RECEPTORES DEL FACTOR DE CRECIMIENTO QUIMERICO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La terapia celular adoptiva (ACT) que utiliza células T autélogas para
mediar la regresién del cancer se ha mostrado muy prometedora en los
primeros ensayos clinicos. Se han adoptado varios enfoques generales, tales
como el uso de linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) o son reactivos a
tumores que se producen de forma natural, expandidos ex vivo. Ademas, las
células T pueden modificarse genéticamente para reorientarlas hacia antigenos
tumorales definidos. Esto se puede hacer mediante la transferencia génica del
péptido (p)-complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) receptores de células
T (TCRs) especificos o fusiones sintéticas entre un fragmento de anticuerpo de
cadena unica especifico de tumor (scFv) y dominios de sefializacién de células
T (por ejemplo, CD3(), estos ultimos denominados receptores de antigenos
quiméricos (CARs). La transferencia de TIL y TCR se ha probado
particularmente bien cuando se dirige al Melanoma (Rosenberg et al. 2011;
Morgan 2006), mientras que la terapia CAR ha demostré ser muy prometedora
en el tratamiento de ciertas neoplasias malignas de células B (Grupp et al.

2013).

El protocolo de tratamiento general actual para ACT requiere un
tratamiento de preacondicionamiento no mieloablativo inicial utilizando
ciclofosfamida y/o fludarabina que elimina la mayoria de los linfocitos

circulantes en los pacientes antes de la reinfusion de las células cultivadas ex



vivo. Esta deja espacio para que las nuevas células se expandan y elimina
posibles 'sumideros de citoquinas' por los cuales las células normales compiten
con las células recién infundidas para las sefiales de crecimiento y
supervivencia. Junto con las células, los pacientes reciben apoyo de citoquinas
a través de infusiones de altas dosis de interleucina (IL)-2 que ayuda a las

nuevas celulas a injertarse y expandirse.

Hay una serie de factores que actualmente limitan la tecnologia de ACT
de células T. La terapia de preacondicionamiento actual descrita anteriormente
requiere ingreso hospitalario y potencialmente deja a los pacientes en un
estado inmunodeprimido. Ademas, muchos pacientes no se encuentran en un
estado lo suficientemente saludable como para poder soportar los rigores de
este régimen de tratamiento. Mas alla del preacondicionamiento, el uso de IL-2
como terapia de apoyo se asocia con una toxicidad grave y un posible
tratamiento de cuidados intensivos. De hecho, la terapia TIL en si, a diferencia
de la terapia TCR y CAR, no se ha asociado con ninguna toxicidad grave
dentro o fuera del objetivo, y la mayoria de los eventos de toxicidad estan

asociados con las infusiones de IL-2 que lo acompanian.

Los métodos mediante los cuales el preacondicionamiento y los
tratamientos de apoyo con IL-2 pueden minimizarse o reducirse tendran
importantes beneficios, ya que: (i) reduciran la hospitalizacion del paciente, (ii)
aumentaran la proporcion de pacientes potenciales que podrian ser tratados
por ACT, (iii) reduciran los costos clinicos asociado con un ingreso hospitalario

extenso, abriendo asi nuevamente la posibilidad de ACT a mas pacientes.



Por tanto, existe la necesidad de nuevas terapias ACT que minimicen la
necesidad de tratamientos de preacondicionamiento y/o tratamientos de

soporte de IL-2.

La presente invencion usa células que expresan receptores de factores
de crecimiento recombinante quimérico que pueden activarse o desactivarse
mediante la administracion de un ligando para CrGFR, que puede ser un
farmaco clinicamente validado. Esto permite la expansién de las células diana

in vivo con una toxicidad minima para otras células.

