimo caso, es preferente modificar por
ingenieria ademas las células para hacerlas no alorreactivas para asegurar su injerto adecuado. En consecuencia, el
método de la invencion puede incluir etapas adicionales de procurar los linfocitos T de un donante e inactivar genes
de las mismas implicadas en el reconocimiento de MHC o que son objetivos de farmacos inmunosupresores, como
se describe, por ejemplo, en el documento WO 2013/176915.

Los receptores de linfocitos T (TCR) son receptores de superficie celular que participan en la activacién de los
linfocitos T en respuesta a la presentacion del antigeno. EI TCR esta compuesto en general por dos cadenas, alfa'y
beta, que se ensamblan para formar un heterodimero y se asocia con las subunidades transductoras de CD3 para
formar el complejo de receptores de linfocitos T presente en la superficie celular. Cada cadena alfa y beta del TCR
consiste en una region variable (V) y constante (C) N-terminal de tipo inmunoglobulina, un dominio hidréfobo
transmembrana y una region citoplasmica corta. Con respecto a moléculas de inmunoglobulina, la regién variable de
las cadenas alfa y beta se genera por la recombinacioén V(D)J, creando una gran diversidad de especificidades de
antigeno en la poblacion de linfocitos T. Sin embargo, a diferencia de inmunoglobulinas que reconocen antigeno
intacto, los linfocitos T son activados por fragmentos peptidicos procesados en asociacion con una molécula de
MHC, introduciendo una dimension extra al reconocimiento de antigenos por linfocitos T, conocido como restriccion
de MHC. El reconocimiento de diferencias de MHC entre el donante y el receptor mediante el receptor de linfocitos T
conduce a proliferacion de linfocitos T y el desarrollo potencial de GVHD. Se ha mostrado que la expresion en
superficie normal del TCR depende de la sintesis y el ensamblaje coordinados de los siete componentes del
complejo (Ashwell y Klusner 1990). La inactivacion de TCR alfa o TCR beta puede dar como resultado la eliminacion
de TCR de la superficie de los linfocitos T evitando el reconocimiento del aloantigeno y, por lo tanto, la EICH.

Por tanto, de acuerdo con la invencion, el injerto de los linfocitos T mejora inactivando al menos un gen que codifica
un componente del TCR. El TCR se vuelve no funcional en las células al inactivar el gen de TCR alfa y/o el o los
genes TCR beta.

Con respecto al uso del sistema Cas9/CRISPR, los inventores han determinado secuencias diana apropiadas dentro
de los 3 exones que codifican TCR, permitiendo una reduccion significativa de la toxicidad en las células vivas,
mientras se mantiene la eficiencia de escision. Las secuencias diana preferidas se indican en la Tabla 2 (+ para una
proporcidon mas baja de células negativas para TCR, ++ para relacion intermedia, +++ para una relaciéon mas alta).

Tabla 2: Secuencias diana apropiadas para el ARN guia usando Cas9 en linfocitos T

Exéon TCR | Posicion | Cadena | Secuencia gendémica objetivo SEQID |eficiencia
Ej1 78 -1 GAGAATCAAAATCGGTGAATAGG 8 +++
Ej3 26 1 TTCAAAACCTGTCAGTGATTGGEG 9 +++
Ej1 153 1 TGTGCTAGACATGAGGTCTATGG 10 +++
Ej3 74 -1 CGTCATGAGCAGATTAAACCCGG |11 +++
Ej1 4 -1 TCAGGGTTCTGGATATCTGTGGEG 12 +++
Ej1 5 -1 GTCAGGGTTCTGGATATCTGTGG 13 +++
Ej3 33 -1 TTCGGAACCCAATCACTGACAGG 14 +++
Ej3 60 -1 TAAACCCGGCCACTTTCAGGAGG |15 +++
Ej1 200 -1 AAAGTCAGATTTGTTGCTCCAGG 16 ++
Ej1 102 1 AACAAATGTGTCACAAAGTAAGG 17 ++
Ej1 39 -1 TGGATTTAGAGTCTCTCAGCTGG 18 ++
Ej1 59 -1 TAGGCAGACAGACTTGTCACTGG |19 ++
Ej1 22 -1 AGCTGGTACACGGCAGGGTCAGG |20 ++
Ej1 21 -1 GCTGGTACACGGCAGGEGTCAGGG |21 ++
Ej1 28 -1 TCTCTCAGCTGGTACACGGCAGG |22 ++
Ej3 25 1 TTTCAAAACCTGTCAGTGATTGG 23 ++
Ej3 63 -1 GATTAAACCCGGCCACTTTCAGG |24 ++
Ej2 17 -1 CTCGACCAGCTTGACATCACAGG 25 ++
Ej1 32 -1 AGAGTCTCTCAGCTGGTACACGG |26 ++
Ej1 27 -1 CTCTCAGCTGGTACACGGCAGGG |27 ++
Ej2 12 1 AAGTTCCTGTGATGTCAAGCTGG 28 ++
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(continuacion)

Exén TCR | Posicion | Cadena | Secuencia gendémica objetivo SEQID |eficiencia
Ej3 55 1 ATCCTCCTCCTGAAAGTGGCCGS 29 ++
Ej3 86 1 TGCTCATGACGCTGCGGCTGTGG |30 ++
Ej1 146 1 ACAAAACTGTGCTAGACATGAGG 31 +
Ej1 86 -1 ATTTGTTTGAGAATCAAAATCGG 32 +
Ej2 3 -1 CATCACAGGAACTTTCTAAAAGG 33 +
Ej2 34 1 GTCGAGAAAAGCTTTGAAACAGG |34 +
Ej3 51 -1 CCACTTTCAGGAGGAGGATTCGG |35 +
Ej3 18 -1 CTGACAGGTTTTGAAAGTTTAGG 36 +
Ej2 43 1 AGCTTTGAAACAGGTAAGACAGG |37 +
Ej1 236 -1 TGGAATAATGCTGTTGTTGAAGG 38 +
Ej1 182 1 AGAGCAACAGTGCTGTGGCCTGG |39 +
Ej3 103 1 CTGTGGTCCAGCTGAGGTGAGGG |40 +
Ej3 97 1 CTGCGGCTGTGGTCCAGCTGAGG | 41 +
Ej3 104 1 TGTGGTCCAGCTGAGGTGAGGGG |42 +
Ej1 267 1 CTTCTTCCCCAGCCCAGGTAAGG |43 +
Ej1 15 -1 ACACGGCAGGGTCAGGGTTCTGG |44 +
Ej1 177 1 CTTCAAGAGCAACAGTGCTGTGG |45 +
Ej1 256 -1 CTGGGGAAGAAGGTGTCTTCTGG |46 +
Ej3 56 1 TCCTCCTCCTGAAAGTGGLCGGG |47 +
Ej3 80 1 TTAATCTGCTCATGACGCTGCGG 48 +
Ej3 57 -1 ACCCGGCCACTTTCAGGAGGAGG |49 +
Ej1 268 1 TTCTTCCCCAGCCCAGGTAAGGG |50 +
Ej1 266 -1 CTTACCTGGGCTGGGGAAGAAGG | 51 +
Ej1 262 1 GACACCTTCTTCCCCAGCCCAGG 52 +
Ej3 102 1 GCTGTGGTCCAGCTGAGGTGAGG |53 +
Ej3 51 1 CCGAATCCTCCTCCTGAAAGTGG |54 +

Los antigenos del MHC también son proteinas que desempefiaron un papel importante en las reacciones de
trasplante. El rechazo esta mediado por los linfocitos T que reaccionan a los antigenos de histocompatibilidad en la
superficie de los tejidos implantados y el grupo mas grande de estos antigenos son los antigenos de
histocompatibilidad mayor (MHC). Estas proteinas se expresan en la superficie de todos los vertebrados superiores y
se denominan antigenos HLA (para los antigenos leucocitarios humanos) en las células humanas. Al igual que TCR,
las proteinas del MHC cumplen una funcién vital en la estimulacién de los linfocitos T. Las células presentadoras de
antigeno (a menudo células dendriticas) muestran péptidos que son productos de degradacion de proteinas extrafias
en la superficie celular en el MHC. En presencia de una sefial coestimuladora, el linfocito T se activa y actuara en
una célula objetivo que también muestra el mismo complejo péptido/MHC. Por ejemplo, un linfocito T auxiliar
estimulada se dirigira a un macréfago que muestra un antigeno junto con su MHC, o un linfocito T citotdxico (LTC)
actuara en una célula infectada por virus que muestra péptidos virales extrafos.

Por tanto, con el fin de proporcionar menos linfocitos T alorreactivos, el método de la invenciéon puede comprender
ademas la etapa de inactivar o mutar un gen de HLA.

El grupo de genes de HLA de clase | en seres humanos comprende tres loci principales, B, C y A, asi como varios
loci menores. El grupo de HLA de clase Il también comprende tres loci principales, DP, DQ y DR, y los grupos de
genes de clase | y clase Il son polimérficos, en cuanto a que hay varios alelos diferentes de los genes de clase | y Il
dentro de la poblacion. También hay varias proteinas accesorias que desempefian un papel en el funcionamiento de
HLA. Las subunidades Tapl y Tap2 son partes del complejo transportador TAP que es esencial para cargar los
antigenos peptidicos en los complejos de HLA de clase | y las subunidades proteosémicas LMP2 y LMP7
desempefian un papel en la degradacion proteolitica de los antigenos peptidicos para su visualizacion en el HLA. Se
ha demostrado que la reduccién en LMP7 reduce la cantidad de MHC de clase | en la superficie celular, quiza a
través de una falta de estabilizacion (Fehling et al. (1999) Science 265:1234-1237). Ademas de TAP y LMP, esta el
gen de las tapasinas, cuyo producto forma un puente entre el complejo TAP y las cadenas HLA clase | y mejora la
carga de péptidos. La reduccion de los resultados de la tapasina en células con ensamblaje de MHC de clase |
deteriorado, la expresion reducida en la superficie celular del MHC de clase | y las respuestas inmunitarias alteradas
(Grandea et al. (2000) Immunity 13:213-222 and Garbi et al. (2000) Nat. Immunol. 1:234-238). Cualquiera de los
genes anteriores puede inactivarse como parte de la presente invencién como se desvela, por ejemplo, en el
documento WO 2012/012667.

Por lo tanto, de acuerdo con determinadas realizaciones, el método de la invencién comprende ademas inactivar al
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menos un gen seleccionado del grupo que consiste en RFXANK, RFX5, RFXAP, TAP1, TAP2, ZXDA, ZXDB y
ZXDC. La inactivaciéon puede, por ejemplo, lograrse utilizando una modificacién del genoma, mas particularmente a
través de la expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar
selectivamente por escision de ADN un gen seleccionado del grupo que consiste en RFXANK, RFX5, RFXAP, TAP1,
TAP2, ZXDA, ZXDB y ZXDC.

Activaciéon y expansion de linfocitos T

El método de acuerdo con la invencién puede incluir una etapa adicional de activacion y/o expansion de los linfocitos
T. Esto se puede hacer antes o después de la modificacion genética de los linfocitos T, usando los métodos
descritos, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos 6,352,694; 6,534,055; 6,905,680; 6,692,964; 5,858,358;
6,887,466; 6,905,681; 7,144,575; 7,067,318; 7,172,869; 7,232,566; 7,175,843; 5,883,223; 6,905,874; 6,797,514;
6,867,041; y la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos n.° 20060121005. De acuerdo con estos
métodos, los linfocitos T de la invenciéon pueden expandirse por contacto con una superficie que se ha unido a un
agente que estimula una sefial asociada al complejo CD3 TCR y un ligando que estimula una molécula
coestimuladora en la superficie de los linfocitos T.

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

En otra realizacion particular, dichas células pueden expandirse cocultivando con tejido o células.

Aplicaciones terapéuticas

Se pretende que los linfocitos T que se pueden obtener de acuerdo con la presente invenciéon se usen como un
medicamento y, en particular, para el tratamiento de, entre otros, cancer, infecciones (tales infecciones viricas) o
enfermedades inmunes en un paciente que lo necesite. En consecuencia, la presente invencién proporciona
linfocitos T modificados por ingenieria para su uso como medicamento. Particularmente, la presente invencion
proporciona linfocitos T modificados por ingenieria para su uso en el tratamiento de un cancer, tal como linfoma, o
infeccion virica. También se proporcionan composiciones, particularmente composiciones farmacéuticas, que
comprenden al menos un linfocito T modificado por ingenieria de la presente invencion. En determinadas
realizaciones, una composicion puede comprender una poblacién de linfocitos T modificados por ingenieria genética
de la presente invencion.
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El tratamiento puede mejorar, ser curativo o profilactico. Puede ser parte de una inmunoterapia autéloga o parte de
un tratamiento de inmunoterapia alogénica. Por autélogo, se entiende que las células, la linea celular o la poblacion
de células utilizadas para tratar pacientes se originan a partir de dicho paciente o de un donante compatible con el
Antigeno Leucocitario Humano (HLA). Por alogénico se entiende que las células o la poblacion de células utilizadas
para tratar pacientes no son originarias de dicho paciente sino de un donante.

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

Los tratamientos son principalmente tratar a pacientes diagnosticados con cancer. Los canceres son,
preferentemente, leucemias y linfomas, que tienen tumores liquidos, pero también puede referirse a tumores solidos.
Los tipos de canceres a tratar con los linfocitos T genéticamente modificados de la invencion incluyen, pero sin
limitacién, carcinoma, blastoma y sarcoma, y ciertas leucemias o neoplasias linfoides, tumores benignos y malignos,
y tumores malignos, por ejemplo, sarcomas, carcinomas y melanomas. También se incluyen tumores/canceres de
adultos y tumores/canceres pediatricos.

El tratamiento puede llevarse a cabo en combinacién con una o mas terapias seleccionadas del grupo de terapia con
anticuerpos, quimioterapia, terapia de citocinas, terapia de células dendriticas, terapia génica, terapia hormonal,
terapia con luz laser y radioterapia.

Los linfocitos T de la invencién pueden experimentar una fuerte expansion de linfocitos T in vivo tras la
administracion a un paciente y pueden persistir en los fluidos corporales durante un periodo prolongado de tiempo,
preferentemente durante una semana, mas preferentemente durante 2 semanas, incluso mas preferentemente
durante al menos un mes. Aunque se espera que los linfocitos T segun la invencion persistan durante estos
periodos, su vida util en el cuerpo del paciente no debe exceder un afio, preferentemente 6 meses, mas
preferentemente 2 meses e incluso mas preferentemente un mes.

La administracion de las células o la poblacién de células de acuerdo con la presente invencion puede llevarse a
cabo de cualquier manera conveniente, incluso por inhalacién de aerosol, inyeccion, ingestion, transfusion, implante
o trasplante. Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse a un paciente por via
subcutanea, intradérmica, intratumoral, intraganglionar, intramedular, intramuscular, por inyeccién intravenosa o
intralinfatica, o intraperitonealmente. En una realizacion, las composiciones celulares de la presente invencion se
administran preferentemente mediante inyeccion intravenosa.

La administraciéon de las células o la poblacién de células puede consistir en la administracion de 104-109 células
por kg de peso corporal, preferentemente de 105 a 106 células/kg de peso corporal incluyendo todos los valores
enteros de niumeros de células dentro de esos intervalos. Las células o la poblacién de células pueden administrarse
en una o mas dosis. En otra realizacion, dicha cantidad efectiva de células se administran como una dosis Unica. En
otra realizacién, dicha cantidad efectiva de células se administra como mas de una dosis durante un periodo de
tiempo. El momento de la administracion esta a criterio del médico responsable y depende de la condicion clinica del
paciente. Las células o la poblacion de células pueden obtenerse de cualquier fuente, como un banco de sangre o
un donante. Si bien las necesidades individuales varian, la determinacion de intervalos 6ptimos de cantidades
efectivas de un tipo celular dado para una enfermedad o afecciones particulares dentro de la habilidad de la técnica.
Una cantidad efectiva significa una cantidad que proporciona un beneficio terapéutico o profilactico. La dosis
administrada dependera de la edad, la salud y el peso del receptor, el tipo de tratamiento concurrente, si lo hubiera,
la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado.

Dicha cantidad efectiva de células o composiciéon que comprende esas células puede administrarse parenteralmente.
Dicha administracion puede ser una administracion intravenosa. Dicha administracién puede realizarse directamente
mediante inyeccion dentro de un tumor.

En determinadas realizaciones, las células se usan en la administracion a un paciente junto con (por ejemplo, antes,
simultaneamente o siguiendo) cualquier nimero de modalidades de tratamiento relevantes, incluidos, aunque sin
limitaciones, el tratamiento con agentes como terapia antiviral, cidofovir e interleucina-2, El tratamiento con citarabina
(también conocido como ARA-C) o nataliziimab para pacientes con EM o tratamiento con efaliztimab para pacientes
con psoriasis u otros tratamientos para pacientes con LMP. En realizaciones adicionales, los linfocitos T de la
invencion pueden usarse en combinacién con quimioterapia, radiacion, agentes inmunosupresores, tal como
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos como
CAMPATH, anticuerpos anti-CD3 u otras terapias de anticuerpos, citoxina, fludaribina, ciclosporina, FK506,
rapamicina, acido micopliendlico, esteroides, FR901228, citocinas e irradiacion. Estos medicamentos inhiben la
calcineurina fosfatasa dependiente de calcio (ciclosporina y FK506) o inhiben la quinasa p70S6 que es importante
para la sefializacién inducida por el factor de crecimiento (rapamicina) (Liu et al., Cell 66: 807-815, 1 1; Henderson et
al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Citrr. Opin. mm n. 5:763-773, 93). En una realizaciéon adicional, las
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composiciones celulares de la presente invencion son para su uso en la administracion a un paciente junto con (por
ejemplo, antes, simultdneamente o después) trasplante de médula dsea, terapia ablativa de linfocitos T que utiliza
agentes de quimioterapia, tales como, fludarabina, radioterapia de haz externo (XRT), ciclofosfamida o anticuerpos,
tales como OKT3 o CAMPATH. En otra realizacién, las composiciones celulares de la presente invencién son para
uso en la administracion después de la terapia ablativa de linfocitos B, tales como agentes que reaccionan con
CD20, por ejemplo, Rituxan. Por ejemplo, en una realizacion, los sujetos pueden someterse a un tratamiento
estandar con dosis altas de quimioterapia seguida de trasplante de células madre de sangre periférica. En
determinadas realizaciones, después del trasplante, los sujetos pueden recibir una infusién de los linfocitos T
genéticamente expandidas de la presente invencion. En un ejemplo adicional, las células expandidas se administran
antes o después de la cirugia.

En el presente documento también se describen métodos para tratar a un paciente que lo necesita, que comprenden
a) proporcionar al menos un linfocito T modificado por ingenieria de la presente invencion, preferentemente una
poblacién de dicho linfocito T; y b) administrar dicho linfocito T o poblacion a dicho paciente.

También se describen en el presente documento métodos para preparar un medicamento usando al menos un
linfocito T modificado por ingenieria de la presente invencion y, preferentemente, una poblacion de dicho linfocito T.
En consecuencia, la presente divulgacion proporciona el uso de al menos un linfocito T modificado por ingenieria de
la presente invencion y, preferentemente, una poblacion de dicho linfocito T, en la fabricacion de un medicamento.
Preferentemente, dicho medicamento es para su uso en el tratamiento de un cancer, tal como linfoma, o infeccién
virica.

Otras definiciones

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

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

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

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

- por "polinucleétido que comprende sucesivamente una primera region de homologia con secuencias corriente
arriba de dicha rotura de la doble cadena, una secuencia que se insertara en el genoma de dicha célula y una
segunda regién de homologia con secuencias corriente abajo de dicha rotura de la doble cadena" se pretende
que signifique una construccion de ADN o una matriz que comprende una primera y segunda porciéon que son
homdlogas a las regiones 5'y 3' de un objetivo de ADN in situ. La construccion de ADN también comprende una
tercera porcidon posicionada entre la primera y la segunda porciéon que comprende alguna homologia con la
secuencia de ADN correspondiente in situ o, como alternativa, no comprende homologia con las regiones 5'y 3'
del ADN obijetivo in situ. Tras la escision del ADN objetivo, se estimula un evento de recombinaciéon homodloga
entre el genoma que contiene el gen objetivo comprendido en el locus de interés y esta matriz, en el que la
secuencia genémica que contiene la diana de ADN se reemplaza por la tercera porcion de la matriz y una parte
variable de la primera y segunda porciones de dicha matriz.

- por "ADN objetivo", "secuencia objetivo de ADN", "secuencia objetivo de ADN", "secuencia objetivo de acido
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nucleico", "secuencia objetivo" o "sitio de procesamiento” se entiende una secuencia de polinucleétidos a la que
una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente puede dirigirse y procesar segun la presente invencion. Estos
términos se refieren a una localizacion de ADN especifica, preferentemente una localizacion gendmica en una
célula, pero también una porcién de material genético que puede existir independientemente del cuerpo principal
de material genético, tal como plasmidos, episomas, virus, transposones o en organulos tales como las
mitocondrias, como ejemplo no limitante. Ejemplos no limitantes de secuencias objetivo guiadas por ARN, son
las secuencias del genoma que pueden hibridar con el ARN guia que dirige la endonucleasa guiada por ARN a
un locus deseado.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

- Por "gen" se entiende la unidad basica de la herencia, que consiste en un segmento de ADN dispuesto de
manera lineal a lo largo de un cromosoma, que codifica una proteina especifica o0 segmento de proteina. Un gen
normalmente incluye un promotor, una region no traducida en 5', una o mas secuencias de codificacion (exones),
opcionalmente intrones, una region no traducida en 3'. El gen puede comprender ademas un terminador,
potenciadores y/o silenciadores.