Varios informes han utilizado la idea de la ingenieria del receptor del
factor de crecimiento como un medio para expandir ciertas poblaciones de
células o para el desarrollo de procesos de seleccidn para estrategias de
ingenieria de anticuerpos. Por ejemplo, varios informes han demostrado que
las fusiones anticuerpo-TpoR o EpoR podrian usarse para una serie de
estrategias biotecnologicas, como selecciones de anticuerpos de cadena unica
(Ueda et al. 2000, Kawahara et. Al. 2004), y una serie de informes han
demostrado que las fusiones del receptor del factor de crecimiento pueden
expandir con éxito la linea celular de megacariocitos Ba/F3 y/o las células
madre hematopoyéticas (Jin et al. 2000; Richard et al. 2000; Nagashima et al.

2003; Kawahara et al. 2011; Saka et al. 2013).

El receptor de trombopoyetina (Tpo) (TpoR; CD110, c-mpl) normalmente
se expresa en células del linaje de megacariocitos. En su estado normal, el

TpoR se activa en respuesta a la trombopoyetina, que provoca la produccién



de plaquetas por megacariocitos. También hay un circuito de retroalimentacion
negativa activa mediante el cual la expresion plaquetaria de TpoR puede
usarse como sumidero para reducir los niveles circulantes de Tpo. Es
importante destacar que TpoR no se expresa en ningun otro tejido normal o

células cancerosas (Columbyova 1995).

Recientemente, un informe demostré que las células T podrian
disefarse con el TpoR de tipo natural que podria permitir la supervivencia
controlada y la expansion de las células T mediante la administracion de Tpo o
Eltrombopag (Nishimura et al. 2018). Sin embargo, no ha habido informes de
células T u otros linfocitos que se hayan disefiado para expresar receptores de
factores de crecimiento quiméricos como receptores de fusion de

trombopoyetina, y no hay informes del uso de estas células en ACT.

FIGURAS

Figura 1 - Representacion esquematica de Receptores de Factor de
Crecimiento Recombinantes Quiméricos que contienen dominios de
factor de crecimiento. Estos receptores consisten en el dominio extracelular
TpoR y dominio transmembrana que atraviesa la membrana plasmatica. El
dominio intracelular consiste en el dominio citoplasmico de TpoR fusionado a
uno o0 mas dominios adicionales que aumentan la actividad general del receptor
y pueden derivarse de una seleccion de un dominio de factor de crecimiento,
dominio de sefializacién conjunta o dominio coestimulador como se detalla en

la leyenda de la figura.



AG0 = TpoR con delecion del extremo C de 60 aminoacidos, IL2rBcyt =
dominio citoplasmatico de la cadena beta del receptor de IL2, SLAM = SLAM /
CD150, TIAF1 = factor 1 antiapoptético inducido por TGFB, TLR1 = receptor 1
tipo Toll, CD40 = CD40/TNFRSFS5, IL2ry = cadena gamma comun del receptor
de IL-2, ITAM1 = motivo de activacién basado en tirosina de inmunorreceptor

de CD3¢, LMP1 = Proteina 1 de la membrana latente del virus de Epstein Barr.

Figura 2 - Representacion Esquematica de Receptores de Factor de
Crecimiento Recombinantes Quiméricos que contienen dominios
coestimuladores. Estos receptores consisten en el dominio extracelular de
TpoR y el dominio transmembrana que se extiende por la membrana
plasmatica. ElI dominio intracelular consiste en un dominio coestimulador
obtenido de un receptor coestimulador definido como, pero no limitado a, CD28

o CD137.

Figura 3 - Representacion esquematica de la organizacion génica
del transgén lentiviral. El transgén de TpoR se optimizé por codones y se
clon6 corriente abajo del promotor EF1a mediante un par de digestion de

restriccion Xbal y Nhel en el vector Lentiviral Lenti pSF.

Figura 4 - Analisis de flujo de los Receptores del Factor de
Crecimiento recombinante quimérico de tipo natural (WT) y variante, no
transducidos en células Jurkat E6.1. Se transdujeron células T Jurkat E6.1

con particulas lentivirales que portaban los transgenes indicados. Se evaluo6 la



expresion 72 horas después de la infeccidon utilizando anticuerpos anti-CD110-

PE.