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

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

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

- "ldentidad", se refiere a la identidad de secuencia entre dos moléculas de acido nucleico o polipéptidos. La
identidad se puede determinar comparando una posicién en cada secuencia que se puede alinear a efectos
de comparacién. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por la misma base o
aminoacido, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. Un grado de similitud o identidad entre
las secuencias de acido nucleico o de aminoacidos es una funcion del niumero de nucleétidos o
aminoacidos idénticos o coincidentes en las posiciones compartidas por las secuencias de acido nucleico o
de aminoacidos, respectivamente. Se pueden usar varios algoritmos y/o programas de alineacién para
calcular la identidad entre dos secuencias, incluidos FASTA o BLAST, que estan disponibles como parte del
paquete de analisis de secuencia GCG (Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden usar con,
por ejemplo, configuracion predeterminada. Por ejemplo, se contemplan los polipéptidos que tienen al
menos un 70 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98% o 99% de identidad con polipéptidos especificos descritos en el
presente documento y que exhiben preferentemente las mismas funciones, asi como el polinucleétido que
codifica dichos polipéptidos.

- "inhibicion" o "inhibir" la expresion de B2M significa que la expresion de B2M en la célula se reduce al menos en
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el 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el
50 %, al menos 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99
% o el 100 %. Mas particularmente, "inhibir" o "inhibicion" de la expresion de B2M significa que la cantidad de
B2M en la célula se reduce al menos en un 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos
el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el
90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 % o el 100 %. La expresién o cantidad de proteina en una célula se
puede determinar por cualquier medio adecuado conocido en la técnica, tales como ELISA, inmunohistoquimica,
transferencia Western o citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos de B2M. Dichos anticuerpos estan
disponibles comercialmente de varias fuentes, tal como de Merck Millipore, Billerica, MA, USA; o Abcam pilc,
Cambridge, UK.

"inhibir" o "inhibicién" la expresion de CIITA significa que la expresion de CIITA en la célula se reduce al menos
en un 1%, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos
el 50 %, al menos 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el
99 % o el 100 %. Mas particularmente, "inhibir" o "inhibicion" de la expresion de CIITA significa que la cantidad
de CIITA en la célula se reduce al menos en un 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el 20 %, al
menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 % o el 100 %. La expresiéon o cantidad de proteina en una
célula se puede determinar por cualquier medio adecuado conocido en la técnica, tales como ELISA,
inmunohistoquimica, transferencia Western o citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos de CIITA.
Dichos anticuerpos estan disponibles comercialmente de varias fuentes, tal como de Abcam pic, Cambridge, UK;
o Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EE. UU.

"dominio de transduccién de sefiales" o "ligando coestimulador" se refiere a una molécula en una célula
presentadora de antigeno que se une especificamente a una molécula coestimuladora relacionada en un linfocito
T, proporcionando de este modo una sefial que, ademas de la sefial primaria proporcionada mediante, por
ejemplo, la unién de un complejo de TCR/CD3 con una molécula del MHC cargada con péptido, media en una
respuesta de linfocitos T, incluyendo, aunque no de forma limitativa, activacion de proliferacion, la diferenciacion
y similares. Un ligando coestimulador puede incluir, pero sin limitaciones, CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-
L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, ligando coestimulante inducible (ICOS-L), molécula de adhesién intercelular (ICAM,
CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, M1CB, HVEM, receptor de linfotoxina beta, 3/TR6, ILT3, ILT4, un
agonista o anticuerpo que se une con el receptor de ligando Toll y un ligando que se une especificamente con
B7-H3. Un ligando coestimulante también abarca, entre otras cosas, un anticuerpo que se une especificamente
con una molécula coestimulante presente en un linfocito T, tal como, pero sin limitaciones, CD27, CD28, 4-IBB,
0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno 1 asociado a la funcién de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LTGHT,
NKG2C, B7-H3, un ligando que se une especificamente con CD83.

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

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

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

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

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

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

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

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

Ejemplos

Nucleasas TALE que escinden la CIITA humana

El ARNm que codifica las nucleasas TALE dirigidas a los exones del gen CIITA humano se solicito a Cellectis
Bioresearch (8, rue de la Croix Jarry, 75013 PARIS). La Tabla 3 a continuacion indica las secuencias objetivo
divididas por cada una de las dos entidades independientes (llamadas seminucleasas TALE), cada una de las cuales
contiene una secuencia repetida disefiada para unirse y dividirse entre secuencias objetivo que consisten en dos
secuencias largas de 17 pb (llamadas semiobjetivos) separadas por un espaciador de 15 pb. Debido a que los
exones 2 y 3 son compartidos por todas las variantes de transcritos de CIITA, se disefiaron dos pares TALEN para el
Exdn 2 y 3. No se ha predicho ninglin objetivo obvio fuera del sitio en el genoma humano usando TALE-Nucleasas
que se dirigen a estas secuencias.

Tabla 3: Descripcion de las nucleasas TALE CIITA y secuencias objetivo relacionadas
Nombre del objetivo Secuencia objetivo

TTCCCTCCCAGGCAGCTC
acagtgtgecacca
TGGAGTTGGGGCCCCTA
(SEQ.ID NO: 55)

TGCCTCTACCACTTCTA

TALEN 2_Ex6n 2. CMH-1I-TA Tgaccagatggacct
GGCTGGAGAAGAAGAGA

(SEQ ID NO: 56)

TALEN 1_Exé6n 2_CMH-II-TA

5 TCTTCATCCAAGGGACT

TALEN 1_Exon3 CMH-II-TA Tttecteceagaace
CGACACAGACACCATCA

(SEQ ID NO: 57)

TGTTGTGTGACATGGAA

TALEN 2_Exon3_CMH-II-TA Ggtgatgaagagacc
AGGGAGGCTTATGCCAA
(SEQ ID NO: 58)

Nucleasas TALE que escinden la B2m humana

El ARNm que codifica las nucleasas TALE dirigidas a los exones del gen de f2m humana se solicité a Cellectis
Bioresearch (8, rue de la Croix Jarry, 75013 PARIS). La Tabla 4 a continuacion indica las secuencias objetivo
escindidas por cada una de las dos entidades independientes (llamadas seminucleasas TALE), cada una de las
cuales contiene una secuencia de repeticion modificada por ingenieria para unirse y escindirse entre secuencias
objetivo que consisten en dos secuencias largas de 17 pb (llamadas semiobjetivos) separadas por un espaciador de
15 pb.
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Tabla 4: Descripcion de las nucleasas TALE de 32m y secuencias objetivo relacionadas

Nombre del objetivo

Secuencia objetivo

Secuencia de la seminucleasa TALE

B2M_T03

5 — CCAAAGATTCAGGTTT

actcacgtcatccagc (spacer)
AGAGAATGGAAAGTC-3’
(SEQ ID NO: 59)

Repeticion B2M-T03-L (pCLS24605) SEQ ID
NO:67

B2M_T03-R: pCLS24606 SEQ ID NO: 68

Nucleasas TALE que escinden genes de TCR humanos (TRAC y TRBC)

El genoma humano contiene dos cadenas beta de receptor de linfocitos T funcionales (TRBC1 y TRBC2). Durante el
desarrollo de linfocitos T alfa/beta, se selecciona una de estas dos cadenas constantes en cada célula para unirla a
la regién variable de TCR-beta y formar una cadena beta funcional de longitud completa. La Tabla 5 a continuacion
presenta una secuencia objetivo TRAC y 2 TRBC y sus secuencias TALEN correspondientes. Los 2 objetivos de
TRBC se eligieron en secuencias conservadas entre TRBC1 y TRBC2 de modo que la nucleasa TALE
correspondiente escindiria tanto TRBC1 como TRBC2 al mismo tiempo.

Tabla 5 Descripcion de las nucleasas TALE TRAC y TRBC y secuencias de los sitios objetivo de las nucleasas
TALE en los genes humanos correspondientes.

Objetivo Secuencia objetivo Seminucleasa TALE
TTGTCCCACAGATATCC TRAC_TO01-L TALEN (SEQ ID NO: 69)
TRAC TO1 Agaaccctgaccctg
- CCGTGTACCAGCTGAGA TRAC_T01-R TALEN (SEQ ID NO: 70)
(SEQID NO: 60)
aagcagagatctcce
TRBC_TO1 ACACCCAAAAGGCCACA TRBC_T01-R TALEN (SEQ ID NO: 72)
{SEQID NO: 61)
TTCCCACCCGAGGTCGE TRBC_T02-L TALEN (SEQ ID NO: 73)
tgtgtttgagecatea
TRBC_T02 GAAGCAGAGATCTCCCA TRBC_T02-R TALEN (SEQ ID NO: 74)
(SEQID NO: 62)

Se han disefiado otras secuencias objetivo en los genes TRAC y CD52, que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Secuencias objetivo adicionales para las nucleasas TALE TRAC.

Objetivo

Secuencia objetivo

TRAC_T02

TTTAGAAAGTTCCTGTG
atgtcaagctggteg
AGAAAAGCTTTGAAACA
(SEQ ID NO: 63)

TRAC_T03

TCCAGTGACAAGTCTGT
ctgectattcaccga
TTTTGATTCTCAAACAA
(SEQ.ID NO: 64)

TRAC_T04

TATATCACAGACAAAAC
tgtgctagacatgag
GTCTATGGACTTCAAGA
(SEQ ID NO: 65)

TRAC_TO05

TGAGGTCTATGGACTTC
aagagcaacagtgct
GTGGCCTGGAGCAACAA
(SEQ ID NO: 66)

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

Se volvieron a suspender 5x108 linfocitos T purificados preactivados durante 6 dias con PHA/IL2 en tampon de

citoporacion T (aparato BTX-Harvard) y se electroporaron en cubetas de 0,4 cm con 10 uyg de ARNm que codifica
GFP o 20 pg de plasmidos que codifican GFP o pUC usando el programa de cytopulse preferido de la tabla 7.
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48 horas después de la transfeccion, las células se tifieron con colorante de viabilidad (eFluor-450) y se determiné la
viabilidad celular y el % de células GFP+ viables mediante citometria de flujo.

La electroporacion de ARN con la condicion 6ptima determinada en el presente documento no fue téxica y permitio
la transfeccion de mas del 95% de las células viables.

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

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

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

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

Se ha utilizado la electroporacion de ARNm para expresar una nucleasa TALE modificada por ingenieria para
escindir especificamente una secuencia en el gen humano que codifica la cadena alfa del receptor de antigeno de
linfocitos T (TRAC). Se espera que las mutaciones inducidas en esta secuencia den como resultado la inactivacion
génica y la pérdida del complejo TCRaf de la superficie celular. EI ARN de nucleasa TALE TRAC o ARN no
codificante como control se transfectan en linfocitos T humanos primarios activados utilizando la tecnologia
Cytopulse. La secuencia de electroporacion consistié en 2 pulsos de 1200 V seguidos de cuatro pulsos de 130 V
como se describe en la Tabla 7.

Por analisis de citometria de flujo de la expresion de superficie TCR 7 dias después de la electroporacion (Figura 4,
panel superior), se observd que el 44 % de los linfocitos T perdieron la expresion de TCRaf. Se analizé el ADN
genémico de las células transfectadas mediante amplificacion por PCR del locus TRAC seguido de 454
secuenciacion de alto rendimiento. EI 33 % de los alelos secuenciados (727 de 2153) contenian insercion o delecion
en el sitio de escision de la nucleasa TALE.

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

Actividad de la nucleasa TALE-TRAC vy la TRBC--TALE nucleasa en células HEK293

Cada construccion de nucleasa TALE se subcloné usando digestion con enzimas de restriccion en un vector de
expresion de mamifero bajo el control del promotor largo de pEF1alfa. Un dia antes de la transfeccién se sembraron
un millon de células HEK293. Las células se transfectaron con 2,5 uyg de cada uno de los dos plasmidos que
codifican las nucleasas TALE que reconocen los dos semiobjetivos en la secuencia genémica de interés en la region
de cadena constante alfa del receptor de linfocitos T (TRAC) o la region de cadena constante beta del receptor de
linfocitos T (TRBC) bajo el control del promotor EF1-alfa o 5 ug de un vector de control pUC (pCLS0003) usando 25
pl de lipofectamina (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La escisién de doble cadena
generada por las nucleasas TALE en las secuencias de codificacion TRAC se repara en células vivas mediante
union de extremos no homologos (NHEJ), que es un mecanismo propenso a errores. La actividad de las nucleasas
TALE en células vivas se mide por la frecuencia de inserciones o deleciones en el locus gendémico objetivo. 48 horas
después de la transfeccion, Se aislé el ADN gendmico de las células transfectadas y se realizaron PCR especificas
de locus utilizando los siguientes cebadores: para TRAC: 5-ATCACTGGCATCTGGACTCCA-3' (SEQ ID NO: 75), for
TRBC1: 5'-AGAGCCCCTACCAGAACCAGAC-3' (SEQ ID NO: 76, o para TRBC2: 5'-
GGACCTAGTAACATAATTGTGC-3' (SEQ ID NO: 77), and the reverse primer for TRAC: 5-
CCTCATGTCTAGCACAGTTT-3'(SEQ ID NO: 78), for TRBC1 and TRBC2: 5-ACCAGCTCAGCTCCACGTGGT-3'
(SEQ ID NO: 79). Los productos de PCR se secuenciaron mediante un sistema de secuenciacion 454 (454 Life
Sciences). Se obtuvieron aproximadamente 10.000 secuencias por producto de PCR y luego se analizaron para
detectar la presencia de eventos de insercion o eliminacion especificos del sitio; Los resultados se encuentran en la
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Tabla 8.

Tabla 8: Porcentajes de indeles para la nucleasa TALE dirigida a TRAC_T01, TRBC_T01 y TRBC_T02 objetivos.

Obietivo % Indeles con transfeccion de nucleasa | % Indeles con transfeccion de control de
J TALE pUC
TRAC TO01 41,9 0,3
TRBC_TO01 en la cadena 3,81 0
constante 1
TRBC_TO01 en la cadena 259 0
constante 2
TRBC_TO02 en la cadena 14,7 0
constante 1
TRBC_TO02 en la cadena 5.99 0
constante 1

Actividad de B2m y TRAC-nucleasa TALE en linfocitos T primarios

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

ARNmM que codifica la escision de nucleasa de TALE B2m, La secuencia gendmica TRAC y TRBC se sintetiz6 a
partir del plasmido que transportaba las secuencias de codificacion aguas abajo del promotor T7. Los linfocitos T
aislados de la sangre periférica se activaron durante 5 dias usando microesferas activadoras anti-CD3/CD28
(tecnologias Life) y luego se transfectaron 5 millones de células mediante electroporacion con 10 ug de cada uno de
los 2 ARNm que codifican la seminucleasa TALE (o sin codificacién) ARN como controles) utilizando un instrumento
CytoLVT-P. Como consecuencia de las inserciones y deleciones inducidas por NHEJ, la secuencia de codificacion
para B2m y/o TRAC estara fuera de marco en una fraccion de las células dando como resultado genes no
funcionales. 5 dias después de la electroporacion, las células se marcaron con anticuerpo anti-f2m o anti-TCR
conjugado con fluorocromo mediante citometria de flujo para detectar la presencia de 2m o TCR en su superficie
celular. Como todos los linfocitos T expandidos de la sangre periférica normalmente expresan 2m y TCR, La
proporcion de células B2m negativas o TCR negativas es una medida directa de la actividad nucleasa de TALE.

Analisis funcional de linfocitos T con gen TRAC dirigido

El objetivo de la inactivacion del gen TRAC es hacer que los linfocitos T no respondan a la estimulacién del receptor
de células T. Como se describe en el parrafo anterior, Los linfocitos T se transfectaron con ARNm que codifica TRAC
de escision de nucleasa de TALE. 16 dias después de la transfeccion, las células fueron tratadas con hasta 5 pg/ml
de fitohemaglutinina (PHA, Sigma-Aldrich), un mitégeno de linfocitos T que actua a través del receptor de células T.
Las células con un receptor funcional de linfocitos T deben aumentar de tamafio después del tratamiento con PHA.
Después de tres dias de incubacion, Las células se marcaron con un anticuerpo anti-TCR conjugado con
fluorocromo y se analizaron por citometria de flujo para comparar la distribucién del tamafio celular entre las células
TCR-positivas y TCR-negativas. La Figura 3 muestra que las células positivas para TCR aumentan
significativamente de tamafio después del tratamiento con PHA, mientras que las células negativas para TCR tienen
el mismo tamafio que las células no tratadas, lo que indica que la inactivacién de TRAC las hizo insensibles a la
sefializacion de TCR.

Analisis funcional de linfocitos T con gen 2m dirigido

De forma similar a lo anterior, Las células transfectadas con TALEN y las células de control (transfectadas sin ARN)
se tifieron con anticuerpo marcado con fluorocromo contra la proteina B2M, asi como con un anticuerpo que
reconoce las tres clases de moléculas MHC-I (HLA-A, -B 0-C). La transfeccion con TALEN indujo la pérdida de la
expresion superficial de las moléculas B2M y MHC-1 en mas del 37% de las células T. (Véase Figura 5)

Seguridad gendmica de la B2m-nucleasa TALE y TRAC-nucleasa TALE en linfocitos T primarios

Como nuestras construcciones incluyen subunidades de nucleasa, Una pregunta importante es si la transfeccion
multiple de nucleasa de TALE puede conducir a la genotoxicidad y a la escision fuera del objetivo en secuencias
diana de "coincidencia estrecha" o al emparejar mal las seminucleasas TALE. Para estimar el impacto de TRAC-
TALE-nucleasa y 2m-TALE-nucleasa en la integridad de los genomas celulares, Enumeramos secuencias en el
genoma humano que presentaban el potencial de escision fuera del sitio. Para generar esta lista, identificamos todas
las secuencias en el genoma con hasta 4 sustituciones en comparaciéon con los semiobjetivos originales y luego
identificamos los pares de semiobjetivos potenciales en una orientacién cabeza a cabeza con un espaciador de 9 a
30 pb entre si. Este analisis incluyé sitios potencialmente dirigidos por homodimeros de una molécula de
seminucleasa TALE o heterodimeros formados por una seminucleasa TALE f2m y una seminucleasa TALE TRAC.
Los inventores puntuaron los objetivos potenciales fuera del sitio en funcién de los datos de especificidad teniendo
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en cuenta el costo de las sustituciones individuales y la posicidon de las sustituciones (donde los apareamientos
erroneos se toleran mejor para las bases en el extremo 3' del semiobjetivo). Se obtuvieron 173 secuencias Unicas
con una puntuacion que refleja una estimacion de la probabilidad de escision. Se seleccionaron las 15 puntuaciones
mas altas y se analizaron por secuenciacion profunda la frecuencia de mutaciones encontradas en estos loci en
linfocitos T transfectados simultaneamente con 2m y nucleasa TALE TRAC y se purificaron mediante separacion
magnética como negativos para 2m, negativos para TCRap. Los resultados mostraron que la frecuencia mas alta
de insercion/deleciéon es 7x10. Estos resultados hacen que el supuesto objetivo fuera del sitio sea al menos 600
veces menos propenso a ser mutado que los objetivos previstos. Los reactivos de nucleasa TALE utilizados en este
estudio, por lo tanto, parecen extremadamente especificos.

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

Se resuspendieron 5X108 linfocitos T varios dias (3-5) con perlas recubiertas con anti-CD3/CD28 e IL2 en tampon T
para citoporacion y se realizé electroporacion en cubetas de 0,4 cm sin ARNm o con 10 ug de ARNm que codifica un
CAR monocatenario (SEQ ID NO: 6) usando el programa descrito en la Tabla 7.

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

Los datos mostrados en la figura 6 indican que la mayoria de las células electroporadas con el ARNm
monocistronico descrito anteriormente se desgranulan en presencia de células diana que expresan CD19. Estos
resultados demuestran claramente que el CAR expresado en la superficie de los linfocitos T electroporados esta
activo.

En los ejemplos siguientes, para prolongar su supervivencia y mejorar su actividad terapéutica, los inventores
describen un método para prevenir el rechazo mediado por células NK de los linfocitos T alogénicos terapéuticos
mediante ingenieria de los linfocitos T alogénicos a través de la inactivacion del gen de B2M usando TALEN
especifica, combinado con: i) la expresion de una molécula quimérica de cadena Unica compuesta por UL18 y 32M
B2M-UL18) o ii) la secrecion de ligandos de NKG2D. La particularidad reside en aplicar a los linfocitos T primarios un
mecanismo que ocurre normalmente en células tumorales o células infectadas por virus. Por tanto, el mecanismo de
accion es potencialmente diferente: en células tumorales, la eliminacion de ligandos de NKG2D conduce a su
presencia disminuida en la superficie, mientras que en las células modificadas por ingenieria, la secrecion del/los
ligandos de NKG2D serviria como sefiuelo para varios otros ligandos de NKG2D que todavia podrian estar
presentes en la superficie de los linfocitos T.

Supresion del gen de B2M eficiente usando TALEN especifica de B2M.

Se ha producido una TALEN especifica dirigida a una secuencia (T01, SEQ ID NO:81) dentro del primer exén
codificante del gen de B2M (numero de acceso de GenBank NC_000015) (RVD de dominio de union a ADN
izquierda: NN-NN-HD-HD-NG-NG-NI-NN-HD-NG-NN-NG-NN-HD-NG-NG con SEQ ID NO: 82, y RVD del dominio de
unién a ADN derecha: NI-NN-HD-HD-NG-HD-HD-NI-NN-NN-HD-HD-NI-NN-NI-NG con SEQ ID NO:83). La Tabla 9 a
continuacion informa las secuencias para la secuencia dirigida T01, asi como para 2 objetivos adicionales T02 y TO3
y sus correspondientes secuencias TALE izquierda y derecha.