Figura 5 - Analisis de la actividad del Receptor del Factor de
Crecimiento recombinante quimérico en células Ba/F3. La linea de células
B murinas dependiente de citoquinas Ba/F3 se transdujo con los CrGFRs
indicados y se incubé con IL-3 o Eltrombopag durante 10 dias. La expresion de
CrGFR se evalué mediante citometria de flujo en los puntos de tiempo

indicados usando anticuerpos CD110.

Figura 6 - Analisis de Eltrombopag e IL-2 en células T humanas
primarias del Donante 1. Se transdujeron células T humanas primarias del
donante 1 con el WT TpoR o la variante CrGFR y se incubaron en presencia de
IL2 o Eltrombopag. Las células se eliminaron en puntos de tiempo hasta 21
dias y la proporcidon de células que expresan el receptor evaluado usando PE

conjugado anticuerpos anti-CD110 y un analizador MACSQuant.

Figura 7 - Analisis de Eltrombopag e IL-2 en células T humanas
primarias del Donante 2. Se transdujeron células T humanas primarias del
donante 2 con WT TpoR o variante CrGFR y se incubaron en presencia de IL2
o Eltrombopag. Las células se eliminaron en puntos de tiempo hasta 21 dias y
la proporcion de células que expresan el receptor evaluado usando anticuerpos

anti-CD110 conjugados con PE y un analizador MACSQuant.



Figura 8 -Andlisis de Eltrombopag e IL-2 en células T humanas
primarias del donante 3. Se transdujeron células T humanas primarias del
donante 3 con WT TpoR o variante CrGFR y se incubaron en presencia de IL2
o Eltrombopag. Las células se eliminaron en puntos de tiempo hasta 21 dias y
la proporcion de células que expresan el receptor se evaluaron usando

anticuerpos anti-CD110 conjugados con PE y un analizador MACSQuant.

Figura 9 - Selecciéon de CrGFRs 6ptimos para la siguiente ronda de
analisis. Los graficos de citometria de flujo que muestran la expresion de
CrGFRs en células T humanas primarias de donantes x3 después de 21 dias
de incubacion en Eltrombopag. Los receptores TpoR.CD40, TpoR.IL2ry,
TpoR.ITAM1, TpoR.A60, TpoR.LMP1-cyto y TpoR.TpoR-cyto.LMP1-cyto fueron

elegidos para futuras comparaciones con el wt TpoR.

Figura 10-Analisis de Eltrombopag e IL-2 en células T humanas
primarias clasificadas con CrGFR del Donante 4. Se transdujeron células T
humanas primarias del donante 4 con el WT TpoR o la variante CrGFR y se
enriguecieron para su expresion mediante la tecnologia MACS de Miltenyi
seleccionada para e incubados en presencia de IL2 o Eltrombopag. Las células
se eliminaron en puntos de tiempo hasta 7 dias y el numero de células que
expresan el receptor evaluados usando anticuerpos anti-CD110 conjugados

con PE, colorante de viabilidad DRAQ7 y analizador MACSQuant.

Figura 11 - Analisis de Eltrombopag e IL-2 en células T humanas

primarias clasificadas con CrGFR del Donante 5. Las células T humanas



primarias del donante 5 se transdujeron con el WT TpoR o variante de CrGFR,
y enriquecido para la expresidon mediante tecnologia MACS de Miltenyi
seleccionada por e incubada en presencia de IL2 o Eltrombopag. Las células
se extrajeron en puntos de tiempo hasta 7 dias y se evaludé el numero de
células que expresan el receptor usando anticuerpos anti-CD110 conjugados

con PE, colorante de viabilidad DRAQ7 y analizador MACSQuant.

Figura 12 - Analisis de Eltrombopag e IL-2 en células T humanas
primarias clasificadas por CrGFR del Donante 6. Se transdujeron células T
humanas primarias del donante 6 con WT TpoR o variante CrGFR, y se
enriquecieron para la expresion mediante tecnologia MACS de Miltenyi
seleccionada para e incubada en presencia de IL2 o Eltrombopag. Las células
se extrajeron en puntos de tiempo hasta 7 dias y se evaludé el numero de
células que expresan el receptor usando anticuerpos anti-CD110 conjugados

con PE, colorante de viabilidad DRAQ7 y analizador MACSQuant.