Tabla 9: Descripcion de secuencias adicionales de nucleasas TALE de 32m

SEQ
Nom_brg del ID Secuencia de la seminucleasa TALE
objetivo .
NO:
gggzg‘ﬁ TO1 159 | TCTCGCTCCGTGGCCTTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGGCCTGGAGGCTA
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(continuacion)

Nombre del
objetivo

SEQ
ID
NO:

Secuencia de la seminucleasa TALE

TO1 TALEN
Beta2M
IZQUIERDA

81

ATGGGCGATCCTAAAAAGAAACGTAAGGTCATCGATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATCGATA
TCGCCGATCTACGCACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGA
CAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCACGGGTITACACACGCGCACATCGTTIGCGTTAAGCC
AACACCCGGCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCGA
CACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGLTCTGGAGGCCTTGCTCACGG
TGGUGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTACAGTTGGACACAGG CCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTG
GCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCGCTCAACTTGA
CCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGE
CIGTTGCCGGTGCTGTGCCAGG CCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATG
GTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCC
CGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGG CGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGC
GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGG CCCACGGCTTGACCCCC
CAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGLTGTT

GCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGEG
CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGA

GCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATIGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTIGC
CGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCA
AGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGC
AGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCG
GTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGLGGTGGCAAG
CAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGG CTTGACCCCCCAGCAG
GTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTEGGAGACGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGT
GCTGTGCCAGGUCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGG TGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCA
GGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGT
GGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTIGCCGGTGCT
GTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGG
CGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGE
TGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGLTGT
GCCAGGCCCACGGCTTGACCCCTCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGL
TGGAGAGCATTIGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGCGTTGACCAACGACCACCTCGTC
GCCTTGGCCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGGGGGATCCTATCAGC
CGTTCCCAGCTGGTGAAGTCCGAGCTGGAGGAGAAGAAATCCGAGTTGAGG CACAAGCTGAAGTACGTG
CCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCCGGAACAGCACCCAGGACCGTATCCTGGAGATGAAG
GTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGCAAGCACCTGGG CGGCTCCAGGAAGCCCGAC
GGCGCCATCTACACCGTGGGCTCCCCCATCGACTACGGCGTGATCGTGGACACCAAGGCCTACTCCGGLG
GCTACAACCTGCCCATCGGCCAGGCCGACGAAATGCAGAGGTACGTGGAGGAGAACCAGACCAGGAAC
AAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCCTCCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCG
TGTCCGGCCACTTCAAGGG CAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGCTGAACCACATCACCAACTGCAACGG
CGCCGTGCTGTCCGTGGAGGAGCTCCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGCACCCTGACCCTGGA
GGAGGTGAGGAGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCGCGGCCGACTGATAA
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(continuacion)

Nombre del
objetivo

SEQ
ID
NO:

Secuencia de la seminucleasa TALE

TO1 TALEN
Beta2M
DERECHA

82

ATGGGCGATCCTAAAAAGAAACGTAAGGTCATCGATAAGGAGACCGCCGCTGCCAAGTTCGAGAGACAG
CACATGGACAGCATCGATATCGCCGATCTACGCACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATC
AAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCACGGGTTTACACACGLG
CACATCGTTGCGTTAAGCCAACACCCGGCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCG
CAGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTIGGCGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGCTC
TGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTACAGTTGGACACAGG CCAACTTC
TCAAGATTGCAAAACGTGGCGGLGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGALG
GGTGCCCCGCTCAACTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTIGGTGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGG CCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTG
GCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC
CAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCT
GGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTIGACCCCGGAGCAGGTGGTGE
CCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGLGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCC
AGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGLCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGLTG
GAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCC
ATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAG
GCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGG CGGCAAGCAGGCGCTGGA
GACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCAT
CGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTGLCGGTGCTGTGCCAGG

CCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGA
CGGTCCAGCGGCTGTTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCG

CCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGLTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCLC
ACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACG
GTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGLTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC
AGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA
CGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGG CAAGCAGGCGCTGGAGACGG
TGCAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCA
GCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGLTGTGCCAGGCCCACG
GCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTIGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTG
CAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCTCAGCAGGTGG TGGCCATCGCCAGC
AATGGCGGLGGCAGGCCGGCGLTGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGLGTTGGCC
GCGTTGACCAACGACCACCTCGTCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAA
AGGGATTGGGGGATCCTATCAGCCGTTCCCAGCTGGTGAAGTCCGAGCTGGAGGAGAAGAAATCCGAGT
TGAGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCCGGAACAGCACCC
AGGACCGTATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGCAAGCACC
TGGGCGGCTCCAGGAAGCCCGACGGCGCCATCTACACCGTGGGCTCCCCCATCGACTACGGCGTGATCGT
GGACACCAAGGCCTACTCCGGCGGCTACAACCTGCCCATCGGCCAGGCCGACGAAATGCAGAGGTACGT
GGAGGAGAACCAGACCAGGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCCTCCAGCGT
GACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGCTG
AACCACATCACCAACTGCAACGGCGCCGTGCTGTCCGTGGAGGAGCTCCTGATCGGCGGCGAGATGATC
AAGGCCGGCACCCTGACCCTGGAGGAGGTGAGGAGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAALTTCGLGGL
CGACTGATAA
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. 4 ID Secuencia de la seminucleasa TALE
objetivo .
NO:
Objetivo T02 TCCAAAGATTCAGGTTTACTCACGTCATCCAGCAGAGAATGGAAAGTCAA
Beta2M 83
ATGGGCGATCCTAAAAAGAAACGTAAGGTCATCGATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATCGATA
TCGCCGATCTACGCACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGA
CAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCACGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGTTAAGCC
AACACCCGGCAGCATTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCGA
CACACGAAGCGATCOTTGOCGTCGGCAAACAGTGGETCCGGCGCACGCGCTCTGGAGGCCTTGCTCACGG
TGGCLGGGAGAGTTCGAGAGGTCCACCGTTACAGTIGGACACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTG
GCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCGITCAACTTGA
CCCCGGAGCAGGTGGOTGGCCATCGCCAGCCACGATGG GG CAAGCAGGCGLTGGAGALGGTCCAGCGG
T02 TALEN CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGAT
Beta2M 84 GGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGAC
IZQUIERDA

CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGLCAGCAATATTGGTOGCAAGCAGGCGLCTGGAGACGGTGLAGGLGL
TGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGG TGGTGGCCATCGCCAGCAATATIG
GTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCC
CGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATIGGTGG CAAGCAGGCGCTGGAGALGGTGCAGGCGCTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGT
GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCG
GAGCAGGTGGTGGLCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTT
GCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGG

CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTIGACCCLCCA
GCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGG TCCAGCGGCTGTTGC

CGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCA
AGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTETTGLCGGTGLTGTGCCAGGLCCACGGCTTGACCCLGGAGL
AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTGCCG
GTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAG
CAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAG
GTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGT
GCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCA
GGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGT
GGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAG CAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGL
TGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCTCAGCAGGTGETGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGLCGE
CGCTGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGCGTTGACCAACGACCACCT
CGTCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGGGGGATCCTAT
CAGCCGTTCCCAGCTGGTGAAGTCCGAGCTGGAGGAGAAGAAATCCGAGTTGAGGCACAAGCTGAAGTA
CGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCCGGAACAGCACCCAGGACCGTATCCTGGAGAT
GAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGCAAGCACCTGGGCGGCTCCAGGAAGC
CCGACGGCGCCATCTACACCGTOGGCTCCCCCATCGACTACGGCGTGATCGTGGACACCAAGGCCTACTC
CGGCGGCTACAACCTGCCCATCGGCCAGGCCGACGAAATGCAGAGGTACGTGGAGGAGAACCAGACCA
GGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCCTCCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCT
GTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGCTGAACCACATCACCAACTGL
AACGGCGCCGTGCTGTCCGTGGAGGAGCTCCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGCACCCTGACC

CTGGAGGAGGTGAGGAGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTICGCGGCCGACTGATAA
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ID
NO:

Secuencia de la seminucleasa TALE

TO2 TALEN
Beta2M
DERECHA

85

ATGGGCGATCCTAAAAAGAAACGTAAGGTCATCGATAAGGAGACCGCCGCTGCCAAGTTCGAGAGACAG
CACATGGACAGCATCGATATCGCCGATCTACGCACGCTCGGCTACAG CCAGCAG CAACAGGAGAAGATC
AAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCACGGGTTTACACACGCG
CACATCGTTGCGTTAAGCCAACACCCGGCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCG
CAGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGLTC
TGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTC
TCAAGATTGCAAAACGTGGCGGLGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGLATGGCGCAATGCACTGALG
GGTGCCCCGCTCAACTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTCCAGLGGCTGTTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTG
GCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGG CGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTIGCCGGTGCTGTGC
CAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGG TGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCT
GGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGC
CATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCA
GGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGLGCTGG
AGACGGTCCAGCGGCTOTTGCCGGTGLTGTGCCAGGCCCACGGLTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGLCA
TCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAG
GCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGA
GACGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCAT
CGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGG
CCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGA
CGGTGCAGGLGLTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCG
CCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGUGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGG CC
CACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGLCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGLTGGAGALC

GGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGC
CAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGLTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCLL

ACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGALG
GTCCAGCGGCTGTTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC
AGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGLTGGAGACGGTCCAGCGGLTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA
CGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGLGCTGGAGACGG
TCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCTCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAG
CAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGAGCATTIGTIGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTIGGC
CGCGTTGACCAACGACCACCTCGTCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAA
AAGGGATTGGGGGATCCTATCAGCCGTTCCCAGCTGGTGAAGTCCGAGCTGGAGGAGAAGAAATCCGA
GTTGAGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCCGGAACAGCALC
CCAGGACCGTATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGCAAGCA
CCTGGGCGGCTCCAGGAAGCCCGACGGCGCCATCTACACCGTGGGCTCCCCCATCGACTACGGCGTGATC
GTGGACACCAAGGCCTACTCCGGCGGCTACAACCTGCCCATCGGCCAGGCCGACGAAATGCAGAGG TAC
GTGGAGGAGAACCAGACCAGGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCCTCCAGC
GTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGC
TGAACCACATCACCAACTGCAACGGCGCCGTGCTGTCCGTGGAGGAGCTCCTGATCGGCGGLGAGATGA
TCAAGGCCGGCACCCTGACCCTGGAGGAGGTGAGGAGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCGCG
GCCGACTGATAA
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ggg:g‘,(/f T03 lgg | TTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGGCCTGGAGGCTATCCA
ATGGGCGATCCTAAAAAGAAACGTAAGGTCATCGATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATCGATA
TCGCCGATCTACGCACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGA
CAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCACGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGTTAAGCC
AACACCCGGCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCGA
CACACGAAGCGATCGTTGGUGTCGGCAAACAGTGGETCCGGCGCACGCGCTCTGGAGGCCTTGCTCACGG
TGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTACAGTIGGACACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTG
GCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCGITCAACTTGA
CCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGG CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGLCG
CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGUTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATG
GTGGCAAGCAGGUGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGITTGACCC

TO03 TALEN CGGAGCAGGTGGETGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGLTG

lBZthaUzll\EARDA 87 TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT

GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCC
CAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGG CGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTT
GCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGG
CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCA
GCAGGTGGTGGCCATCGLCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTIGC
CGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCA
AGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGLTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGC
AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGG TGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGG TCCAGCGGCTGTTGCCG
GTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAG
CAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAG

GTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGET
GCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCA

GGCGLTGGAGACGGTCCAGCGGLTGTTGCCGGTGLTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGT
GGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTIGCCGGTGCT
GTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGG
CGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGG
TGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGLGLTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTG CCGGTGLTGT
GCCAGGCCCACGGCTTGACCCCTCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGLGGCAGGCCGGLGL
TGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGCGTTGACCAACGACCACCTCGTC
GCCTTGGCCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGGGGGATCCTATCAGC
CGTTCCCAGCTGGTGAAGTCCGAGCTGGAGGAGAAGAAATCCGAGTTGAGGCACAAGCTGAAGTACGTG
CCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCCGGAACAGCACCCAGGACCGTATCCTGGAGATGAAG
GTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGG CTACAGGGGCAAGCACCTGGGCGGCTCCAGGAAGCCCGAC
GGCGCCATCTACACCGTGGGCTCCCCCATCGACTACGGCGTGATCGTGGACACCAAGGCCTACTCCGGLG
GCTACAACCTGCCCATCGGCCAGGLCGACGAAATGCAGAGGTACGTGGAGGAGAACCAGACCAGGAAC
AAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCCTCCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCG
TGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACCAGGCTGAACCACATCACCAACTGCAACGG
CGCOGTGCTGTCCGTGGAGGAGCTCCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGCACCCTGACCCTGGA

GGAGGTGAGGAGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCGCGGCCGACTGATAA
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Nombre del
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ATGGGCGATCCTAAAAAGAAACGTAAGGTCATCGATAAGGAGACCGCCGCTGCCAAGTTCGAGAGACAG
CACATGGACAGCATCGATATCGCCGATCTACGCACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATC
AAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCACGGGTTTACACACGCG
CACATCGTTGCGTTAAGCCAACACCCGGCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCG
CAGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTIGGCGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGCTC
TGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTC
TCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACG
GGTGCCCCGCTCAACTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGG CCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTG
GCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTATTGCCGGTGLTGTGC
CAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGLCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGLGCTG
GAGACGGTGCAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGG CC
ATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGLGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCA
GGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGG TGGCCATCGCCAGCAATATIGGTGGCAAGCAGGCGCTGGA
GACGGTGCAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCAT
CGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGLTGTTGLCGGTGLCTGTGLCAGGC
CCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGA
CGGTCCAGCGGCTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCG
CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGLTGTGCCAGGCCC

ACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGLCATCGCCAGCAATGGLGGTGGCAAG CAGGLGCTGGAGALG
TO3 TALEN
Beta2M 88
DERECHA AGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCG CTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA

GTCCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC

CGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGLGCTGGAGALGG
TCCAGCGGLTGTTGCCGGTGCTETGLCAGGCCCACGGCTTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCA
GCAATATTGGTGGCAAGCAGGUGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCAC
GGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAATGGTGGCAAGCAGG CGCTGGAGACGGTC
CAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCCCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC

AATAATGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCAGCGGCTGTTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGC
TTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTCCA

GCGGCTGTIGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCACGGCTTGACCCCTCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAA
TGGCGGCGGCAGGLCGGCGCTGGAGAGCATTIGTIGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGLGTTGGELCGC
GTTGACCAACGACCACCTCGTCGCCTTGGLCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAAAG
GGATTGGGGGATCCTATCAGCCGTTCCCAGCTGGTGAAGTCCGAGCTGGAGGAGAAGAAATCCGAGTTG
AGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCCGGAACAGCACCCAG
GACCGTATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGCAAGCACCTG
GGCGGCTCCAGGAAGCCCGACGGCGCCATCTACACCGTGGGCTCCCCCATCGACTACGGCGTGATCGTG
GACACCAAGGCCTACTCCGGUGGCTACAACCTGCCCATCGGCCAGGCCGACGAAATGCAGAGGTACGTG
GAGGAGAACCAGACCAGGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCCTCCAGCGTG
ACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGG CCCAGCTGACCAGGCTGA
ACCACATCACCAACTGCAACGGCGCCGTGCTGTCCGTGGAGGAGCTCCTGATCGGCGGCGAGATGATCA
AGGCCGGCACCCTGACCCTGGAGGAGGTGAGGAGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAALTTCGCGGLCC
GACTGATAA

Para probar la capacidad de esta TALEN especifica de B2M para promover eventos de NHEJ propensos a errores
en el locus de B2M, se electroporaron 2 o 10 uyg de ARNm que codifica TALEN en linfocitos T primarios usando la
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tecnologia Pulse Agile de acuerdo con el protocolo del fabricante. Tres dias después de la transfeccion, las células
se recuperaron y se marcaron con un anticuerpo especifico de B2-microglobulina acoplado al fluorocromo
PhycoErythrin. A continuacion, las células se analizan por citometria de flujo para determinar la viabilidad y la
expresion de 2-m. Los resultados se muestran en la Figura 10. En el panel superior, casi el 100 % de los linfocitos
T no transfectados expresan 2-m (panel superior derecho). La transfeccion de linfocitos T con la TALEN especifica
de B2M reduce drasticamente la expresion de 02 m, ya que el 38 % (centro derecha) y el 80 % de los linfocitos T
(panel inferior derecho) se vuelven negativos para beta2-m cuando se transfectan con 2 ug o 10 yg de ARNm de
TALEN respectivamente. Estos datos indican que la eliminacion de B2M en los linfocitos T se puede lograr con alta
eficacia.

Produccion y expresion de la molécula de cadena sencilla B2M-UL18 en linfocito T

HCMV UL18 codifica una glucoproteina transmembrana de tipo | que comparte un alto nivel de identidad de
secuencia AA con moléculas de MHC de clase | que se asocia con beta2-m y une péptidos enddgenos. Dado que el
objetivo de los inventores es expresar esta molécula en los linfocitos T en los que el gen B2M se ha anulado, la
estrategia de los inventores es producir una molécula quimérica en la que beta2-m y UL18 se fusionen como un
polipéptido de cadena uUnica. La SEQ ID NO: 89 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica. Las
particulas lentivirales que contienen el B2M-UL18 quimérico se transducen en linfocitos T. La expresion del transgén
se controla mediante analisis FACS utilizando un anticuerpo frente a beta2-m. Los resultados de este experimento
apuntan a mostrar que una proteina quimérica B2M-UL18 se expresa eficientemente en los linfocitos T.

Produccion y expresion de ligandos de NKG2D en linfocitos T

Los ligandos naturales de NKG2D son proteinas transmembrana o ancladas a GPI. Para lograr la secrecion de estas
moléculas por los linfocitos T, los dominios extracelulares de los ligandos de NKG2D se han fusionado en su
extremo N a una forma peptidica secretora. Las secuencias de aminoacidos de los ligandos quiméricos secretados
de NKG2D se enumeran a continuacion (SEQ ID NO: 90 a SEQ ID NO:97). Las particulas lentivirales que contienen
los ligandos quiméricos de NKG2D se transducen en linfocitos T. La expresion del transgén en el sobrenadante del
cultivo se controla mediante analisis de transferencia Western usando anticuerpos especificos. Los resultados de
este experimento tienen como objetivo mostrar que las proteinas quiméricas del ligando de NKG2D se expresan
eficientemente en los linfocitos T.

Los linfocitos T CAR deficientes en beta2-M no son reconocidos por los linfocitos T alogénicos.

Las PBMC del donante A sano se cultivan conjuntamente con linfocitos T deficientes en beta2-m modificada por
ingenieria irradiados o tratados con mitomicina del donante B. Como control, las PBMC del donante sano A se
cultivan conjuntamente con linfocitos T positivos para beta2-m modificada por ingenieria irradiados o tratados con
mitomicina del donante B. 7 dias después, la proliferacion celular del donante A se mide mediante un ensayo
colorimétrico XTT o mediante dilucion CFSE (analisis FACS). Aunque la proliferacion celular se observa en el
control, no se observa proliferacion celular limitada o limitada cuando los linfocitos T modificados por ingenieria no
expresan beta2-m. Los resultados de este experimento apuntan a mostrar que los linfocitos T alorreactivos no
pueden reconocer y proliferar contra los linfocitos T deficientes en beta2-m.

La inhibicion eficiente de la lisis de linfocitos modificados por ingenieria mediada por NK

Las células NK se purifican a partir de PBMC del donante sano A. Como obijetivos, los linfocitos T modificados por
ingenieria de donantes sanos B se producen y se enumeran a continuacion. a) linfocitos T modificados por ingenieria
(control negativo), b) linfocitos T modificados por ingenieria deficientes en beta2-m (control positivo), c) linfocitos T
modificados por ingenieria deficientes en beta2-m que expresan B2M-UL18 (SEQ ID NO: 89), d-k) linfocitos T
modificados por ingenieria deficientes en beta2-m que expresan, respectivamente, SP-MICAed (SEQ ID NO:90), SP-
MICBed (SEC ID NO:91), SP-ULBP1ed (SEQ ID NO:92), SP-ULBP2ed (SEQ ID NO:93), SP-ULBP3ed (SEQ ID
NO:94), SP-N2DL4ed (SEQID NO:95), SP-RET1Ged (SEQ ID NO:96), SP-RAETILed (SEC ID NO:97). Estas
secuencias se informan en la siguiente Tabla 10.
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1dITDINIHINTIAHIMSHOQHINSANIASLLTOSAITMADINYYYOVHAA LMY
NNSQ4T14X¥O04SIOMSDHIADAVYIDIDSNYADTL1dOSd LA TILAVIITYTHOOAIHTNITONOMYALYATOS
FTHOINSIANASDIAASTANIOAADSOAIDMOOOHYA THILLANAMISHYAINSYINSATIVIATISTILYOLTIADDIA

6

paeddiN-ds

OVSAITLSAWSDINTIATTIMOIDADINSIAHASINVAANANINIDINIYVYO dHALLMINY
N3ISA4T1H0OAISIOMSOSSHOIVIDIOSINYVOTLTdINdLANTTOIGHTOILTIAAATHTIAINOVIMY LLANTINO
TdSALALINDDAAHTA DIFANDDOAYIMYEdDdYANIALIAADTISHAAVEDINSYINSIITIVIATSTILYOLTIADOIN

€6

psgddin-ds

LdATNDIMANTAITTMINNDADTSINOAFNLATHENIIMANT LIV OIHTVLMIEN
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La citotoxicidad mediada por células NK se determind mediante un ensayo de marcado CFSE. Las células objetivo
se marcaron con CFSE, se lavaron en PBS, se mezclaron las células NK a varias relaciones celulares E:T y se
incubaron 4 horas a 37 °C. A continuacion, las células se analizan mediante citometria de flujo y se midieron los
porcentajes de linfocitos T modificados por ingenieria positivos para CFSE, indicativo de los linfocitos T modificados
por ingenieria en presencia de células NK. Se pretende que aunque la lisis celular mediada por NK se observe en el
control positivo (linfocitos T modificados por ingenieria deficientes en beta2-m), no se observa lisis celular mediada
por NK o limitada cuando los linfocitos T modificadas por ingenieria deficientes en beta2-m expresan B2M-UL18
(SEQ ID NO:89) o ligandos de NKG2D secretados (SP-MICAed (SEQ ID NO:90), SP-MICBed (SEQ ID NO:91), SP-
ULBP1ed (SEQ ID NO:92), SP-ULBP2ed (SEQ ID NO: 93), SP-ULBP3ed (SEQ ID NO:94), SP-N2DL4ed (SEQ ID
NO: 95), SP-RET1Ged (SEQ ID NO:96), SP-RAETILed (SEC ID NO:97). Los resultados de este experimento tienen
como objetivo mostrar que la actividad de citotoxicidad de las células NK alogénicas se ve afectada cuando las
moléculas quiméricas, se expresan en linfocitos T modificados por ingenieria, actian como sefiuelo para el receptor
de sefial inhibitoria (B2M-UL18) o para el receptor de sefial estimuladora (ligandos de NKG2D).
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tgtaacacaa
ttttaatcett
agcatttttt
ttataatggg
agaaattaga
cctttttett
ctgettgett
agggttataa
ctcecatgttt
ttagaggtgyg
tcttcaatct
aatttacata
tggaaatttg
acatttgata

aataaatcat

tggtaagtat
atgagaccac
cttctaagat
tttggagaac
caagtttggt
ttcttttecag
gectttttaat
taatgttaac
gatgtatctg
ggagcagaga
cttgcactca
ctctgecttag
ttataatgaa
aagtaaggca

aaaacttgat

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6673
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aatataagtg
atgtctegcet
atccagegta
aatttcctga
aagaatggag
tectttctate
cgtgtgaacc
gcagcatcat
gcttgetttt
ataataatgt
gtttgatgta

gtggggagca

atctcttgea
catactctgc

tttgttataa

gataaagtaa ggcatggttg tggttaatct ggtttatttt

tcataaaact

<210> 4
<211> 1130
<212> PRT

gaggcgtecgce
ccgtggeett
ctcocaaagat
attgctatgt
agagaattga
tecttgtacta
atgtgacttt
ggaggtttga
taatattgat
taacatggac
tctgageagy

gagaattctc

ctcaaagcett
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gctggeggge
agctgtgcectce
tcaggtttac
gtctgggttt
aaaagtggag
cactgaattc
gtcacagccce
agatgececgea
atgcttatac
atgatcttct
ttgctecaca

ttatccaaca

attectgaag
gcgetactet
tcacgtecate
catccateceg
cattcagact
acccccactg
aagatagtta
tttggattgg
acttacactt
ttataattct
ggtagctcta

tcaacatctt

ctgacagecat
ctetttetgg
cagcagagaa
acattgaagt
tgtcttteag
aaaaagatga
agtgggatcg
atgaattcca
tatgcacaaa
actttgagtg
ggagggctgg

ggtcagattt

gttaagatag ttaagcgtge ataagttaac

ttagaatttg ggggaaaatt tagaaatata attgacagga

tgaatgaaac

tgatgtgtta

<213> Homo sapiens

<400> 4

attttgtcat ataagattca tatttacttc

tctetta

55

tgttccacaa

tcgggccgag
cctggaggcet
tggaaagtca
tgacttactg
caaggactgyg
gtatgecctge
agacatgtaa
aattctgett
atgtagggtt
ctgtctccat
caacttagag

gaactcttca

ttccaattta
ttattggaaa
ttatacattt

gttaaataaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987



Met

Gln

Gly

His

Tyr

65

Leu

Asn

Gly

Gly

Arg

145

Ala

Arg

Gly

Tyr

Phe

50

Ser

Leu

Ile

Leu

Glu

130

Pro

Glu

Cys

Ser

Leu

35

Tyr

Glu

Cys

Ala

Ser

115

Ser

Phe

Pro

Leu

Ser

20

Glu

Asp

Pro

Asp

Glu

100

Lys

Met

Pro

Pro

Ala

Gln

Leu

Gln

Asp

Met

85

Leu

Asp

Glu

Glu

Thr
165
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Pro

Cys

Leu

Met

Thr

70

Glu

Asp

Ile

Met

Glu

150

Val

Ala

Asn

Asp

55

Asp

Gly

Gln

Phe

Pro

135

Leu

Val

Pro

Thr

Ser

40

Leu

Thr

Asp

Tyr

Lys

120

Ala

Pro

Thr

Ala

Met

25

Asp

Ala

Ile

Glu

val

105

His

Glu

Ala

Gly

56

Gly

10

Glu

Ala

Gly

Asn

Glu

80

Phe

Ile

val

Asp

Ser
170

Ser

Leu

Asp

Glu

Cys

75

Thr

Gln

Gly

Gly

Leu

155

Leu

Tyr

Gly

Pro

Glu

60

Asp

Arg

Asp

Pro

Gln

140

Lys

Leu

Leu

Pro

Leu

45

Glu

Gln

Glu

Ser

Asp

125

Lys

His

Val

Ser

Leu

30

Cys

Ile

Phe

Ala

Gln

110

Glu

Ser

Trp

Gly

Glu

15

Glu

Leu

Glu

Ser

Tyr

95

Leu

val

Gln

Lys

Pro
175

Pro

Gly

Tyr

Leu

Arg

80

Ala

Glu

Ile

Lys

Pro

160

Val



Ser

Gln

Pro

Gly

225

Trp

His

Thr

Pro

Leu

305

Cys

Pro

Pro

Pro
385

Leu

Ala

Asp

Glu

Met

210

Pro

Gln

Gly

Val

Phe

290

Thr

Pro

Val

Ala

Leu

370

Asp

Leu

val

Cys

Pro

195

Pro

Ile

Ile

Glu

His

275

Ala

Ser

Ala

Glu

Gly

355

Glu

Trp

Ala

Leu

Ser

180

Ala

Phe

Gln

Ser

vVal

260

Gly

Pro

Arg

Ala

Gln

340

Pro

Arg

Ala

Ala

Gly
420

Thr

Ser

Ser

Phe

Glu

245

Pro

Leu

Ser

Ala

Gly

325

Phe

Asp

Ser

Glu

Lys

405

Lys

Leu

Gly

Ser

val

230

Ala

Gln

Pro

Ala

Asn

310

Glu

Tyr

Gly

Ser

Arg

3590

Glu

Ala
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Pro

Gln

Ser

215

Pro

Gly

Ala

Thr

Thr

295

Met

Val

Arg

Ile

Ser

375

Gln

His

Gly

Cys

Met

200

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser

280

Asp

Thr

Ser

Ser

Leu

360

Lys

Leu

Arg

Gln

Leu

185

Arg

Leu

Ile

Gly

Gln

265

Pro

Leu

Glu

Asn

Leu

345

Val

Ser

Ala

Arg

Gly
425

57

Pro

Leu

Ser

Ser

Val

250

Val

Asp

Pro

His

Lys

330

Gln

Glu

Leu

Gln

Pro

410

Lys

Leu

Glu

Cys

Thr

235

Ser

Pro

Arg

Ser

Lys

315

Leu

Asp

val

Glu

Gly

395

Arg

Ser

Pro

Lys

Leu

220

Leu

Ser

Pro

Pro

Met

300

Thr

Pro

Thr

Asp

Arg

380

Gly

Glu

Tyr

Ala

Thr

205

Asn

Pro

Ile

Pro

Gly

285

Pro

Ser

Lys

Tyr

Leu

365

Glu

Leu

Thr

Trp

Leu

130

Asp

Leu

His

Phe

Ser

270

Ser

Glu

Pro

Trp

Gly

350

val

Leu

Ala

Arg

Ala
430

Phe

Gln

Pro

Gly

Ile

255

Gly

Thr

Pro

Thr

Pro

335

Ala

Gln

Ala

Glu

Val

415

Gly

Asn

Ile

Glu

Leu

240

Tyr

Phe

Ser

Ala

Gln

320

Glu

Glu

Ala

Thr

val

400

Ile

Ala



Val

Phe

Leu

465

Asp

Ile

Ser

Leu

Leu

545

Asp

Tyr

Arg

His

Leu

625

Tyr

Leu

Ser

Ser

Ser

450

Gln

Glu

Leu

Thr

Ala

530

Thr

Ala

Val

Ala

Ser

610

Glu

val

Ala

Thr

Arg

435

val

Asp

val

Asp

Cys

515

Gly

Ala

Leu

Met

Leu

595

Pro

Leu

Gly

Glu

Leu
675

Ala

Pro

Leu

Phe

Gly

500

Gly

Leu

Arg

Phe

Arg

580

Thr

Thr

Gly

Leu

Leu

660

Gln

Trp

Cys

Leu

Ser

485

Phe

Pro

Phe

Pro

Glu

565

Tyr

Leu

Leu

Glu

Leu

645

Ala

Glu
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Ala

His

Phe

470

His

Glu

Ala

Gln

Arg

550

Leu

Phe

Leu

Cys

Asp

630

Gly

Lys

Asp

Cys

Cys

455

Ser

Ile

Glu

Pro

Lys

535

Gly

Ser

Glu

Arg

615

Ala

Arg

Leu

Gln

Gly

440

Leu

Leu

Leu

Leu

Ala

520

Lys

Arg

Gly

Ser

Asp

600

Ala

Lys

Ala

Ala

Phe
680

58

Arg

Asn

Gly

Lys

Glu

505

Glu

Leu

Leu

Phe

Ser

585

Arg

Val

Leu

Ala

Trp

665

Pro

Leu

Arg

Pro

Arg

430

Ala

Pro

Leu

Val

Ser

570

Gly

Pro

Cys

Pro

Leu

650

Glu

Ser

Pro

Pro

Gln

475

Pro

Gln

Cys

Arg

Gln

555

Met

Met

Leu

Gln

Ser

635

Asp

Leu

Ala

Gln

Gly

460

Pro

Asp

Asp

Ser

Gly

540

Ser

Glu

Thr

Leu

Leu

620

Thr

Ser

Gly

Asp

Tyr

445

Asp

Leu

Arg

Gly

Leu

525

Cys

Leu

Gln

Glu

Leu

605

Ser

Leu

Pro

Arg

Val
685

Asp

Ala

Val

val

Phe

510

Arg

Thr

Ser

Ala

His

590

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

670

Arg

Phe

Tyr

Ala

Leu

435

Leu

Gly

Leu

Lys

Gln

575

Gln

His

Ala

Gly

Gly

655

His

Thr

val

Gly

Ala

480

Leu

His

Leu

Leu

Ala

560

Ala

Asp

Ser

Leu

Leu

640

Ala

Gln

Trp



Ala

Glu

705

Trp

Leu

Gly

Cys

Lys

785

Leu

Glu

Leu

Gly

Ser

865

Cys

Glu

Glu

Glu

Met

690

Leu

Leu

Ala

Val

Leu

770

Gln

Arg

Glu

Ser

Lys

850

Thr

Val

Ser

Lys

Asp

Ala

Ala

Ala

Leu

Pro

755

Gly

Lys

Ala

Ala

Phe

835

Ala

Gly

Thr

Leu

Phe

915

Leu

Lys

Phe

Leu

Thr

740

Arg

Ala

val

Arg

Gly

820

Leu

Leu

Tle

Arg

Gln

900

Thr

Gly

Gly

Pro

Ser

725

Pro

Fhe

Leu

Leu

Gln

805

Ile

Gly

Glu

Cys

Phe

885

Gln

Ile

Lys

ES 2782 125713

Leu

Ser

710

Gly

Arg

Leu

Leu

Ala

790

Leu

Trp

Thr

Ala

Pro

870

Arg

His

Glu

Leu

val

695

FPhe

Glu

Lys

Ala

Gly

775

Arg

Leu

Gln

Arg

Ala

855

Ser

Ala

Gly

Pro

val

Gln

Leu

Ile

Lys

Gly

760

Pro

Tyr

Glu

His

Leu

840

Gly

Gly

Ala

Glu

Phe

820

Gln

His

Leu

Lys

Arg

745

Leu

Ser

Leu

Leu

vVal

825

Thr

Gln

Leu

Leu

Thr

905

Lys

Thr

59

Pro

Gln

Asp

730

Pro

Ile

Ala

Lys

Leu

810

vVal

Pro

Asp

Gly

Ser

890

Lys

Ala

Gln

Pro

Cys

715

Lys

Tyr

Phe

Ala

Arg

795

His

Gln

Pro

Phe

Ser

875

Asp

Leu

Lys

Arg

Arg

700

Phe

Glu

Asp

Gln

Ala

780

Leu

Cys

Glu

Asp

Ser

860

Leu

Thr

Leu

Ser

Thr

Ala

Leu

Leu

Asn

Pro

765

Ser

Gln

Ala

Leu

Ala

845

Leu

Val

Val

Gln

Leu

925

Arg

Ala

Gly

Pro

Trp

750

Pro

Val

Pro

His

Pro

830

His

Asp

Gly

Ala

Ala

910

Lys

Ser

Glu

Ala

Gln

735

Leu

Ala

Asp

Gly

Glu

815

Gly

vVal

Leu

Leu

Leu

895

Ala

Asp

Ser

Ser

Leu

720

Tyr

Glu

Arg

Arg

Thr

800

Ala

Arg

Leu

Arg

Ser
880

Trp

Glu

vVal

Ser
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Glu

945

Glu

val

Ala

Ala

Gln

Leu

Asn

Pro

Phe

Cys

Phe

Leu

<210>5
<211> 4654
<212> ADN

930

Asp Thr Ala

Phe Ala

Arg Ile

Leu Ser
995

Thr Phe

1010

Asn Asn

1025

Pro Ser

1040

Cys Ile

1055

Asp Met

1070

Thr Ala

1085

Pro His

1100

Ser Vval

1115

Arg

1130

<213> Homo sapiens

<400> 5

Leu

Leu

980

Glu

Pro

Tle

Leu

Cys

Val

Ala

Val

Gln

Gly

Gly
965

ES 2782 125713

Glu
950

935 940

Leu Pro Ala Val Arg Asp Leu Lys Lys Leu
955 960

Pro Val Ser Gly Preo Gln Ala Phe Pro Lys Leu

Thr Ala

Asn

Gln

Thr

Ala

Asp

Ser

Gly

Glu

Glu

Lys

Leu

Asp

Ala

val

Leu

Ala

Thr

His

970 975

Phe Ser Ser Leu Gln His Leu Asp Leu Asp
985 990

Ile Gly Asp Glu Gly Val Ser Gln Leu Ser
1000 1005

Lys Ser Leu Glu Thr Leu Asn Leu Ser
1015 1020

Leu Gly Ala Tyr Lys Leu Ala Glu Ala
1030 1035

Ser Leu Leu Arg Leu Ser Leu Tyr Asn
1045 1050

Gly Ala Glu Ser Leu Ala Arg Val Leu
1060 1065

Arg Val Met Asp Val Gln Tyr Asn Lys
1075 1080

Gln Gln Leu Ala Ala Ser Leu Arg Arg
1080 1095

Leu Ala Met Trp Thr Pro Thr Ile Pro
1105 1110

Leu Gln Gln Gln Asp Ser Arg Ile Ser
1120 1125

ggttagtgat gaggctagtg atgaggctgt gtgcttctga gectgggecatc cgaaggeatce

60



cttggggaag
ggattcctac
ccaaggcage
gcttcttaac
ggctggagaa
ccagttcage
caatategcg
ggacatttte
agaagttggg
gcactggaag
gagcgactge
ctooggecag
gttgagectge
gceccatggyg
ccatggtgag
ccteoccaaca
cctgeccage
gtecceccace
gceggtggag
ggatggeate
gagcctggag
cctggectgag
tgetgtgetg
ctgggettgt
gaaccgtecceg
actcgtggeg
catcctagac
accggcaccg
getgetecga
cctgagcaag
atacgtgatg

gctecteegyg

ctgagggcac
acaatgcgtt
tcacagtgtyg
agcgatgctg
gaagagattg
aggetgttgt
gaactggacc
aagcacatag
cagaaaagtce
ccagctgage
tccaccctge
atgcgectgg
ctgaatctcec
ctetggeaaa
gtgceccagg
tetecagace
atgectgaac
caatgceegg
cagttctacce
ctagtggagyg
cgggaactgg
gtgctgttgg
ggcaaagcetg
ggccggette
ggggatgcct
gccgatgagg
ggcttegagg
gcggagecect
ggttgecacce
gccgacgece
cgcetactttg

gaccggeocac
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gaggaggggc
gcctggetee
ccaccatgga
accccctgtg
agctctactc
gtgacatgga
agtatgtctt
gaccagatga
agaaaagacc
cceecactgt
cctgectgee
agaaaaccga
ctgagggacc
tetetgagge
ccagccaagt
ggccaggete
ctgecetgac
cagctggaga
gctcactgea
tggatctggt
ccaccccgga
ctgccaagga
gtcagggcaa
cccagtacga
atggcectgea
ttttecageeca
agctggaage
gctecctecg
tcetecteac
tatttgaget
agagctcagg

ttettetecag

tgeccagactce
acgccctget
gttggggcec
cctctaccac
agaacccgac
aggtgatgaa
ccaggactcc
agtgatcggt
cttacecagag
ggtgactggce
actgccectgeyg
ccagattcce
catccagttt
tggaacaggg
accccctecee
caccagocce
ctcoccgagea
ggtctecaac
ggacacgtat
gcaggccagg
ctgggcoagaa
gcaccggcegyg
gagctattgg
ctttgteotte
ggatctgete
catcttgaag
gcaagatggce
ggggctgctg
agcccggecece
gtececggette
gatgacagag

tcacagecac

61

cgggagctge
gggtcctacc
ctagaaggtyg
ttctatgacc
acagacacca
gagaccaggg
cagctggagg
gagagtatgg
gagcttecgg
agtctectag
ctgttcaacce
atgecetttet
gtccccacceca
gtctecagta
agtggattca
ttegetecat
aacatgacag
aagcttccaa
ggtgcogage
ctggagagga
cggcagctgg
ccgegtgaga
gctggggcag
tetgteceet
ttetecetgg
agacctgacce
ttecectgeaca
gceggecttt
cggggecgec
tccatggage
caccaagaca

agcecctactt

tgectggetg
tgtcagagcc
gctacetgga
agatggacct
tcaactgcga
aggettatge
gcctgageaa
agatgeccagce
cagacctgaa
tgggaccagt
aggagccagce
ccagttecte
tctccactet
tattcatcta
ctgtecacgg
cagccactga
agcacaagac
aatggectga
ccgeaggecec
gcagcageaa
cccaaggagg
cacgagtgat
tgagceggge
gccattgett
gcccacagec
gcgttetget
gcacgtgegg
tccagaagaa
tggtccagag
aggcccagge
gagccctgac

tgtgeeggge

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



agtgtgccag
gctecacggga
cctggecagaqg
ggaggaccag
acacccaccg
cctgggggec
cctageatty
ctttetgget
atcggcgget
gcagccgggg
cgaggaggcet
gggcaccege
ccaagactte
cgtgggactc
ggagtcecctg
catecgagect
gactcagagg
cctaaagaaa
ggtgcggate
gaacaagatc
cttggaaacc
cgaggceccetg
ctgegacgtg
gatggacgte
tecggaggtgt
ccaggaacac
tggacaggca
acacagctet
tggttcaggy
cacaggcccyg

ggtccacceca

ctcteocagagg
ctcotatgteg
ctggccaage
ttcccateccg
cgggccgeag
ctgtggetgg
accccaagga
gggctgatct
gccteggtgg
acactgcggg
ggaatttgge
ctcacgecte
tecectggace
agctgtgtca
cagcagcatg
ttcaaagecca
acgagaagtt
ctggagtttg
ctcacggect
ggggacgagg
ctcaatctgt
ccttegeteg
ggagccgaga
cagtacaaca
cctcatgtgg
ctgcaacaac
tgttctetga
tctecagget
ttggeeectyg

gctccaggcet

ggagccccga
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cectgetgga
gectgetggg
tggcctggga
cagacgtgag
agtcecgaget
ctctgagtgg
agaagaggcece
tcecagectcee
acaggaagca
cgcggeagct
agcacgtggt
ctgatgcaca
teccogeageac
cccgtttcag
gggagaccaa
agtccctgaa
ceteggaaga
cgetgggece
ttteccteccet
gtgtctcgca
cccagaacaa
ctgcatcect
gettggeteg
agttcacgge
agacgctggce
aggattcacg
ggacactaac
gtatcccatg
cceggetgeg
cctttagege

ggeccttetet

gcttggggag
cogtgeagec
gctgggecge
gacctgggcg
ggccttecee
cgaaatcaag
ctatgacaac
cgecegetge
gaaggtgctt
gctggagetg
acaggagctc
tgtactgggce
tggcatttge
ggctgecttg
gctacttcag
ggatgtggaa
cacagcetggg
tgtectecagge
gcagcatctg
gctctecagece
catcactgac
gctcaggeta
tgtgectteceg
tgecgggycce
gatgtggacg
gatcagcctg
cacgctggac
agectcagea
gaatgaacca
ccagttgggt

gaaggacatt

62

gacgccaagc
ctcgacagec
agacatcaaa
atggccaaag
agctteocteco
gacaaggagc
tggctggagy
ctgggagecec
gcgaggtacc
ctgcactgcg
ccoggecgec
aaggccttgg
coctetggat
agcgacacgg
gcagcagagg
gacctgggaa
gagctacetg
ccccaggett
gacctggatyg
accttccecce
ctgggtgect
agcttgtaca
gacatggtgt
cagcageteg
cccaccatcc
agatgatccc
cttgaactgg
tectggeace
catcttgetce
ggatgcctgg

gcggacagec

tgcocteocac
coecegggge
gtaccctaca
gcttagtcca
tgcaatgett
teccegeagta
gegtgecacy
tactcgggee
tgaagcggct
cccacgagge
tctettttet
aggcggeggg
tggggageet
tggcgetgtg
agaagttecac
agettgtgca
ctgtteggga
tcecccaaact
cgctgagtga
agctgaagtc
acaaactecge
ataactgcat
ccetecgggt
ctgecagecet
cattcagtgt
agctgtgcte
gtacttgtgg
cggeccectge
tgctgacaga
tggcagctge

acggccagge

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
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cagagggagt gacagaggca gccccattct gectgocecag geccctgoca ccctggggag 3900
aaagtactte ttttttttta tttttagaca gagtctcact gttgececagg ctggegtgea 3960
gtggtgegat ctgggttcac tgcaacctcc gectcttggg ttcaagegat teottcetgett 4020
cagecteoceg agtagetggyg actacaggea cccaccateca tgtetggeta attttteatt 4080
tttagtagag acagggtttt geccatgttgg ccaggetggt ctcaaactet tgacctcagg 4140
tgatccacce acctcagecct cccaaagtge tgggattaca agecgtgagec actgcaccgg 4200
gccacagaga aagtacttcect ccacccectgect ctccgaccag acaccttgac agggcacacce 4260
gggcactcag aagacactga tgggcaaccc ccagcctgct aattccccag attgcaacag 4320
getgggette agtggcaget gettttgtet atgggacteca atgeactgac attgttggec 4380
aaagccaaag ctaggcctgg ccagatgcac cagcccttag cagggaaaca gctaatggga 4440
cactaatggg goggtgagag gggaacagac tggaagcaca gcecttcattte ctgtgtettt 4500
tttcactaca ttataaatgt ctetttaatg tcacaggeag gtecagggtt tgagttceata 4560
ccectgttace attttggggt acccactget ctggttatct aatatgtaac aageccacccece 4620
aaatcatagt ggettaaaac aacactcaca ttta 4654
<210>6
<211> 495
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Receptor de antigeno quimérico anti-CD19
<400> 6
Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15
Gly Ser Thr Gly Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Ile
20 25 30
Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr
35 40 45
Phe Thr Ser Tyr Val Met His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly
50 55 60
Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Asn Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr
65 70 75 80
Asn Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser
85 S0 95