Figura 13 - Analisis de Receptores del Factor de Crecimiento
Recombinante Quimérico en TIL042. Los Linfocitos Infiltrantes de Tumores
de TILO42 se transdujeron con WT TpoR o la variante CrGFR indicada y se
incubaron en presencia de lineas tumorales emparejadas con el paciente con la
adicién de IL2, Eltrombopag, IL-2 + Eltrombopag o sin factores de crecimiento.
Las células se analizaron y contaron los dias 4 y 7 y se evalud el numero de
células que expresan el receptor utilizando anticuerpos anti-CD110 conjugados
con PE, colorante de viabilidad DRAQ7 y analizador MACSQuant. Los gréaficos

muestran recuentos entre los dias 4 y 7 cuando la recuperacion de TIL ocurre



después de una contraccion inicial en numeros impulsada por factores

reguladores de tumores y/o muerte celular inducida por activacion.

Figura 14 - Analisis de Receptores del Factor de Crecimiento
Recombinante Quimérico en TIL Ovarico. Los Linfocitos Infiltrantes de
Tumores de TIL ovarico x3 fueron transducidos con el WT TpoR o indicaron la
variante CrGFR y se incubaron en presencia de células tumorales emparejadas
con el paciente con Eltrombopag o sin factores de crecimiento. Las células se
analizaron y contaron los dias 4 y 7 y se evalué el numero de células que
expresaban el receptor usando anticuerpos anti-CD110 conjugados con PE,
colorante de viabilidad DRAQ7 y un analizador MACSQuant. Los graficos
muestran recuentos entre los dias 4 y 7 cuando se produce la recuperacion de
TIL después de una contraccion inicial en numeros impulsados por factores

reguladores de tumores y/o muerte celular inducida por activacion.

Figura 15 - Induccion de pSTAT por receptores del factor de
crecimiento recombinante quimérico. Se aislaron células T humanas
primarias y se transdujeron con el CrGFR indicado. Las células se
enriquecieron para la expresiéon de CrGFR utilizando tecnologia MACS de
Miltenyi y se expandieron mediante estimulacién policlonal. Las células
enriquecidas se estimularon durante 4 horas con medio solo (RPMI), IL2, IL 12,
Tpo o Eltrombopag (Elt) antes de la fijacién con metanol y la tincién intracelular

con anticuerpos hacia fosfo-STATS5.
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RESUMEN DE ASPECTOS DE LA INVENCION

Los presentes inventores han demostrado que es posible disenar
linfocitos, incluidas las células T y células NK que comprenden un CrGFR que
puede funcionar como un interruptor de crecimiento. Esto permite que los
linfocitos se expandan in vivo mediante la administracion del ligando CrGFR al
paciente. Los inventores han demostrado que un CrGFR, por ejemplo, basado
en el receptor de trombopoyetina (Tpo) (TpoR; CD110, c-mpl), induce la
proliferacion del linfocito disefiado tras la uniéon de un ligando de CrGFR al
receptor. Por tanto, el ligando provoca la proliferacion de células o la proteccion
contra muerte celular inducida por activacién, que expresa el CrGFR pero que
se espera que tenga una baja toxicidad debido a la ausencia, o baja expresion,
de receptores en otras células del paciente. Los CrGFR basados en TpoR u
otros receptores de factores de crecimiento relacionados serian una
herramienta valiosa para aumentar la expansion de linfocitos en el vitreo e in

vivo para las terapias de células adoptivas.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un
linfocito, que incluye una célula T o una célula NK, que comprende un receptor
del factor de crecimiento recombinante quimérico (CrGFR) que comprende:

(i) un dominio extracelular (EC);

(ii) un dominio transmembrana (TM) de trombopoyetina; y

(iii) un primer dominio intracelular (IC); y, opcionalmente, (iv) un segundo

dominio intracelular.
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El CrGFR esta disenado de manera que la union del ligando del receptor
al CrGFR da como resultado la activacion del receptor y la sefalizacion del

crecimiento a la célula para inducir la proliferacién y/o supervivencia.