63



Ser

Val

Asp

Gly

145

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

225

Ala

Phe

Thr

Ser

Gly

305

Trp

Ile

Thr

Tyr

Tyr

130

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

210

Ser

Glu

Thr

Thr

Gln

290

Ala

Ala

Thr

Ala

Tyr

115

Trp

Gly

Ala

Cys

Tyr

135

Arg

Gly

Asp

Phe

Thr

275

Pro

val

Pro

Leu

Tyr

100

Cys

Gly

Gly

Ala

Arg

180

Trp

Met

Ser

Val

Gly

260

Pro

Leu

His

Leu

Tyr
340

Met

Ala

Gln

Gly

Pro

165

Ser

Phe

Ser

Gly

Gly

245

Ala

Ala

Ser

Thr

Ala

325

Cys

ES 2782 125713

Glu

Arg

Gly

Gly

150

Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

230

Val

Gly

Pro

Leu

Arg

310

Gly

Lys

Leu

Gly

Thr

135

Ser

Ile

Lys

Gln

Leu

215

Ala

Tyr

Thr

Arg

Arg

295

Gly

Thr

Arg

Ser

Thr

120

Thr

Gly

Pro

Ser

Arg

200

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

280

Pro

Leu

Cys

Gly

Ser

105

Tyr

Leu

Gly

vVal

Leu

185

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

265

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg
345

64

Leu

Tyr

Thr

Gly

Thr

170

Leu

Gly

Gly

Leu

Met

250

Glu

Thr

Ala

Phe

Val

330

Lys

Thr

Tyr

Val

Gly

155

Pro

Asn

Gln

Val

Arg

235

Gln

Leu

Pro

Cys

Ala

315

Leu

Lys

Ser

Gly

Ser

140

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

220

Ile

His

Lys

Ala

Arg

300

Cys

Leu

Leu

Glu

Ser

125

Ser

Asp

Glu

Asn

Pro

205

Agp

Ser

Leu

Arg

Pro

285

Pro

Asp

Leu

Leu

Asp

110

Arg

Gly

Ile

Ser

Gly

190

Gln

Arg

Arg

Glu

Ser

270

Thr

Ala

Ile

Ser

Tyr
350

Ser

val

Gly

Val

Val

175

Asn

Leu

Phe

val

Tyr

255

Asp

Ile

Ala

Tyr

Leu

335

Ile

Ala

Phe

Gly

Met

160

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

240

Pro

Pro

Ala

Gly

Ile

320

Val

Phe



10

15

20

Lys Gln Pro Phe

355

Cys Ser Cys Arg

370

Val Lys Phe Ser

385

Asn Gln Leu Tyr

Val Leu Asp Lys
420

Arg Arg Lys Asn

435

Lys Met Ala Glu

450

Arg Gly Lys Gly

465

Lys Asp Thr Tyr

<210>7

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CAR anti-CD19

<400> 7

Met

Phe

Arg

Asn

405

Arg

Pro

Ala

His

Asp
485

ES 2782 125713

Arg

Pro

Ser

350

Glu

Arg

Gln

Tyr

Asp

470

Ala

Pro

Glu

375

Ala

Leu

Glu

Ser

455

Gly

Leu

val

360

Glu

Asp

Asn

Arg

Gly

440

Glu

Leu

His

Gln

Glu

Ala

Leu

Asp

425

Leu

Ile

Tyr

Met

Thr

Glu

Pro

Gly

410

Pro

Tyr

Gly

Gln

G1ln
480

Thr

Gly

Ala

395

Arg

Glu

Asn

Met

Gly

475

Ala

Gln

Gly

380

Tyr

Met

Glu

Lys

460

Leu

Leu

Glu

365

Cys

Gln

Glu

Gly

Leu

445

Gly

Ser

Pro

Glu

Glu

Gln

Glu

Gly

430

Gln

Glu

Thr

Pro

Asp

Leu

Gly

Tyr

415

Lys

Lys

Arg

Ala

Arg
495

Gly

Arg

Gln

400

Asp

Pro

Asp

Arg

Thr
480

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
15

1

Ala

<210>8

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
gagaatcaaa atcggtgaat agg

<210>9
<211> 23

5

10

65

23
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 9
ttcaaaacct gtcagtgatt ggg

<210> 10

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
tgtgctagac atgaggtcta tgg

<210> 11

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
cgtcatgagc agattaaacc cgg

<210> 12

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
tcagggttct ggatatctgt ggg

<210> 13

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
gtcagggttc tggatatctg tgg

<210> 14

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
ttcggaaccc aatcactgac agg

<210> 15

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
taaacccggc cactttcagg agg

<210> 16

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
aaagtcagat ttgttgctcc agg

<210> 17

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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66

23

23

23

23

23

23

23

23
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<400> 17
aacaaatgtg tcacaaagta agg

<210> 18

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
tggatttaga gtctctcagc tgg

<210>19

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
taggcagaca gacttgtcac tgg

<210> 20

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
agctggtaca cggcagggtc agg

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
gctggtacac ggcagggtca ggg

<210> 22

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22
tctctcagcet ggtacacgge agg

<210> 23

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
tttcaaaacc tgtcagtgat tgg

<210> 24

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
gattaaaccc ggccactttc agg

<210> 25

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

ES 2782 125713

67

23

23

23

23

23

23

23

23
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55
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65

ctcgaccagc ttgacatcac agg

<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26
agagtctctc agctggtaca cgg

<210> 27

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27
ctctcagcetg gtacacggca ggg

<210> 28

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
aagttcctgt gatgtcaagc tgg

<210> 29

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
atcctcctcc tgaaagtgge cgg

<210> 30

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
tgctcatgac getgecggctg tgg

<210> 31

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31
acaaaactgt gctagacatg agg

<210> 32

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32
atttgtttga gaatcaaaat egg

<210> 33

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
catcacagga actttctaaa agg
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68

23

23

23

23

23

23

23

23

23
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<210> 34

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
gtcgagaaaa gctttgaaac agg

<210> 35

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
ccactttcag gaggaggatt egg

<210> 36

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36
ctgacaggtt ttgaaagttt agg

<210> 37

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
agctttgaaa caggtaagac agg

<210> 38

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
tggaataatg ctgttgttga agg

<210> 39

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
agagcaacag tgctgtggcece tgg

<210> 40

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
ctgtggtcca gctgaggtga ggg

<210> 41

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
ctgcggctgt ggtccagcetg agg

<210> 42
<211> 23

69

23

23

23

23

23

23

23

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2782 125713

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 42
tgtggtccag ctgaggtgag ggg

<210> 43

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43
cttcttccce agcccaggta agg

<210> 44

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 44
acacggcagg gtcagggttc tgg

<210> 45

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45
cttcaagagc aacagtgctg tgg

<210> 46

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 46
ctggggaaga aggtgtcttc tgg

<210> 47

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47
tcctectect gaaagtggec ggg

<210> 48

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48
ttaatctgct catgacgctg egg

<210> 49

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49
acccggccac tttcaggagg agg

<210> 50

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

70

23

23

23

23

23

23

23

23
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<400> 50
ttcttccecca geccaggtaa ggg

<210> 51

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51
cttacctggg ctggggaaga agg

<210> 52

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52
gacaccttct tccccagecc agg

<210> 53

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53
gctgtggtce agetgaggtg agg

<210> 54

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
ccgaatcctc ctcctgaaag tgg

<210> 55

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55
ttccctccca ggcagctcac agtgtgccac catggagttg gggccccta

<210> 56

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56
tgcctctacc acttctatga ccagatggac ctggctggag aagaagaga

<210> 57

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57
tcttcatcca agggactttt cctcccagaa cccgacacag acaccatca

<210> 58

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58

71

23

23

23

23

23

49

49

49
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tgttgtgtga catggaaggt gatgaagaga ccagggaggc ttatgccaa

<210> 59

<211>47

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59
ccaaagattc aggtttactc acgtcatcca gcagagaatg gaaagtc

<210> 60

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60
ttgtcccaca gatatccaga accctgaccc tgccgtgtac cagctgaga

<210> 61

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61
tgtgtttgag ccatcagaag cagagatctc ccacacccaa aaggccaca

<210> 62

<211>50

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62
ttcccacccg aggtegctgt gtttgagcca tcagaagcag agatctccca

<210> 63

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63
tttagaaagt tcctgtgatg tcaagctggt cgagaaaagc tttgaaaca

<210> 64

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 64
tccagtgaca agtctgtctg cctattcacc gattttgatt ctcaaacaa

<210> 65

<211>49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 65
tatatcacag acaaaactgt gctagacatg aggtctatgg acttcaaga

<210> 66

<211> 49

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66
tgaggtctat ggacttcaag agcaacagtg ctgtggcctg gagcaacaa

72

49

47

49

49

50

49

49

49

49
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<210> 67
<211> 2814
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 67
atgggecgatce
gctatcgata
aaaccgaagy
acacacgegc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgaccccgg
acggtcecage
gtggccateg
ccggtgctgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg

agcaataatg

ctaaaaagaa
tcgececgatct
ttegttegac
acatcgttge
acatgatcgce
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcecacga
gccaggccca
agcaggcgct
ccccoggagea
tgcaggeget
ccatcgccag
tgctgtgeca

gtggeaagea

acgtaaggtc
acgcacgcete
agtggegeag
gttaageocaa
agcgttgcca
acgogecteotg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcogeeo
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggee
gttgceggtyg
caatattggt
ggcccacgge

ggcgetggag

atcgattace
ggctacagee
cacgacgagy
caceeggcay
gaggcgacac
gaggeccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agccacgatg
caggcccacyg
caggcegetgyg
ccggageagyg
caggcgetgt
atecgeccageca
ctgtgeccagyg
ggcaagcagg
ttgaccececce

acggteocage

73

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtegy
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gcggcaagca
gcttgacece
agacggtceca
tggtggccat
tgececggtget
atattggtgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt

ggcetgttgec

teccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggcegtce
gggagagttg
acgtggcgge
ccegeteaac
ggcgctggag
ggagcaggtg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggece
caagcaggcyg
gacceeggag
ggtgcaggcg
ggccatcgcc

ggtgetgtge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



caggcccacg
caggegetgg
ccccagcagg
cagcggetgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacccecgg
acggtgeagg
gtggccateg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgececgg
agcaatggcg
ccggegttgg
cectgegetgg
aagtccgage
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcccg
gacaccaagg
aggtacgtyg
gtgtaccect
aactacaagg
tcegtggagg
gaggtgagga
<210> 68

<211> 2832
<212> ADN

gcttgacccce
agacggtgca
tggtggccat
tgeceggtget
atggcggtgg
cccacggctt
cgectggagac
agcaggtggt
cgetgttgece
ccagcaataa
gccaggecca
agcaggecgct
ccececcagea
tecagegget
ccatecgecag
tgctgtgeca
gcggcaggcec
cegegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttettecat
acggcgecat
cctacteccgg
aggagaacca
ccagcgtgac
cccagctgac
agctcctgat

ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

ES 2782 125713

ggagcaggtg
ggcgetgttg
cgccagcaat
gtgccaggece
caagcaggcyg
gaccccggag
ggtccagegg
ggccatcgece
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgecggtyg
caatggecggt
ggccecacggce
ggcgetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatcegag
gatcgeecgg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag

caacggegagqg

gtggccatcg
ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgyg
agcaatattg
caggeccacy
caggcegetgg
ccccagecagg
cagcggetgt
atecgccageca
ctgtgecagg
ggcaagcagg
ttgaccecte
agcattgttg
ctcgtcgect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggg
ggctccececa
ctgccecateg
aagcacatca
ttecectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg

atcaactteg

74

ccagcaatat
gccaggecca
agcaggcgct
coccceocagea
tccagegget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gettgacece
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttatc
tggectgecet
tcageegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgg
gccaggccga
accccaacga
tgteocggeea
actgcaacgg
ccggcaccect

cggccgactg

tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggeeo
gttgccggtg
ccacgatggc
ggcccacgge
ggcgectggag
ccagcaggtyg
geggetgttg
cgccagecaat
gtgccaggee
caagcaggcg
gaccccoocag
ggtccagcgg
ggccategec
tegececctgat
cggcgggegt
ccagetggtg
cgtgecccac
cetggagatg
gggcggctee
cgtgategtyg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaagggce
cgcegtgetg
gaccctggag

ataa

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2814



5

<220>

ES 2782 125713

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 68
atgggcgate
gagagacagc
cagcaacagqg
ctggteggee
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggegyg
attgcaaaac
acgggtgeccee
ggcaagcagg
ttgaccecegg
acggtgcagyg
gtggccateg
ccggtgetgt
ggceggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg
caggcccacy
caggegetgy
ccggagcagg
caggegetgt
atcgccagea
ctgtgeocagg
ggcaagcagg
ttgaccccgg

acggtccage

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tegetgtcaa
ttggcgtcgg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
cgctgttgee
ccagccacga
gccaggcecca
agcaggcegcet
coccocagea
tccagegget
ccatcgecag
tgctgtgcca
geggcaagea
gcttgaccee
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
atggcggtgg
ccecacggett
cgctggagac
agcaggtggt

ggctgttgee

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccyg
gaccgecagtg
gaccccccag
ggtccagcgg
ggccategeco
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggea
gttgceggtg
caatggcggt
ggcccacggce
ggcgetggag
ggagcaggtg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgecaggec
caagcaggcg
gacccccocag
ggtccagegyg
ggccatcgec

ggtgctgtgce

atcgataagg
gccgatctac
cgttegacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tccggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgcegg
agcaatattg
caggeccacy
caggcgetgg
ccccagcagg
cageggcetgt
atcgecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacccecgg
acggtccage
gtggcecatcg
ccggtgetgt
attggtggca
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg

caggcccacyg

75

agaccgecge
gcacgctcgg
tggegeagea
taagccaaca
cgttgecaga
gcgctctgga
acacaggcca
atgcatggeg
ccatecgeocag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgacccee
agacggtcca
tggtggccat
tgececggtget
atggeggtgy
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagccacga
gccaggecca
agcaggcgct
cccceocagoa
tccagegget
ccategecag
tgctgtgcca
gcggecaagea

gcttgacecec

tgccaagtte
ctacagccag
ccacgaggea
cccggeageg
ggcgacacac
ggccttgete
acttctcaag
caatgcactg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ggagcaggtyg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggee
caageaggeyg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatcgce
ggtgetgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtg
ggtggtggec
gttgcceggtg
caatggceggt
ggcccacgge
ggcgctggag

ccagcaggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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76

gtggeccateg ccagcaatgg cggtggcaag caggcgetgg agacggtcca geggetgttg 1800
ccggtgectgt gccaggecca cggettgacc ccggagcagg tggtggecat cgccagecac 1860
gatggcggeca agcaggeget ggagacggtce cageggetgt tgecggtget gtgocaggece 1920
cacggcttga ccccccagea ggtggtggcc atcgeccagca atggecggtgg caagcaggceg 1980
ctggagacgg tccagegget gttgeoceggtg ctgtgocagg cccacggett gaccccteag 2040
caggtggtgg ccatcgecag caatggegge ggecaggcecegg cgctggagag cattgttgec 2100
cagttatctc gccctgatec ggegttggec gegttgacca acgaccacct cgtcgecttg 2160
gecctgecteg geogggegtcoe tgegetggat gcagtgaaaa agggattggg ggatcctate 2220
ageccgttccece agetggtgaa gtccgagctg gaggagaaga aatccgagtt gaggcacaag 2280
ctgaagtacg tgccccacga gtacategag ctgatcgaga tcgeceggaa cagcacccag 2340
gaccgtatcc tggagatgaa ggtgatggag ttcttcatga aggtgtacgg ctacaggggc 2400
aagcacctgyg gceggetceccag gaageccgac ggegccatet acacegtggg cteccecceatce 2460
gactacggeg tgatcgtgga caccaaggee tactecggeg gcectacaacct geccatcgge 2520
caggccgacyg aaatgcagag gtacgtggag gagaaccaga ccaggaacaa gcacatcaac 2580
cccaacgagt ggtggaaggt gtaccectce agegtgaceg agttcaagtt cctgttegtg 2640
tceggecact tcaagggcaa ctacaaggcee cagctgacca ggectgaacca catcaccaac 2700
tgcaacggeg ccgtgetgte cgtggaggag ctocctgatcg geggegagat gatcaaggcece 2760
ggcaccctga ccctggagga ggtgaggagg aagttcaaca acggcgagat caacttegeg 2820
gecgactgat aa 2832
<210> 69
<211> 2814
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de nucleasa TALE
<400> 69
atgggcegate ctaaaaagaa acgtaaggtce atcgattace catacgatgt tcocagattac 60
getatecgata tegecgatet acgcacgete ggotacagec agcagcaaca ggagaagatce 120
aaaccgaagyg ttegttcgac agtggegecag caccacgagg cactggtcgg ccacgggttt 180
acacacgege acategttge gttaagecaa cacceggeag cgttagggace cgtegetgte 240
aagtatcagg acatgatcge agegttgcca gaggegacac acgaagcegat cgttggegte 300
ggcaaacagt ggtccggege acgegetctg gaggeettge tcacggtgge gggagagttg 360
agaggtccac cgttacagtt ggacacaggc caacttctca agattgcaaa acgtggceggce 420



gtgaccgcag
ttgacceccce
acggtccage
gtggccateg
ceggtgetgt
ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg
caggeccacg
caggcgetgg
ceggageagyg
cagcggetgt
ategecagea
ctgtgecagy
ggcaagcagg
ttgaccecegg
acggtgcagg
gtggccatcg
ceggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatggcey
ccggegttgg
cctgegetgg
aagtccgagc

gagtacatceg

tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccageaataa
gccaggcocca
agcaggcgct
cccoggagea
tccagcggcet
ccatcgeccag
tgctgtgecca
gcggcaagca
gcettgaceee
agacggtgca
tggtggcceat
tgceggtget
atattggtgg
cocacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cgetgttgec
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggcgcet
ccccccagea
tccagegget
ccatcgcecag
tgctgtgcceca
gcggcaggcec
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa

agctgatega
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gcatgcatgg
ggccatcgee
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtg
ccacgatggc
ggcccacggc
ggcgctggag
ggagcaggty
ggcgetgttg
cgecagocac
gtgeccaggece
caagcaggeyg
gacccooocay
ggtccagegg
ggccatcgece
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtg
ggtggtggce
gttgceggtg
ccacgatggc
ggcccacggce
ggegetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag

gatcegecegyg

cgcaatgcac
agcaatggceg
caggcccacyg
caggegetgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atecgeccagece
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacccecgg
acggtccagc
gtggecateg
ccggtgetgt
gatggeggea
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatattg
caggcccacg
caggcgctgg
ccggagcagg
caggcgctgt
atcgccageca
ctgtgcecagg
ggcaagcagg
ttgaccecete
ageattgtty
ctegtcgect
ggggatccta
ttgaggcaca

aacagcaccce

77

tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccee
agacggtcca
tggtggececat
tgeceggtget
acgatggcgg
cccacggctt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgece
ccagcaatat
gccaggccca
agcaggegcet
ccecoggagea
tgeaggeget
ccatogecag
tgectgtgeca
gtggcaageca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggecat
tgeccggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cceagttate
tggcctgect
tcagcegtte
agctgaagta

aggaccgtat

cccgcetcaac
ggegetggag
ccagcaggtg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcce
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegyg
ggccatcgecce
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggte
ggtggtggec
gttgeeggtg
caataatggt
ggcceacggo
ggcgctggag
ccagecaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgcecaggec
caagcaggcy
gaccccggag
ggtccagcgg
ggcecatcgece
tcgeectgat
cggegggegt
ccagetggtyg
cgtgccccac

cctggagatg

480

540

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340
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aaggtgatgg
aggaagcccg
gacaccaagqg
aggtacgtgg
gtgtaccceccet
aactacaagg
tcegtggagg
gaggtgagga
<210> 70

<211> 2832
<212> ADN

agttecttcat
acggcgccat
cctactecgg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagctgac
agctecctgat

ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag

caacggcgag

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 70

atgggcgatc
gagagacagc
cagcaacagg
ctggteggece
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcegyg
attgcaaaac
acgggtgccc
ggcaagcagg
ttgacccccee
acggtccage
gtggccatcg
ceggtgetgt
attggtggca
cacggcttga
ctggagacgy

caggtggtgg

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgctgtcaa
ttggegtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgcectcaactt
cgcetggagac
agcaggtggt
ggctgttgeco
ccagccacga
gecaggeccea
agcaggcgct
cccoccagea
tccagegget

ccatcgecag

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccccggag
ggtcecagegg
ggccatagec
ggtgetgtge
tggcggcaag
cggettgace
ggagacggtg
ggtggtggec
gttgeeggtg

ccacgatgge

ggctacaggg
ggctceccceca
ctgeccateg
aagcacatca
tteetgtteg
cacatcacca
atgatcaagg

atcaactteg

atcgataagg
gcecgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgecag
teceggegeac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtgg
ctgttgecegg
agcaatggcg
caggcccacg
caggcgetgg
ccggageagg
caggcgcectgt
atcgccagea
ctgtgecagg

ggcaagcagg

78

gcaagcacct
tcgactacgg
gocaggocoga
accccaacga
tgtecggeca
actgcaacgg

ccggecaccect

cggecgactg

agaccgccgc
gcacgctcgyg
tggcgcagca
taagccaaca
cgttgccaga
gcegetetgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccatcgccag
tgetgtgecea
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggett

cgectggagac

gggcggctee
cgtgatcgtg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttecaaggge
cgecgtgetg
gaccctggag

ataa

tgccaagttc
ctacagccag
ccacgaggca
cccggcageg
ggcgacacac
ggecettgete
acttctcaag
caatgcactg
ccacgatgge
ggcecacgge
ggcgctggag
ggagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggece
caagcaggcyg
gaccccggag

ggtccagegg

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2814

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



5

ctgttgeegg
agcaatggcg
caggcccacg
caggcegetgg
ccccagcagy
cagcggctgt
atecgecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacecegg
acggtccage
gtggcceateg
ceggtgetgt
gatggcggea
cacggettga
ctggagacqgy
caggtggtgg
cagttatcte
gcectgecteg
agccgtteee
ctgaagtacg
gaccgtatecc
aagcacctgg
gactacggeg
caggccgacg
cccaacgagt
tccggcecact
tgcaacggeg
ggcacecctga

gccgactgat

<210> 71
<211> 2814
<212> ADN

tgetgtgeeca
gtggcaagca
gcttgaccec
agacggtcca
tggtggccat
tgecggtget
atggeggtayg
cccacggcett
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
gccaggooca
agcaggcget
cceccecagea
tccagegget
ccatcgeocag
gcecctgatec
gegggegtece
agctggtgaa
tgccecacga
tggagatgaa
gcggctcecag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgte
ccectggagga

aa
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ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggec
caagcaggceg
gaccecggag
ggtgcaggeg
ggccatogee
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggte
ggtggtggee
gttgeeggty
caatggcgge
ggegttggee
tgegetggat
gtcecgagetyg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggec
gtacgtggag
gtacccectec
ctacaaggcc
cgtggaggag

ggtgaggagyg

ttgacececcece
acggtccage
gtggccatcg
ceggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgccgg
agccacgatg
caggoccacy
caggcgctgg
ccggageagy
cagcggetgt
atcgecageca
ctgtgecagy
ggcaggecgyg
gcgttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgcecatct
tactccggeyg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca
ctecctgateg

aagttcaaca

79

agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaataa
gccaggecca
agcaggcgcet
ccccccagea
tececagegget
ccatcgecag
tgctgtgceca
gcggcaagea
gcttgacece
agacggtgca
tggtggeoeat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagag
acgaccacct
agggattggy
aatccgagtt
tcgececggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gcggcgagat

acggcgagat

ggccatcegece
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgeeggtg
caatattggt
ggcccacggce
ggcegetggag
ggagcaggtyg
ggcgectgttg
cgcecagocac
gtgccaggec
caagcaggcg
gacccctcay
cattgttgee
cgtcgeettg
ggatcctatce
gaggcacaag
cagcacccag
ctacaggggc
ctcecececate
gceccategge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggcc

caacttcgeg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2832
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<213> Secuencia artificial

80

<220>

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 71
atgggcgatc ctaaaaagaa acgtaaggtc atcgattacce catacgatgt tccagattac 60
gctategata togecegatet acgcacgetce ggetacagece agcagcaaca ggagaagatce 120
aaaccgaagg ttcgttcgac agtggecgcag caccacgagg cactggtcgg ccacgggttt 180
acacacgege acategttge gttaagccaa cacceggeag cgttagggac cgtegetgte 240
aagtatcagg acatgatcgce agcecgttgcecca gaggcecgacac acgaagcogat cgttggegtce 300
ggcaaacagt ggtccggcecge acgcgctcoctg gaggceccttge tcacggtgge gggagagttg 360
agaggtccac cgttacagtt ggacacaggc caacttctca agattgcaaa acgtggcecggce 420
gtgaccgcag tggaggcagt gcatgcatgg cgcaatgcac tgacgggtgc cccgcetcaac 480
ttgacccoceee ageocaggtggt ggccatcgoece agcaataatg gtggcaagcea ggegetggag 540
acggtccage ggectgttgee ggtgetgtge caggeccacg gettgaccce ccagcaggtg 600
gtggeccateg ccagecaatgg cggtggcaag caggegetgg agacggtcca geggetgttg 660
coggtgotgt geccaggeocca cggettgace ceccagcagg tggtggeocat cgecagcaat 720
aatggtggea agcaggceget ggagacggtce cageggetgt tgeceggtget gtgecaggee 780
cacggettga cccecccageca ggtggtggec atcgecageca atggoggtgg caagcaggeg 840
ctggagacgg tccagcgget gttgecggtg ctgtgccagg cccacggett gacceccccag 900
caggtggtgg ccatcgeocag caatggoggt ggcaagcagg cgctggagac ggtccagegg 960
ctgttgeocegg tgctgtgeca ggeccacgge ttgaccccoce agcaggtggt ggeccatcgece 1020
agcaatggecg gtggcaagca ggcgctggag acggtccagc ggctgttgcecc ggtgetgtge 1080
caggecccacg gcttgaccce ccagcaggtg gbtggeccatcg ccagcaataa tggtggcaag 1140
caggcgctgg agacggtcca gcggetgttg ccggtgetgt gccaggccca cggcttgacce 1200
ccggagecagg tggtggccat cgccagcaat attggtggca agcaggcgct ggagacggtyg 1260
caggegetgt tgeccggtget gtgeoccaggec cacggecttga ccccccagca ggtggtggece 1320
atcgccagca ataatggtgg caagcaggceg ctggagacgg tccagcecggct gttgeccggtg 1380
ctgtgccagg cccacggett gaccccggag caggtggtgg ccatcgccag ccacgatggce 1440
ggcaagcagg cgctggagac ggtccagcegg ctgttgcegg tgectgtgcca ggeccacggce 1500
ttgacccegg agcaggtggt ggccatcgcc agccacgatg gcggcaagca ggcgetggag 1560
acggtccage ggectgttgee ggtgetgtge caggeccacyg gettgaccec ggageaggtg 1620
gtggccatcg ccagcaatat tggtggcaag caggcgctgg agacggtgca ggcgetgttg 1680



10

ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtygyg
ctgttgecegyg
agcaatggcg
ceggegttgg
cctgegetgg
aagtccgagc
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaagcceg
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtaccccet
aactacaagg
tcegtggagg
gaggtgagga
<210>72

<211> 2832
<212> ADN

gccaggccca
agcaggcgct
cccecggagea
tccagecggcet
ccatcgccag
tgetgtgeca
gcggcaggcc
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatega
agttcttcat
acggcgeeat
cctacteegg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagcetgac
agctcectgat

ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

cggcttgacc
ggagacggtce
ggtggtggcee
gttgccggtg
caatattggt
ggcccacggce
ggcgetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gategeeegg
gaaggtgtac
ctacaccgtyg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggeggegag

caacggcgag

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 72

atgggegatce
gagagacagce
cagcaacagyg
ctggtcggce
ttagggaccg
gaagcgatcg
acggtggcgg

attgcaaaac

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgectgtcaa
ttggegtegg
gagagttgag

gtggcggegt

acgtaaggtce
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg

gaccgcagtg

ccccagcagg
cagcggcetgt
atcgccagee
ctgtgccagyg

ggcaagcagyg

ttgacccete
agcattgttg
ctcgtcgect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccce
ggctacaggyg
ggctecececca
ctgcccateg
aagcacatca
ttectgtteg
cacatcacca
atgatcaagyg

atcaacttcg

atcgataagg
gccogatctac
cgttegacag
atcgttgcgt
atgatcgcag
tceggegeac

ttacagttgg

gaggcagtgce

81

tggtggccat
tgccggtget
acgatggcgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttatc
tggcectgect
tecagecegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacet
tegactacgg
gcocaggacga
accccaacga
tgtcecggeea
actgcaacgg
ccggcaccect

cggccgactg

agaccgecge
gcacgcetegg
tggcgcagea
taagccaaca
cgttgccaga
gcgctetgga
acacaggcca

atgcatggcg

cgccagcaat
gtgccaggcce
caagcaggcg
gaccccggag
ggtgcaggcyg
ggccatcgec
tcgeectgat
cggcgggegt
ccagetggtyg
cgtgccccac
cetggagatyg
gggcggctec
cgtgatcgtyg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgcecgtgetg
gaccctggag

ataa

tgeccaagtte
ctacageccag
ccacgaggca
cccggcageg
ggcgacacac
ggccttgete
acttctcaag

caatgcactg

1740
1800
1860
1520
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2814

60

120

180

240

300

360

420

480



acgggtgccec
ggcaagcagy
ttgaccecccce
acggtccagc
gtggccatceg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcecgg
agcaatggcg
caggcccacg
caggcgcetgyg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgcocageca
ctgtgccagg

ggcaagcagqg

ttgacccccece
acggtccagce
gtggccatcg
ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
cagttatctc
gcctgecteg
agccgttcecce

ctgaagtacg

cgctcaactt
cgcetggagac
agcaggtggt
ggctgttgcc
ccagcaataa
gccaggecca
agcaggcgcet
ccccggagea
tcecagecgget
ccatcgecag
tgctgtgecea
gtggcaagca
gcttgacccc
agacggtcca
tggtggeccat
tgcecggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaataa
gccaggcecca
agcaggecgct
ccccccagea
tccagecgget
ccatecgecag
gccctgateco
gcgggegtoce
agctggtgaa

tgccccacga
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gaccceccag
ggtecagegg
ggeccatecgece
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgeeggtg
ccacgatggc
ggcccacggc
ggcgctggag
ccagcaggtg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcg
gaccccccag
ggtccagegg
ggeccatcgece
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgeeggtg
caatggcggc
ggcgttggec
tgegetggat
gteccgagetg

gtacatcgag

caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaatggcg
caggcccacg
caggegetgg
ccccagcagg
cagcggetgt
atecgeccagece
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgacceccece
acggtccagc
gtggccatcg
ceggtgetgt
ggcggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeegg
agcaataatg
caggcccacyg
caggegetgg
ccccagcagg
cagecggetgt
atcgccagceca
ctgtgccagg
ggcaggccgg
gcgttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga

ctgatcgaga

82

ccategecag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgacccc
agacggtcca
tggtggeccat
tgccggtget
acgatggcgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgcc
ccagcaatgg
gccaggecea
agcaggcgct
ccccccagca
tccagegget
ccatcgccag
tgctgtgcca
gtggcaagca
gcttgacecece
agacggtcca
tggtggccat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggcett
cgctggagag
acgaccacct
agggattggg
aatccgagtt

tcgccecggaa

caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggec
caagcaggcg
gacccecggag
ggtccagegy
ggccatcgcco
ggtgctgtgc
cggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtg
caataatggt
ggcccacggc
ggcgetggag
ccagcaggtyg
geggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcec
caagcaggcg
gacccctecag
cattgttgcc
cgtcegecttyg
ggatcctatc

gaggcacaag

cagcacccag

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



10

gaccgtatece
aagcacctgg
gactacggey
caggccgacg
cccaacgagt
tceggecact
tgcaacggcg
ggcaccctga

gccgactgat

<210>73
<211> 2814
<212> ADN

tggagatgaa
geggetccag
tgatcegtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
ccgtgetgte
ccctggagga

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggec
gtacgtggag
gtaccecctee
ctacaaggcc
cgtggaggag

ggtgaggagg

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 73

atgggcgatc
gctatcgata
aaaccgaagqg
acacacgcgc
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgacecegg
acggtccage
gtggccatcg
ceggtgetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtag
ctgttgccgg

agccacgatg

ctaaaaagaa
tcgcegatcet
ttegttegac
acatcgttgce
acatgatcge
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgcc
ccagccacga
gecaggecca
agcaggcgcet
cceceggagea
tgcaggecget
ccatecgocay
tgctgtgeca

gcggcaagea

acgtaaggtc
acgcacgctc
agtggcgcag
gttaagccaa
agcgttgeca
acgcgctetg
ggacacaggce
gcatgcatgg
ggccatcegec
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggtg
ccacgatggce
ggcccacgge

ggcgcetggag

ttecttcatga
ggcgecatct
tacteecggeg
gagaaccaga
agcgtgacceg
cagctgacca
ctcctgateg

aagttcaaca

atcgattacc
ggctacagcc
caccacgagqg
cacccggeag
gaggcgacac
gaggccttge
caacttetea
cgcaatgcac
agccacgatg
caggcccacg
caggcgetgyg
ceggageagy
cagcggctgt
atecgecagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccccgg

acggtccage

83

aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gcggcgagat

acggcgagat

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtegg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtggc
agattgcaaa
tgacgggtge
gcggcaagea
gcttgacccc
agacggtcca
tggtggecat
tgceggtget
atattggtgg
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt

ggctgttgee

ctacaggggc
ctceceeccate
geccategge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggcc

caacttcgeg

tccagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttg
acgtggegge
cccgcetcaac
ggcegetggag
ggagcaggtg
gcggctgttg
cgecagecac
gtgccaggcece
caagcaggcey
gaccccggag
ggtccagegg
ggccatcgcee

ggtgctgtge

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2832

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

s00

960

1020

1080



caggcccacg
caggcgctgg
cccocageagy
cagcggetgt
atcgeocagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccceccec
acggtccagc
gtggccatcg
cceggtgetgt
gatggeggca
cacggecttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeceogg
agcaatggcg
ccggegttgg
cctgegetgg
aagtcegage
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaagocceg
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtacccct
aactacaagg
teegtggagg
gaggtgagga
<210>74

<211> 2832
<212> ADN

gcttgaccee
agacggtcca
tggtggecat
tgcecggtgct
atattggtgg
cccacggcett
cgoctggagac
agcaggtggt
ggctgttgecc
ccagcaatgg
gccaggecca
agcaggeget
ccccccagea
tccagegget
ccatcgccag
tgctgtgeca
gcggcaggcc
cegegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttetteat
acggegecat
cctactccgg
aggagaacca
ccagcgtgac
cccagctgac
agctcctgat

ggaagttcaa
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ggagcaggtyg
gcggetgttg
cgcecageaat
gtgccaggece
caagcaggcyg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatcgcec
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggte
ggtggtggece
gttgccggtg
ccacgatggc
ggcccacggce
ggcgctggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgeccygy
gaaggtgtac
ctacacegtyg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag

caacggcgag

gtggccateg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggecttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecegg
agcaataatg
caggcccacg
caggcgctgg
ccggageagyg
cagcggetgt
ategcecagea
ctgtgocagg
ggcaagcagg
ttgaccccte
agcattgttg
ctegtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacageaccce
ggctacaggyg
gygcteoeceoeca
ctgcccatcg
aagcacatca
ttcectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg

atcaactteg

84

ccagccacga
gccaggccca
agcaggeget
cccocggagea
tgcaggeget
ccatcgccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgaccece
agacggtcca
tggtggecceat
tgoceggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttatc
tggecetgect
tcagccgttce
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tegactacgy
gccaggccga
accccaacga
tgtccggeca
actgcaacgg

ccggcacccet

cggcecgactg

tggeggcaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgecggtyg
caataatggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggctgttg
cgcecagccac
gtgcocaggec
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagcgg
ggccatecgeco
tcgeccetgat
cggegggegt
ccagctggtg
cgtgecceac
cetggagatyg
gggcggcteo
cgtgategtyg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgeccgtgetg
gaccctggag

ataa

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2814
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<213> Secuencia artificial

85

<220>

<223> Secuencia de nucleasa TALE

<400> 74
atgggecgatec ctaaaaagaa acgtaaggtc atcgataagg agaccgecge tgeccaagttce 60
gagagacagce acatggacag catcgatatc geccgatctac gecacgctecgg ctacagccag 120
cagcaacagg agaagatcaa accgaaggtt cgttcgacag tggcgcagca ccacgaggca 180
ctggteggee acgggtttac acacgegcac ategttgegt taageccaaca cceggcoageg 240
ttagggaccyg tcgetgtcaa gtatcaggac atgatcgecag cgttgecaga ggcecgacacac 300
gaagegateg ttggogtegg caaacagtgg tceocggegeac gegetctgga ggocttgete 360
acggtggegg gagagttgag aggtccaccg ttacagttgg acacaggcca acttetcaag 420
attgcaaaac gtggecggcegt gaccgcagtg gaggcagtgce atgcatggeg caatgcactg 480
acgggtgeece cgetcaactt gaccccccag caggtggtgg ccatcgceccag caataatggt 540
ggcaagcagg cgctggagac ggtccagegg ctgttgecgg tgetgtgecca ggecccacgge 600
ttgacccoece agcaggtggt ggecatcgece agcaataatg gtggcaagca ggegetggag 660
acggtccagec ggctgttgcc ggtgctgtgc caggcccacg gcecttgacccece ccagecaggtg 720
gtggccatcg ccagcaataa tggtggcaag caggecgectgg agacggtcca geggetgttg 780
ccggtgetgt gocaggccca cggcettgace ccggagcagg tggtggccat cgccageaat 840
attggtggea agcaggeget ggagacggtyg caggegetgt tgeecggtget gtgocaggece 900
cacggettga cccccecagea ggtggtggee ategecagea ataatggtgg caageaggeg 960
ctggagacgg tccagcecggcect gttgccggtg ctgtgccagg cccacggcett gaccccggag 1020
caggtggtgg ccatcgccag caatattggt ggcaagcagg cgectggagac ggtgcaggceg 1080
ctgttgcecgg tgctgtgcca ggcccacggce ttgacccecc agcaggtggt ggccatcgcece 1140
agcaatggeg gtggcaagca ggcegetggag acggtccage ggetgttgee ggtgetgtge 1200
caggceccacyg gcecttgaceceec ggagcaggtg gtggccatcg ccagocacga tggecggcaag 1260
caggcgctgg agacggtcca gcggcectgttg ccggtgectgt gcoccaggeccca cggettgacc 1320
ccecagecagg tggtggecat cgeccagcaat ggeggtggea agcaggeget ggagacggtce 1380
cagcggctgt tgccecggtget gtgccaggecc cacggcecttga ccccggagca ggtggtggec 1440
atcgccagece acgatggegg caagcaggeg ctggagacgg tccageggcet gttgecggtg 1500
ctgtgecagyg ccoccacggett gaccecccag caggtggtgg ccatcgecag caatggeggt 1560
ggcaagcagg cgctggagac ggtccagegg ctgttgeccgg tgectgtgcca ggeccacgge 1620
ttgacccecece agcaggtggt ggccatcgcec agcaataatg gtggcaagca ggcgctggag 1680
acggtccage ggctgttgece ggtgetgtge caggoceccacg gettgaccee ggageaggtg 1740



10

15

20

25

gtggccatcg
ceggtgetgt
ggcggtggcea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
cagttatcte
gectgecteg
agccgttece
ctgaagtacg
gaccgtatcece
aagcacctgg
gactacggeg
caggccgacg
cccaacgagt
teeggecact
tgcaacggeg
ggcaccctga
gecgactgat
<210> 75

<211> 21
<212> ADN

ccagccacga
gccaggecca
agcaggcgcet
ccccccagea
tccagcggcet
ccatcgecag
gccctgatee
gcgggegtee
agctggtgaa
tgcecccacga
tggagatgaa
gceggcetecag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
cegtgetgte
ccctggagga

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 75

atcactggca tctggactcc a

<210> 76
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 76

agagccccta ccagaaccag ac

<210> 77
<211> 22
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tggcggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggtg
caatggcgge
ggcegttggece
tgcgetggat
gtcecgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggoe
gtacgtggag
gtacccctee
ctacaaggcc
cgtggaggag

ggtgaggagg

caggcgcetygg
ccccagcagg
cagcggcetgt
atcgccagceca
ctgtgccagg
ggcaggcecgg
gcgttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttettecatga
ggcgccatcet
tacteccggeg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca
ctectgateg

aagttcaaca

86

agacggtcca

tggtggccat
tgceggtgcet
atggeggtgy
cccacggctt
cgctggagag
acgaccacct
agggattggy
aatccgagtt
tcgeecggaa
aggtgtacgg
acaccgtggyg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
geggegagat

acggcgagat

21

22

geggetgttyg
cgccagcaat
gtgccaggcc
caagcaggcg
gacccctcag
cattgttgce
cgtegecttg
ggatcctatce
gaggcacaag
cagcacccag
ctacagggge
ctcecececate
gcccatogge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggece

caacttcgcg

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2832



10

15

20

25

30

35

40

45

50
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 77
ggacctagta acataattgt gc

<210>78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 78
cctcatgtct agcacagttt

<210>79

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 79
accagctcag ctccacgtgg t

<210> 80

<211> 58

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 80
tctcgcetecg tggcecttage tgtgetecgeg ctactcetctc tttctggect ggaggceta

<210> 81

<211> 2814

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Beta2M T01- TALEN - IZQUIERDA