El ligando puede ser trombopoyetina humana o un agonista del receptor
de trombopoyetina, por ejemplo Eltrombopag, Lusotrombopag, Avatrombopag o

Romiplastim.

El dominio EC puede ser el dominio EC de c-mpl humano (que se une a
Tpo humana) o puede ser uno 0 mas de i) un dominio EC truncado, ii) un
dominio EC de c-mpl truncado, iii) un marcador de seleccidén, para ejemplo

CD34.

El dominio IC del CrGFR puede incluir un dominio de unién a JAK. El
dominio IC consta de dos o mas receptores del factor de crecimiento u otros
dominios de sefializacién donde uno puede ser de la lista de: receptor de la
hormona del crecimiento humana, receptor de prolactina humana o receptor de
trombopoyetina humano (c-mpl) y factor de crecimiento adicional u otros
dominios de sefializacién que pueden derivarse de la lista de (pero no limitados
a): dominios de sefalizacion del receptor de citocinas (por ejemplo, receptor de
IL2), dominios de cosefalizacion (por ejemplo, CD40), proteinas oncogénicas
virales (por ejemplo, LMP1), dominios coestimuladores (por ejemplo, CD28,
CD137, CD150, etc.) u otros dominios mitdégenos (por ejemplo, receptores tipo
Toll, motivos de activacién inmunorreceptores basados en tirosina, dominios de

sefializacion de CD3, etc.).
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El linfocito puede ser una célula T, incluyendo un Linfocito Infiltrante de
Tumor (TIL), una célula reguladora T (Treg) o una célula T primaria, una célula

NK o una célula dendritica.

Ademas del CrGFR, los linfocitos, células T o NK pueden incluir un
receptor de célula T recombinante (TCR) o receptor de antigeno quimérico

(CAR).

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una secuencia de

acido nucleico que codifica el CrGFR.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un vector que comprende
una secuencia de acido nucleico de acuerdo con el segundo aspecto vy, si esta

presente, una secuencia de acido nucleico TCR y/o CAR.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona un método para producir
un linfocito, o una célula T o NK, de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion, que comprende la etapa de introducir un acido nucleico que codifica

el CrGFR, o vector, en el linfocito.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un vector de acuerdo con el tercer aspecto, o un
linfocito (que incluye una célula T o NK) de acuerdo con el primer aspecto,

junto con un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.
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En un sexto aspecto, la invencién proporciona un método de expansién
celular in vivo que comprende la administracion de linfocitos, o células T o NK,
del primer aspecto, o composicion farmacéutica del quinto aspecto a un sujeto.
Las células se pueden expandir in vivo administrando trombopoyetina, o un

agonista de trombopoyetina, tal como Eltrombopag, a un sujeto.

En un séptimo aspecto, la invencién proporciona un linfocito, que incluye
una célula T o NK, de acuerdo con el primer aspecto, o vector de acuerdo con

el tercer aspecto, para uso en terapia celular adoptiva.

En un octavo aspecto, la invencidon proporciona un linfocito, que incluye
una célula T o NK, de acuerdo con el primer aspecto, o un vector de acuerdo

con el tercer aspecto, para su uso en un método de tratamiento del cancer.

En un noveno aspecto, la invencién proporciona el uso de un linfocito de
acuerdo con el primer aspecto, o el uso del vector de acuerdo con el tercer

aspecto en la fabricacion de un medicamento para tratar el cancer.

En un décimo aspecto, la invencion proporciona Eltrombopag o Tpo para

su uso en terapia celular adoptiva.

En un undécimo aspecto, la invencién proporciona Eltrombopag o Tpo

para su uso en la expansion in vivo de linfocitos, incluidas las células T o NK.
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En un duodécimo aspecto, la invencidon proporciona un linfocito del
primer aspecto para usar en combinacién con trombopoyetina o un agonista del
receptor de trombopoyetina, por ejemplo Eltrombopag, en el tratamiento de un

cancer.

DESCRIPCION DETALLADA

RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO RECOMBINANTE

QUIMERICO (CrGFR)

En el presente documento se proporcionan receptores del factor de
crecimiento recombinante (CrGFR) que comprenden: (i) un dominio extracelular
(EC); (ii) un dominio transmembrana (TM) de trombopoyetina; y (iii) un dominio
intracelular (IC) del receptor del factor de crecimiento quimérico. En una forma
simple, el CrGFR puede contener el receptor de Tpo humano de longitud
completa (como se proporciona en la Figura 1 en este documento) o un
derivado o variante del mismo que mantiene la sefializacion y la proliferacion
celular en respuesta a la union del ligando (por ejemplo, esto puede incluir un
dominio de senfalizacion de trombopoyetina truncado que ha demostrado que
mantiene la capacidad de sefalizacion). EI CrGFR puede ser de forma modular
con los dominios EC, TM e IC derivados de diferentes receptores. Sin embargo,
el CrGFR debe mantener su capacidad para transmitir una senal de
crecimiento a la célula al unirse al ligando. EI CrGFR puede activarse y

transmita la sefial de crecimiento a la célula tras la unién del ligando al dominio
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TM. EI dominio de senalizacion puede contener uno o mas dominios de

senalizacion adicionales.

Los CrGFRs adecuados pueden seleccionarse basandose en los GFRs
con expresion limitada en tejido humano normal, por ejemplo, los GFR que se
expresan solo en una poblacion de células pequefas o confinadas a un tipo de
célula especifico, por ejemplo, c-kit. Alternativamente, el dominio de union al
ligando nativo del receptor del factor de crecimiento se puede eliminar y, por

ejemplo reemplazar con un marcador u otro dominio EC.

El CrGFR puede comprender un dominio EC sin funcién de union al
factor de crecimiento (por ejemplo, una forma truncada del dominio TpoR EC)
y/o un marcador (por ejemplo, CD34), y los dominios TM e IC de TpoR. El
crecimiento de células portadoras de este tipo de receptor puede ser

estimulado por la unién de Eltrombopag al dominio TM.

El CrGFR puede expresarse solo bajo el control de un promotor en una
poblacion terapéutica de células que tienen actividad terapéutica, por ejemplo,

Linfocitos Infiltrantes de Tumor (TILs).

Alternativamente, el CrGFR puede expresarse junto con un transgén
terapéutico como un Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) y/o un receptor de
células T (TCR), por ejemplo, como se describe en la Figura 14. Los TCRs y
CAR adecuados son bien conocidos en la literatura, por ejemplo, TCRs

especificos de HLA-A*02-NYESO-1 (Rapoport et al. Nat Med 2015) o CARs de



16

fusion anti-CD19scFv.CD3¢ (Kochenderfer et al. J Clin Oncol 2015) que se han
utilizado con éxito para tratar Mieloma o Neoplasias malignas de células B
respectivamente. Los CrGFRs descritos en este documento pueden expresarse
con cualquier CAR o TCR conocido, proporcionando asi a la célula un cambio
de crecimiento regulable para permitir la expansion / supervivencia celular in-
vitro o in-vivo, y un mecanismo de activacion convencional en forma de TCR o
CAR para actividad anticancerigena. Por lo tanto, la invencion proporciona una
célula para uso en terapia celular adoptiva que comprende un CrGFR como se
describe en el presente documento y un TCR y/o CAR que especificamente se

une a un antigeno asociado a un tumor.

El CrGFR puede tener el dominio TM y el primer dominio IC del receptor
de Tpo humano y un dominio EC del receptor de Tpo de tipo natural o truncado

(sin funcién de union al ligando nativo).

Las modalidades particulares del CrGFR incluyen las mostradas en las

Figuras 1y 2.