<400> 81

atgggcgate ctaaaaagaa acgtaaggte atcgattacce
gctatcgata tcgeegatcet acgcacgete ggctacagece
aaaccgaagg ttcgttcgac agtggcgcag caccacgagg

acacacgcgce acatcgttge gttaagccaa cacceggcag

87

22

20

21

58

catacgatgt tccagattac
agcagcaaca ggagaagatc
cactggtcgg ccacgggttt

cgttagggac cgtegetgte

60

120

180

240



aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgacccece
acggtccage
gtggeccateg
ceggtgetgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg
ctgttgecegg
agcaatggcg
caggcccacy
caggegetgg
ccccagcagyg
cagcggetgt
atcgeccagece
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccececee
acggtccage
gtggccatcg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg
ctgttgeegg
agcaatggcg

ceggegttgg

acatgatcge
ggtccggcge
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaataa
gccaggccca
agcaggcget
cccoggagea
tecagegget
ccatcgccag
tgetgtgeea
gtggcaagca
gcttgaccee
agacggtgca
tggtggecat
tgeceggtget
acgatggcegy
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatgg
gccaggccca
agcaggcgcect
ccccggagea
teccagegget
ccategccag
tgctgtgeca
gcggcaggee

ccgegttgac
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agcgttgececa
acgcgetetg
ggacacagge
gcatgcatgg
ggccataogee
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgcecggtg
caatggcggt
ggcccacgge
ggcgctggag
ggagcaggtg
ggcgetgttyg
cgccagcaat
gtgccaggce
caagcaggcg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccategee
ggtgctgtge
cggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtyg
caatggecggt
ggcccacgge
ggcgctggag

caacgaccac

gaggcgacac
gaggcecttge
caacttetea
cgcaatgcac
agcaataatg
caggcccacg
caggegetgg
ccggagecagg
cagcggectgt
atcgccagece
ctgtgecagy
ggcaagcagg
ttgacececee
acggtccagc
gtggccatecg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgg
agcaataatg
caggcccacy
caggcgctgg
ccccagcagg
cagcggetgt
atcgccagcece
ctgtgccagyg
ggcaagcagg
ttgacccecete
agcattgttg

ctegtegect

88

acgaagegat
tcacggtggce
agattgcaaa
tgacgggtgce
gtggcaagca
gcttgacccee
agacggtcca
tggtggecat
tgccggtgcet
acgatggcgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgecc
ccagcaatat
gccaggecca
agcaggecgcet
cccoggagea
tccagegget
ccatcgccag
tgetgtgececa
gtggcaagca
gcttgaccee
agacggtcca
tggtggecat
tgeceggtget
acgatggegg
cccacggett
cgetggagac
agcaggtggt
cccagttate

tggectgect

cgttggegtce
gggagagttg
acgtggegge
cccgetcaac
ggcgetggag
ccagcaggtyg
gcggetgttg
cgccagecac
gtgccaggcecce
caagcaggcg
gaccccoccag
ggtccagcgg
ggccategee
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgccggty
caatggcggt
ggcccacgge
ggcgetggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggece
caagcaggcg
gaccccccag
ggtccagcgg
ggccategee

tegecetgat

cggcgggegt

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160



10

cctgegetgg
aagtccgage
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaagcccg
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtaccect
aactacaagg
tcegtggagg
gaggtgagga
<210> 82

<211> 2832
<212> ADN

atgcagtgaa
tggaggagaa
agcetgatega
agttcttcat
acggcgeccat
cctactcoegyg
aggagaacca
ccagegtgac
cccagctgac
agctectgat

ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

aaagggattg
gaaatccgag
gategeeoegy
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag

caacggcgag

<223> Beta2M T01 TALEN -DERECHA

<400> 82

atgggcgéic
gagagacagc
cagcaacagqg
ctggteggec
ttagggaccg
gaagcgateg
acggtggegyg
attgcaaaac
acgggtgccc
ggcaagcagyg
ttgaccecee
acggtccage
gtggcecateg
ceggtgetgt

gatggcggca

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgctgtcaa
ttggcgtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagccacga
gccaggeoca

agcaggcgct

acgtaaggtc
catcgatatc
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaccg
gaccgcagtg
gaccccggag
ggtgcaggeg
ggccatcgece
ggtgctgtge
tggcggcaag
cggettgace

ggagacggtc

ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccece
ggctacaggg
ggctcececceca
ctgcecateg
aagcacatca
ttecctgtteg
cacatcacca
atgatcaagg

atcaactteg

atcgataagg
gccgatctac
cgttcgacag
atcgttgegt
atgatcgcag
tceggegeac
ttacagttgg
gaggcagtge
caggtggtgg
ctgttgeegg
agcaataatg
caggceccacg
caggcgctgg
ccggagcagy

cagcggetgt

89

tcagccgtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tecgactacgg
gcecaggecga
accccaacga
tgteccggeca
actgcaacgg
ccggcaccect

cggccgactg

agaccgecge
gcacgctegg
tggogcagca
taagccaaca
cgttgccaga
gegetectgga
acacaggcca
atgcatggeg
ccatcgceccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgacceee
agacggtcca
tggtggeeat

tgcecggtget

ccagctggtg
cgtgcceccac
cetggagatg
gggeggetee
cgtgatcgtg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgccgtgetg
gaccctggag

ataa

tgccaagttc
ctacageccag
ccacgaggea
ccoggcagey
ggcgacacac
ggececttgete
acttctcaag
caatgcactg
caatattggt
ggcccacggc
ggcgcetggay
ggagcaggtg
gcggetgttg
cgocagecac

gtgccaggec

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2814

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeegg
agccacgatyg
caggcccacyg
caggcgetgg
ccccagcagg
cageggetgt
atcgccagcea
ctgtgecagg
ggcaagcagg
ttgaceccegg
acggtccage
gtggccateg
coggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacqgg
caggtggtgg
cagttatete
gcetgecteg
agcegttecee
ctgaagtacg
gaccgtatce
aagcacctgg
gactacggeg
caggccgacg
cccaacgagt
tceggecact
tgcaacggeg

ggcaccctga

ccoccccagea
tccagecggcet
ccatcgccag
tgctgtgeca
goggcaagea
gcttgaccee
agacggtgca
tggtggeccat
tgceggtget
ataatggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgeco
ccagcaatat
gocaggecca
agcaggcgcet
ccccggagea
tgcaggeget
ccatcgecag
gecectgatcee
gegggegtee
agctggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
geggcetecag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
cagtgetgte

ccctggagga

ES 2782 125713

ggtggtggce
gttgccggtg
ccacgatgge
ggcccacgge
ggcegetggay
ggagcaggtyg
ggcgetgttg
cgccagcaat
gtgccaggee
caagcaggcg
gacceccggag
ggtccagegg
ggccatecgec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggece
gttgccggtg
caatggcgge
ggegttggec
tgcgetggat
gtccgagcectg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagccocgac
caccaaggcec
gtacgtggag
gtaccecectece
ctacaaggce
cgtggaggag

ggtgaggagg

atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccecegg
acggtcocage
gtggccateg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgcegg
agccacgatg
caggcccacg
caggcgcetgg
coccageagy
cagcggctgt
atcgccagca
ctgtgccagg
ggcaggccgyg
gcgttgaccea
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttetteatga
ggcgcecatet
tacteccggeg
gagaaccaga
agcgtgaccg
cagctgacca
ctcoectgateg

aagttcaaca

90

atggcggtgg
cccacggctt
cgetggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaatat
gccaggecea
agcaggcgcet
ccocccagea
tcecagcgget
ccatcgecag
tgctgtgcea
gcggcaagea
gcttgacece
agacggtgca
tggtggecat
tgeccggtget
atattggtgg
cccacggctt
cgetggagag
acgaccacct
agggattggyg
aatccgagtt
tcgeceoccggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gcggcgagat

acggcgagat

caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegg
ggccecategece
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgceggtg
ccacgatgge
ggcccacggce
ggegetggag
ggagcaggtg
ggcgetgttg
cgecageaat
gtgccaggcc
caagcaggcg
gacccctcag
cattgttgce
cgtegeoettg
ggatcctatce
gaggcacaag
cagcacccag
ctacagggge
ctceoccecate
gcccategge
gcacatcaac
cctgttegtyg
catcaccaac
gatcaaggcec

caacttegeg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



10

15

20

25

gccgactgat aa

<210> 83
<211> 50
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

<223> Secuencia de B2M objetivo de TO2-TALEN

<400> 83

tccaaagatt caggtttact cacgtcatcc agcagagaat ggaaagtcaa

<210> 84
<211> 2814
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Beta2M T02-TALEN - IZQUIERDA

<400> 84

atgggcegate
gctatcgata
aaaccgaagg
acacacgcgce
aagtatcagg
ggcaaacagt
agaggtccac
gtgaccgcag
ttgacccegg
acggtccagce
gtggccatceg
ccggtgetgt
attggtggceca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgecgyg
agcaataatg

caggcccacg

ctaaaaagaa
tegecgatet
ttegttegac
acatcgttge
acatgategce
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
ggctgttgcee
ccagccacga
gccaggeccca
agcaggcgcet
ccccggagea
tgcaggeget
ccatcgccag
tgctgtgeea
gtggcaagea

gcttgaccce

acgtaaggtce
acgcacgete
agtggcgeag
gttaagccaa
agegttgeca
acgcgctctg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccategece
ggtgctgtge
tggcggeaag
cggcttgacc
ggagacggtg
ggtggtggee
gttgceggtg
caatattggt
ggcccacgge
ggcgetggag

ggagcaggtg

ategattacce
ggctacagece
caccacgagqg
cacccggcag
gaggcgacac
gaggccttge
caacttctca
cgcaatgcac
agecacgatg
caggcccacg
caggegetgg
ccggagcagg
caggcgctgt
atcgccagea
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgaccceecee
acggtccage

gtggccatcg

91

50

catacgatgt
agcagcaaca
cactggtcgg
cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtggce
agattgcaaa
tgacgggtgc
gcggcaagea
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgeeggtget
atattggtgg
cocacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee

ccagcaatat

tocagattac
ggagaagatc
ccacgggttt
cgtcgetgte
cgttggegtce
gggagagttg
acgtggcegge
cecegetcaac
ggcgetggag
ggagcaggtyg
gceggetgttyg
cgccagcaat
gtgcecaggec
caagcaggceg
gaccceggayg
ggtgcaggeg
ggccategece
ggtgcetgtge

tggtggcaag

2832

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

%960

1020

1080

1140



caggegetgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgeocagea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccecgg
acggtgcagg
gtggccateg
ccggtgetgt
aatggtggea
cacggcettga
ctggagacgg
caggtggtag
ctgttgccgg
agcaatggeg
ccggegttgg
cctgecgetgg
aagtccgage
gagtacateg
aaggtgatgg
aggaagcccyg
gacaccaagg
aggtacgtgg
gtgtacccct
aactacaagg
tccgtggagg
gaggtgagga
<210> 85

<211> 2832
<212> ADN

agacggtgca
tggtggeccat
tgceggtget
atggeggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgttgec
ccagcaataa
gccaggecca
agcaggecgct
ccogoccagoa
tccagecggcet
ccategecag
tgctgtgeca
gcggcaggcco
ccgegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgecat
cctactcegg
aggagaacca
ccagcgtgac
cccagcectgac
agctcctgat

ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

ggcgetgttg
cgocagecaat
gtgccaggece
caagcaggey
gaccccggag
ggtccagegyg
ggccatcgec
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgceggtyg
caatggeggt
ggcccacggce
ggcgctggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgeccegg
gaaggtgtac
ctacacegtyg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag

caacggegag

ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgeegg
agcaatattg
caggcccacg
caggcgctgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgeccageca
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccecte
agcattgttg
ctecgtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggg
ggctecceca
ctgeccecateg
aagcacatca
ttecctgtteg
cacatcacca
atgatcaagg

atcaactteg

92

gccaggeccca
agecaggeget
ccccccagea
tccagegget
ccatcgeccag
tgctgtgecca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccecat
tgceggtget
atggegatgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
cccagttatc
tggcectgect
tcagccgtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgg
gccaggecga
acccocaacga
tgtceggeca
actgcaacgg
ccggcaccct

cggecgactyg

cggcttgacc
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgcecggtg
ccacgatggc
ggcccacgge
ggcgetggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagcaat
gtgccaggcece
caagcaggoeg
gacceccccag
ggtccagegg
ggccatcgec
tecgecectgat
cggcegggegt
ccagctggtg
cgtgccccac
cctggagatg
gggcggctee
cgtgategtyg
cgaaatgcag
gtggtggaag
cttcaagggc
cgcegtgetg
gaccctggag

ataa

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2814
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<223> Beta2M T02-TALEN DERECHA

93

<400> 85
atgggcgatce ctaaaaagaa acgtaaggtc atcgataagg agaccgecge tgccaagtte 60
gagagacagec acatggacag catcgatatc gocgatctac gcacgetogg ctacagecag 120
cagcaacagg agaagatcaa accgaaggtt cgttecgacag tggegcagea ccacgaggcea 180
ctggteggee acgggtttac acacgegcac atcegttgegt taagcoccaaca cccggcageg 240
ttagggaccg tcgetgtcaa gtatcaggac atgatcgecag cgttgecaga ggcgacacac 300
gaagcgatceg ttggegtegg caaacagtgg tecggegecac gegetctgga ggecttgete 360
acggtggegg gagagttgag aggtccaceg ttacagttgg acacaggcoca acttctcaag 420
attgcaaaac gtggecggegt gaccgecagtg gaggcagtge atgecatggeg caatgecactg 480
acgggtgecce cgctcaactt gaccccececcag caggtggtgg ccatcgecag caataatggt 540
ggcaagcagg cgctggagac ggtecagegg ctgttgecgg tgetgtgeca ggeccacgge 600
ttgaccecegg agcaggtggt ggeccatcgcc agcaatattg gtggcaagca ggecgctggag 660
acggtgeagy cgetgttgee ggtgetgtge caggeccacy gettgaccee ggageaggty 720
gtggccateg ccagecacga tggoeggcaag caggcegetgyg agacggtoca geggetgttg 780
ccggtgetgt geoccaggeccca cggettgacce ccccagcagg tggtggccat cgeccagcaat 840
ggcggtggea agcaggceget ggagacggtc cageggetgt tgeecggtget gtgecaggece S00
cacggettga ccecccagea ggtggtggee ategeocagea atggeggtgg caageaggeyg 960
ctggagacgyg tccagegget gttgecggtg ctgtgecagg cccacggett gaccecccag 1020
caggtggtgg ccatcgecag caatggoggt ggcaagcagg cgetggagac ggtocagegg 1080
ctgttgeegg tgetgtgeca ggeccacgge ttgaceccegg ageaggtggt ggecategee 1140
agccacgatg gcggcaagca ggcgctggag acggtccage ggetgttgee ggtgetgtge 1200
caggcccacg gettgaccee ggagcaggtg gtggccatcg ccageocacga tggoggcaag 1260
caggcgectgg agacggtcca gecggetgttg cocggtgetgt gocaggccca cggettgace 1320
coggagecagg tggtggccat cgecagcaat attggtggeca agecaggeget ggagacggtg 1380
caggcgetgt tgeceggtget gtgecaggee cacggettga ccececccagea ggtggtggece 1440
atcgccagea atggceggtgg caagcaggceg ctggagacgg tccagcgget gttgecggtg 1500
ctgtgccagg cccacggett gaccccccag caggtggtgg ccatcgeccag caatggeggt 1560
ggcaagcagg cgctggagac ggtccagegg ctgttgecegg tgetgtgeca ggeccacgge 1620
ttgacceoegg agcaggtggt ggecatcgec agoccacgatg geggcaagca ggegetggag 1680
acggtcecage ggoctgttgoc ggtgetgtge caggcocccacg gettgaccce ccagecaggtg 1740
gtggccateg ccagecaatgg cggtggcaag caggegetgyg agacggteoca geggetgttg 1300



10

15

20

coggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg
cagttatcete
gcctgecteg
agccegttece
ctgaagtacg
gaccgtatcecce
aagcacctgg
gactacggcg
caggcocgacg
cccaacgagt
tcecggecact
tgcaacggeg
ggcaccctga

gccgactgat

gocaggaecca
agcaggcget
ccceccagea
teccagecgget
ccategecag
gcectgatec
gegggegteo
agcetggtgaa
tgceccacga
tggagatgaa
geggcetacag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt
tcaagggcaa
cegtgetgte
cectggagga

aa

ES 2782 125713

cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggty
caatggcgge
ggcegttggec
tgegetggat
gtccocgagetg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtacceccteco
ctacaaggece
cgtggaggag

ggtgaggagyg

<210> 86

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

cecggageagy
cagceggetgt
atcgccagea
ctgtgecagy
ggcaggcecgg
gegttgaccea
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttecttecatga
ggcgccatcet
tactceggeg
gagaaccaga
agcegtgacceg
cagctgacca
ctectgatceg

aagttcaaca

< 223> Secuencia de B2M objetivo de TO3-TALEN

<400> 86

ttagctgtgc tcgegcetact ctetctttct ggectggagg ctatcca

<210> 87

<211> 2814

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Beta2M TO3-TALEN - IZQUIERDA

<400> 87

atgggegate ctaaaaagaa acgtaaggte atcegattace catacgatgt tccagattac
getategata tegeegatet acgeacgete ggotacagee ageageaaca ggagaagate

aaaccgaagg ttcgttcgac agtggecgcag caccacgagg cactggtegg ccacgggttt

94

tggtggecat
tgeceggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgetggagag
acgaccacct
agggattggg
aatccgagtt
tegeceggaa
aggtgtacgg
acaccgtggg
gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt
ggctgaacca
gocggcegagat

acggcgagat

47

cgccagaecac
gtgccaggee
caagcaggcg
gaccccteag
cattgttgee
cgtegecettyg
ggatcctate
gaggcacaag
cagcaccecag
ctacaggggce
cteccecate
gcccategge
gcacatcaac
cctgttegtg
catcaccaac
gatcaaggcce

caacttegeg

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2832

60

120

180



acacacgcgce
aagtatcagyg
ggcaaacagt
agaggtecac
gtgaccgcag
ttgacececegg
acggtgcagyg
gtggceateg
ceggtgctgt
gatggcggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgy
ctgttgcecgg
agcaatggeg
caggcccacg
caggcgetgg
ccggagceagyg
cagcggetgt
atcgccagea
ctgtgccagg
ggcaagcagy
ttgacceece
acggtcecage
gtggccateg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg

ctgttgeecgg

acataegttge
acatgatcge
ggtccggege
cgttacagtt
tggaggcagt
agcaggtggt
cgctgttgec
ccagcaataa
geccaggoeca
agcaggceget
ccccccagea
tccagcgget
ccatcgccag
tgctgtgecea
gtggcaagca
gcttgaccece
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtget
atggcggtgg
cccacggett
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagccacga
gccaggeocca
agcaggceget
ccccggagea
tccagcgget
ccatcgccag

tgctgtgcecea
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gttaagccaa
agegttgeca
acgcgctctg
ggacacaggc
gcatgcatgg
ggccatcgecce
ggtgctgtgce
tggtggcaag
cggettgace
ggagacggtc
ggtggtggee
gttgccggtg
caataatggt
ggcccacggce
ggcegetggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccagccac
gtgccaggece
caagcaggcyg
gaccccggag
ggtccagegyg
ggccatcgec
ggtgectgtge
tggcggcaag
cggcttgace
ggagacggtc
ggtggtggec
gttgccggtyg
caatggcggt

ggcccacgge

cacccggeag
gaggcgacac
gaggccttgce
caacttctea
cgcaatgcac
agcaatattg
caggcccacy
caggcegetgg
ccggageagy
cagcggcectgt
atcgccagcea
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccccecec
acggtccage
gtggccatcg
ccggtgetgt
gatggcggea
cacggcttga
ctggagacgy
caggtggtgg
ctgttgecgy
agcaataatg
caggcccacg
caggcgctgg
ccoccageagg
cageggetgt
atcgccagec
ctgtgccagyg
ggcaagcagg

ttgaccccte

95

cgttagggac
acgaagcgat
tcacggtgge
agattgcaaa
tgacgggtge
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcoca
tggtggecat
tgeceggtget
atggcggtgg
cccacggctt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgee
ccagcaataa
gccaggecca
agcaggcgcet
ccccccagea
tccagegget
ccatcgeccag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgaceccce
agacggtcca
tggtggccat
tgeccggtget
acgatggegg
cccacggett
cgctggagac

agcaggtggt

cgtegetgte
cgttggegte
gggagagttg
acgtggegge
cccgctcaac
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggetgttg
cgccageocac
gtgcoccaggece
caagcaggcg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatcgcece
ggtgetgtge
tggtggcaag
cggcttgacce
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgccggtg
ccacgatgge
ggcccacgge
ggcgctggag
ggagcaggtg
gcggctgttg
cgccagcaat
gtgccaggece
caagcaggceg
gaccccccag

ggtccagcgg

ggccatcgee

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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agcaatggcyg
ceggegttgg
cetgegetgg
aagtcegage
gagtacatcg
aaggtgatgg
aggaagcccg
gacaccaagqg
aggtacgtgg
gtgtacccct
aactacaagg
tcegtggagg
gaggtgagga
<210> 88

<211> 2832
<212> ADN

gcggcaggec
cegegttgac
atgcagtgaa
tggaggagaa
agctgatcga
agttcttcat
acggcgccat
cctacteoegy
aggagaacca
ccagegtgac
cccagctgac
agctectgat

ggaagttcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2782 125713

ggcgcetggag
caacgaccac
aaagggattg
gaaatccgag
gatcgcccgg
gaaggtgtac
ctacaccgtg
cggctacaac
gaccaggaac
cgagttcaag
caggctgaac
cggcggcgag

caacggcgag

<223> Beta2M TO3-TALEN -DERECHA

<400> 88

atgggcgatc
gagagacage
cagcaacagg
ctggteggee
ttagggaccg
gaagcgatceg
acggtggegg
attgcaaaac
acgggtgece
ggcaagcagg
ttgacccecece
acggtccage
gtggccatceg

ccggtgetgt

ctaaaaagaa
acatggacag
agaagatcaa
acgggtttac
tcgetgtcaa
ttggegtegg
gagagttgag
gtggcggegt
cgctcaactt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagcaatat

gccaggecca

acgtaaggtc
catecgatate
accgaaggtt
acacgcgcac
gtatcaggac
caaacagtgg
aggtccaceg
gaccgcagtg
gacccccecag
ggtccagegg
ggccatcegee
ggtgctgtge
tggtggcaag

cggcttgace

agcattgttg
ctogtegect
ggggatccta
ttgaggcaca
aacagcaccc
ggctacaggg
ggctcccecea
ctgeccateg
aagcacatca
tteectgtteg
cacatcacca
atgatcaagg

atcaacttcg

atcgataagg
gccgatcetac
cgttcgacag
ategttgegt
atgatcgecag
tceggegeac
ttacagttgg
gaggcagtgc
caggtggtgg
ctgttgccgg
agcaataatg
caggcccacg
caggcgectgg

ccccagcagg

96

cccagttatc
tggectgect
tcageegtte
agctgaagta
aggaccgtat
gcaagcacct
tcgactacgg
gccaggcooga
acccocaacga
tgtceggecea
actgcaacgg
ccggeaccect

cggccgactg

tcgccectgat
cggegggegt
ccagetggtg
cgtgeececac
cctggagatg
gggcggctcc
cgtgatcgtg
cgaaatgeag
gtggtggaag
cttcaaggge
cgeegtgetg
gaccctggag

ataa

agaccgccgce
gcacgetegg
tggcgecagca
taagccaaca
cgttgeoccaga
gegetetgga
acacaggcca
atgcatggcg
ccatcgecag
tgctgtgeca
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtgca

tggtggceat

tgccaagttc
ctacagceag
ccacgaggca
cceggeageg
ggcgacacac
ggececttgete
acttectcaag
caatgcactg
caataatggt
ggcccacggce
ggcgetggag
ggagcaggtyg
ggegetgttyg

cgccagecaat

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2814

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ggcggtggca
cacggettga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgececgg
agccacgatg
caggcecacyg
caggcgctgg
ccccagcagg
cagcggctgt
atcgececagec
ctgtgccagg
ggcaagcagg
ttgaccccgg
acggtgcagg
gtggccatcg
ccggtgetgt
aatggtggca
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
cagttatctc
gcctgecteg
agcegttece
ctgaagtacg
gaccgtatecc
aagcacctgg
gactacggeg
caggccgacg
cccaacgagt

tceggecact

agcaggcgct
cococggagea
tgcaggeget
ccatogecag
tgctgtgcca
gcggcaagca
gcttgacccc
agacggtcca
tggtggecat
tgeceggtget
acgatggegy
cccacggcett
cgctggagac
agcaggtggt
cgetgttgee
ccagcaataa
gccaggccca
agcaggcgct
cccecggagcea
tccagegget
ccategecag
gccctgatcee
gcgggegtee
agctggtgaa
tgccccacga
tggagatgaa
gcggctccag
tgatcgtgga
aaatgcagag
ggtggaaggt

tcaagggcaa

ES 2782 125713

ggagacggtc
ggtggtggcc
gttgccggtg
caataatggt
ggcccacggc
ggcgctggag
ggagcaggtg
gceggetgttg
cgccagecaat
gtgececaggece
caagcaggcg
gaccccggag
ggtccagegg
ggccatcgce
ggtgctgtge
tggtggcaag
cggcttgacc
ggagacggte
ggtggtggcc
gttgeceggtyg
caatggcgge
ggcgttggee
tgegetggat
gtcegagetyg
gtacatcgag
ggtgatggag
gaagcccgac
caccaaggcc
gtacgtggag
gtacccctce

ctacaaggecce

cagcggctgt
atcgeocagea
ctgtgccagg
ggcaagcagyg
ttgacceccgg
acggtccagce
gtggccatcg
ccggtgetgt
ggcggtggea
cacggcttga
ctggagacgg
caggtggtgg
ctgttgececgg
agcaatattg
caggcccacg
caggcgctgg
ccccagcagg
cagcggetgt
atcgccagec
ctgtgeccagg
ggcaggccegg
gcgttgacca
gcagtgaaaa
gaggagaaga
ctgatcgaga
ttcttcatga
ggcgccatct
tactcecggeg
gagaaccaga
agcgtgaccg

cagctgacca

97

tgceggtget
atattggtag
cccacggctt
cgctggagac
agcaggtggt
ggctgttgec
ccagccacga
gccaggccca
agcaggcgcet
ccccggagea
tccagegget
ccatcgcecag
tgctgtgeea
gtggcaagca
gcttgaccce
agacggtcca
tggtggccat
tgccggtget
acgatggcgg
cccacggett
cgetggagag
acgaccacct
agggattggyg
aatccgagtt
tcgecceggaa
aggtgtacgg

acaccgtggg

gctacaacct
ccaggaacaa
agttcaagtt

ggctgaacca

gtgccaggcoce
caagcaggcyg
gaccccccag
ggtccagegg
ggccatcegec
ggtgectgtge
tggcggcaag
cggecttgace
ggagacggtc
ggtggtggce
gttgecggtg
ccacgatggc
ggcccacggc
ggcgctggag
ccagcaggtg
gcggctgttyg
cgccagcaat
gtgeccaggec
caagcaggcg
gacccctcag
cattgttgce
cgtegecttg
ggatcctatc
gaggcacaag
cagcacccag
ctacaggggc
ctcecccatce
gccecategge
gcacatcaac
cctgttegtyg

catcaccaac

900

360

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
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tgcaacggcg ccgtgectgte cgtggaggag cteocctgatecg geggegagat gatcaaggec

ggcaccctga ccctggagga ggtgaggagg aagttcaaca acggegagat caacttegeg

gccgactgat aa

<210> 89
<211> 526
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> B2M-UL18 quimérica

<400> 89
Met Ala
1

His Ala

Leu Ser

Val Tyr
50

Cys Tyr
65

Lys Asn

Ser Lys

Thr Glu

Gln Pro

130

Gly Gly
145

Thr Met

Gly Met

Leu

Ala

Leu

35

Ser

val

Gly

Asp

Lys

115

Lys

Gly

Trp

His

Pro

Arg

20

Ser

Arg

Ser

Glu

Trp

100

Asp

Ile

Gly

Cys

val
180

val

Pro

Gly

His

Gly

Arg

85

Ser

Glu

Val

Ser

Leu

165

Leu

Thr

Ser

Leu

Pro

FPhe

70

Ile

Phe

Tyr

Lys

Gly

150

Thr

Arg

Ala

Arg

Glu

Ala

55

His

Glu

Tyr

Ala

Trp

135

Gly

Leu

Tyr

Leu

Ser

Ala

40

Glu

Pro

Lys

Leu

Cys

120

Asp

Gly

Phe

Gly

Leu

Val

25

Ile

Asn

Ser

Val

Leu

105

Arg

Arg

Gly

Val

Tyr
185

98

Leu

10

Ala

Gln

Gly

Asp

Glu

90

Tyr

Val

Asp

Ser

Leu

170

Thr

Pro

Leu

Arg

Lys

Ile

75

His

Tyr

Asn

Met

Gly

155

Trp

Gly

Leu

Ala

Thr

Ser

60

Glu

Ser

Thr

His

Gly

140

Gly

Met

Ile

Ala

Val

Pro

45

Asn

val

Asp

Glu

Val

125

Gly

Gly

Leu

Phe

Leu

Leu

30

Lys

Phe

Asp

Leu

Phe

110

Thr

Gly

Gly

Arg

Asp
190

Leu

15

Ala

Ile

Leu

Leu

Ser

95

Thr

Leu

Gly

Ser

Val

175

Asp

Leu

Leu

Gln

Asn

Leu

80

Phe

Pro

Ser

Ser

Met

160

Val

Thr

2760

2320

2832



Ser

Phe

Gly

225

Leu

Gln

Val

val

Leu

305

Trp

Ser

Thr

Pro

Ala

385

Phe

Asn

Vval

Hisg

Thr

210

Thr

Asp

Asn

Leu

Ala

290

Lys

Leu

Glu

Gln

Val

370

Phe

Ile

Pro

Ala

Met

195

Tyr

Ile

Gly

Leu

Thr

275

Gly

Asp

Lys

Gly

Trp

355

VvVal

Cys

His

Leu

Ile

Thr

His

Ser

Glu

Leu

260

Trp

Tyr

Asn

Gln

Asp

340

Ser

Lys

Thr

Tyr

Leu

420

Phe

Leu

val

Trp

Arg

245

Glu

Thr

Glu

Leu

Asn

325

Thr

Val

Gly

Ser

Gly

405

Pro

Cys

ES 2782 125713

Thr

Asn

Met

230

Ala

Leu

His

Gly

Thr

310

Lys

Thr

Ile

Gly

Tyr

390

Asn

Thr

Asn

val

Ser

215

Ala

Lys

Glu

Glu

Phe

295

Leu

Thr

Ile

Tyr

val

375

Gly

Lys

Phe

Gln

Val

200

Ser

Asn

Gly

Ile

Cys

280

Gly

Trp

Tyr

Gln

Ser

360

Arg

Phe

Ala

Asp

Asn

Gly

Asp

Val

Asp

Ala

265

Asn

Trp

Thr

Ile

Arg

345

Gly

Asn

Phe

Pro

Gly

425

Tyr

99

Ile

Lys

Ser

Leu

250

Leu

Thr

Asp

Gly

Asp

330

Asn

Phe

Gln

Pro

Asp

410

Thr

Thr

Phe

Ala

Ala

235

Ile

Gly

Thr

Gly

Pro

315

Gly

Tyr

Gln

Asn

Gly

395

Asp

Phe

Cys

Asp

Ser

220

Ala

Phe

Tyr

Glu

Glu

300

Asn

Lys

Leu

Thr

Asp

380

Glu

Ser

His

Arg

Gly

205

Ser

Tyr

Asn

Arg

Asn

285

Thr

Tyr

Ile

Lys

Pro

365

Asn

Ile

Glu

Gln

val

Gln

Arg

Pro

Gln

Ser

270

Gly

Leu

Glu

Lys

Gly

350

Vval

Arg

Asn

Pro

Gly

430

Thr

His

Ala

Thr

Thr

255

Gln

Ser

Met

Ile

Asn

335

Asn

Thr

Ala

Ile

Gln

415

Cys

His

Phe

Asn

Tyr

240

Glu

Ser

Phe

Glu

Ser

320

Ile

Cys

His

Glu

Thr

400

Cys

Tyr

Gly
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Asn

Ser
465

Thr

Leu

Asn

<210> 90
<211> 310
<212> PRT

Trp

450

Ser

Met

Phe

Leu

435

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala
515

Val

Glu

Ile

Phe

500

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SP-MICAed

<400> 90

Met

1

Ala

Tyr

Leu

Gln

65

Gly

Lys

Leu

Gly

Leu

Asn

Thr

50

Lys

Asn

Asp

His

Gly

Leu

Leu

35

Glu

Cys

Lys

Leu

Ser
115

val

Phe

20

Thr

Val

Arg

Thr

Arg

100

Leu

Glu

Val

Ser

485

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

His

Ala

Trp
85

Met

Gln

ES 2782 125713

Ile

Pro
470

Ser

His

Trp

Leu

Ser

Leu

Leu

Lys

70

Asp

Thr

Glu

Pro
455

Asp

val

Tyr

Arg

Thr

Met

Ser

Asp

55

Pro

Arg

Leu

Ile

440

Ile

His

Leu

Phe

Tyr
520

Ser Val

Pro Thr

Leu Ala

Thr Ser

460

Ala Asn

475

490

Thr Thr

505

Arg Lys

Gln Arg Thr

Ala

10

Ser Met
25

Trp Asp Gly

40

Gly

Gln

Glu

Ala

Arg
120

Gln Pro

Gly Gln

Thr Arg
90

His Ile
105

val Cys

100

Leu

Glu

Ser

Phe

Trp

75

Asp

Lys

Glu

Leu Leu

Leu Lys

Val Arg

Leu Ser

Pro His

Val Gln

445

Pro

Lys

Leu

Gln

Ser
525

Asp Asp Ser

Arg Tyr Asn

480

Cys Ala Leu
495

Tyr Leu Arg

510

Ser

Leu Val

15

Ser Leu

30

45

Leu Arg

60

Ala Glu

Leu Thr

Asp Gln

Ile His

Ser Gly

Cys Asp

Asp Val

Gly Asn

95

Lys Glu

110

125

Glu Asp

Leu

Arg

Phe

Arg

Leu

80

Gly

Gly

Asn
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Ser Thr Arg Ser Ser Gln His Phe Tyr Tyr Asp Gly Glu Leu Phe Leu
130 135 140

Ser Gln Asn Leu Glu Thr Lys Glu Trp Thr Met Pro Gln Ser Ser Arg
145 150 155 160

Ala Gln Thr Leu Ala Met Asn Val Arg Asn Phe Leu Lys Glu Asp Ala
165 170 175

Met Lys Thr Lys Thr His Tyr His Ala Met His Ala Asp Cys Leu Gln
180 185 190

Glu Leu Arg Arg Tyr Leu Lys Ser Gly Val vVal Leu Arg Arg Thr val
1385 200 205

Pro Pro Met Val Asn Val Thr Arg Ser Glu Ala Ser Glu Gly Asn Ile
210 215 220

Thr Val Thr Cys Arg Ala Ser Gly Phe Tyr Pro Trp Asn Ile Thr Leu
225 230 235 240

Ser Trp Arg Gln Asp Gly Val Ser Leu Ser His Asp Thr Gln Gln Trp
245 250 255

Gly Asp Val Leu Pro Asp Gly Asn Gly Thr Tyr Gln Thr Trp Val Ala
260 265 270

Thr Arg Ile Cys Gln Gly Glu Glu Gln Arg Phe Thr Cys Tyr Met Glu
275 280 285

His Ser Gly Asn His Ser Thr His Pro Val Pro Ser Gly Lys Val Leu
290 295 300

Val Leu Gln Ser His Trp
305 310

<210> 91

<211> 313

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SP-MICBed

<400> 91

Met Gly Gly Val Leu Leu Thr Gln Arg Thr Leu Leu Ser Leu Val Leu
1 5 10 15

101



Ala

Arg

Phe

Arg

65

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

145

Arg

Ala

Gln

Val

Ile

225

Leu

Trp

Leu

Tyr

Leu

50

Gln

Gly

Gln

Leu

Ser

130

Ser

Ala

Met

Lys

Pro

210

Thr

Thr

Gly

Leu

Asn

35

Ala

Lys

Ala

Asp

His

115

Thr

Gln

Gln

Lys

Leu

195

Pro

val

Trp

Asp

Phe

20

Leu

Glu

Arg

Lys

Leu

100

Ser

Arg

Asn

Thr

Thr

180

Gln

Met

Thr

Arg

Val
260

Pro

Met

Gly

Arg

Thr

85

Arg

Leu

Gly

Leu

Leu

165

Lys

Arg

vVal

Cys

Gln

245

Leu

ES 2782 125713

Ser

Val

His

Ala
70

Trp

Arg

Gln

Ser

Glu

150

Ala

Thr

Tyr

Asn

Arg

230

Asp

Pro

Met

Leu

Leu

55

Lys

aAsp

Thr

Glu

Arg

135

Thr

Met

His

Leu

val

215

Ala

Gly

Asp

Ala

Ser

40

Asp

Pro

Thr

Leu

Ile

120

His

Gln

Asn

Tyr

Lys

200

Thr

Ser

Val

Gly

Ser

25

Gln

Gly

Gln

Glu

Thr

1056

Arg

Phe

Glu

val

Arg

185

Ser

Cys

Ser

Ser

Asn
265

102

Met

Asp

Gln

Gly

Thr

90

His

Val

Tyr

Ser

Thr

170

Ala

Gly

Ser

Phe

Leu

250

Gly

Ala

Glu

Prg¢

Gln

75

Glu

Ile

Cys

Tyr

Thr

155

Asn

Met

Val

Glu

Tyr

235

Ser

Thr

Glu

Ser

Phe

60

Trp

Asp

Lys

Glu

Asp

140

val

Phe

Gln

Ala

Val

220

Pro

His

Tyr

Pro

Val

45

Leu

Ala

Leu

Asp

Ile

125

Gly

Pro

Trp

Ala

Ile

205

Ser

Arg

Asn

Gln

His

30

Gln

Arg

Glu

Thr

Gln

110

His

Glu

Gln

Lys

Asp

130

Arg

Glu

Asn

Thr

Thr
270

Ser

Ser

Tyr

Asp

Glu

95

Lys

Glu

Leu

Ser

Glu

175

Cys

Arg

Gly

Ile

Gln

255

Trp

Leu

Gly

Asp

Val

80

Asn

Gly

Asp

Phe

Ser

160

Asp

Leu

Thr

Asn

Thr

240

Gln

val
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Ala Thr Arg Ile Arg Gln Gly Glu Glu Gln Arg Phe Thr Cys Tyr Met
275 280 285

Glu His Ser Gly Asn His Gly Thr His Pro Val Pro Ser Gly Lys Val
230 295 300

Leu Val Leu Gln Ser Gln Arg Thr Asp
305 310

<210> 92

<211> 209

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SP-ULBPled

<400> 92

Met Gly Gly Val Leu Leu Thr Gln Arg Thr Leu Leu Ser Leu Val Leu
1 5 10 15

Ala Leu Leu Phe Pro Ser Met Ala Ser Met Gly Trp Val Asp Thr His
20 25 30

Cys Leu Cys Tyr Asp Phe Ile Ile Thr Pro¢ Lys Ser Arg Pro Glu Pro
35 40 45

Gln Trp Cys Glu Val Gln Gly Leu Val Asp Glu Arg Pro Phe Leu His
50 55 60

Tyr Asp Cys Val Asn His Lys Ala Lys Ala Phe Ala Ser Leu Gly Lys
65 70 75 80

Lys Val Asn Val Thr Lys Thr Trp Glu Glu Gln Thr Glu Thr Leu Arg
85 90 95

Agp Val Val Asp Phe Leu Lys Gly Gln Leu Leu Agp Ile Gln Val Glu
100 105 110

Agsn Leu Ile Pro Ile Glu Pro Leu Thr Leu Gln Ala Arg Met Ser Cys
115 120 125

Glu His Glu Ala His Gly His Gly Arg Gly Ser Trp Gln Phe Leu Phe
130 135 140

Asn Gly Gln Lys Phe Leu Leu Phe Asp Ser Asn Asn Arg Lys Trp Thr
145 150 155 160

103
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Ala Leu His Pro Gly Ala Lys Lys Met Thr Glu Lys Trp Glu Lys Asn
165 170 175

Arg Asp Val Thr Met Phe Phe Gln Lys Ile Ser Leu Gly Asp Cys Lys
180 185 150

Met Trp Leu Glu Glu Phe Leu Met Tyr Trp Glu Gln Met Leu Asp Pro
1395 200 205

Thr

<210> 93

<211> 211

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SP-ULBP2ed

<400> 93
Met Gly Gly Val Leu Leu Thr Gln Arg Thr Leu Leu Ser Leu Val Leu

1 5 10 15

Ala Leu Leu Phe Pro Ser Met Ala Ser Met Gly Arg Ala Asp Pro His
20 25 30

Ser Leu Cys Tyr Asp Ile Thr Val Ile Pro Lys Phe Arg Pro Gly Pro
35 40 45

Arg Trp Cys Ala Val Gln Gly Gln Val Asp Glu Lys Thr Phe Leu His
50 55 60

Tyr Asp Cys Gly Asn Lys Thr val Thr Pro Val Ser Pro Leu Gly Lys
65 70 75 80

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

Glu Val Val Asp Ile Leu Thr Glu Gln Leu Arg Asp Ile Gln Leu Glu
100 105 110

Asn Tyr Thr Prc Lys Glu Pro Leu Thr Leu Gln Ala Arg Met Ser Cys
115 120 125

Glu Gln Lys Ala Glu Gly His Ser Ser Gly Ser Trp Gln Phe Ser Phe
130 135 140

104
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Asp
145

Thr

Lys

Gly

Ser

<210> 94
<211> 206
<212> PRT

Gly

val

Val

Trp

Ala
210

Gln

His

Val

Leu

1385

Gly

Ile Phe

Pro Gly
165

Ala Met
180

Glu Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SP-ULBP3ed
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Asn Tyr Thr Pro Lys Glu Pro Leu Thr Leu Gln Ala Arg Met Ser Cys
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REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar un linfocito T modificado por ingenieria que comprende las etapas de:

a) inhibir la expresién de beta 2-microglobulina (B2M) y/o transactivador del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (CIITA) en un linfocito T que se ha proporcionado; y

b) inactivar al menos un gen que codifica un componente del receptor de linfocitos T (TCR) en dichos linfocitos T;
y

c) introducir en dicho linfocito T una molécula de acido nucleico exégeno que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) dirigido contra al menos un antigeno
expresado en la superficie de una célula maligna o infectada.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la expresion de B2M y/o CIITA se inhibe mediante el uso
de una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN el gen
que codifica B2M y/o CIITA.

3. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en el que la inactivacion de dicho al menos un gen que codifica un
componente del receptor de linfocitos T (TCR) se realiza usando una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente
capaz de inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que codifica dicho componente TCR.

4. El método de acuerdo con las reivindicaciones 2 o 3, en el que la endonucleasa de sitio de corte poco frecuente
es una nucleasa TAL, meganucleasa, nucleasa en dedo de cinc (ZFN) o endonucleasa guiada por ARN.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas una etapa de alteracion de
PD1 (proteina 1 de muerte celular programada).

6. El método de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas la etapa de expresar
en dicho linfocito T al menos un polipéptido inmunosupresor no enddgeno.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho polipéptido inmunosupresor no endégeno es un
homologo virico de MHC o un ligando de NKG2D.

8. El método de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el linfocito T es un linfocito T
citotoxico.

9. Un linfocito T aislado modificado por ingenieria que expresa un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) dirigido
contra al menos un antigeno expresado en la superficie de una célula maligna o infectada, estando dicho linfocito T
caracterizado ademas por que i) la expresion de transactivador del complejo de histocompatibilidad mayor de clase I
(CIITA) y/o beta 2-microglobulina (B2M) esta inhibida; y ii) al menos un gen que codifica un componente del receptor
de linfocitos T (TCR) esta inactivo.

10. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el gen que codifica B2M se
inactiva a través de la expresion en el linfocito T de una endonucleasa de sitio de corte poco frecuente capaz de
inactivar selectivamente por escision de ADN el gen que codifica B2M.

11. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado ademas por
que PD1 esta alterada.

12. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicho linfocito T tiene el
fenotipo [b2m][TCR][PD1][CAR]+.

13. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde
dicho linfocito T expresa al menos un polipéptido inmunosupresor no enddgeno.

14. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que dicho polipéptido
inmunosupresor no endégeno es un homélogo virico de MHC o un ligando de NKG2D.

15. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en donde el
linfocito T es un linfocito T citotoxico.

16. El linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15 para su uso
como medicamento.

17. Una composicion que comprende al menos un linfocito T modificado por ingenieria de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15.
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El documento completo que incluye las tablas de referencia y el listado de secuencias puede descargarse de la
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