En algunas modalidades, el receptor del factor de crecimiento (CrGFR)
se construye de manera que el CrGFR se basa en el receptor TpoR con por lo
menos la region TM y la region IC (ver SEC ID No. 1 que muestra el dominio
TpoR TM y el dominio citoplasmico 514-635 y TpoR) que se retiene y con un
(segundo) dominio IC adicional que se agrega al constructo para mejorar la
sefalizacion en respuesta a la unién de agonista de Tpo o Tpo. Por lo tanto, en

algunas modalidades, el CrGFR comprende: (i) un dominio extracelular (EC) de
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TpoR, o un dominio EC de TpoR truncado; (ii) un dominio trombopoyetina
transmembrana (TM); y (iii) un primer dominio intracelular (IC) que comprende
un dominio IC de trombopoyetina humana (o una version truncada del mismo,
por ejemplo, delta 60); y (iv) un segundo dominio intracelular, en el que el
segundo dominio intracelular se selecciona de un dominio IC de un receptor
coestimulador, un receptor de citocina, un receptor de sefalizacidn conjunta o
un receptor de trombopoyetina humano (c-mpl). Por ejemplo, el segundo
dominio IC puede ser el dominio IC de CD40, IL2R (IL2rIB, IL2Ry), ITAM1 o

LMP1.

En algunas modalidades, el crGFR comprende i) un dominio EC; y los
dominios TM e IC mostrados en SEC ID No. 3, 4,5,6,7, 8,9, 10,11, 12,13 0
14, o variantes de los mismos que tienen por lo menos 80%, 85%, 90% 95%
97% 0 99% de identidad de secuencia. Los dominios EC adecuados incluyen
aquellos descritos en el presente documento, por ejemplo, un dominio EC de
TpoR truncado. Estos receptores conservan su capacidad para unir

trombopoyetina humana o un agonista del receptor de trombopoyetina.

En otras modalidades, el dominio IC de wt Tpo se reemplaza con un
dominio IC de un receptor adecuado, por ejemplo, LMP1, IL2R, CD28 o CD137;
ejemplos de tales constructos se muestran en la Figura 1 como y "TpoR.
LMP1" "TpoR. IL2rB-cyt. TpoR-cyt" y la Figura 2 "TpoRec.TpoRtm CD28cyto" y

"TpoRec.TpoRtm CD137cyto".



18

DOMINIO EC

El dominio EC puede ser el dominio EC de TpoR (SEC ID No: 1) o un
derivado o variante del mismo que mantiene la sefializacion y la proliferacion

celular en respuesta a la unién del ligando al receptor.

Es posible que el dominio EC no sea necesario para la sefalizacién
CrGFR, por ejemplo, si se usa el dominio TM que puede causar la activacion
del receptor tras la unién del ligando, por ejemplo, el dominio TpoR TM. El
dominio EC puede ser entonces un dominio nativo truncado o mutado (por
ejemplo, sin funcion de unién al ligando), por ejemplo, un dominio EC de TpoR
truncado. El dominio EC nativo puede reemplazarse por un marcador como

CD34 truncado para seleccion y/o monitoreo in vivo.

DOMINIO TM

Puede usarse el dominio TM (mostrado en la Figura 1) del receptor Tpo
(TpoR), que incluye un derivado o variante del mismo que mantiene la
sefalizacion y la proliferacion celular en respuesta a la union del ligando al
receptor. Esto puede ser util porque se sabe que TpoR tiene una expresion
limitada en tejidos humanos normales y también se sabe que se une a
Eltrombopag Lusutrombopag y Avatrembopag, por tanto, un CrGFR que
comprende un dominio TM del receptor de Tpo puede activarse exponiendo las
células in vitro o in vivo a un compuesto clinicamente validado con un perfil de

toxicidad conocido.
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DOMINIO IC

El dominio intracelular (IC) del receptor del factor de crecimiento (que se
muestra en la SEC ID No. 1) del receptor de Tpo se puede usar incluyendo un
derivado o una variante del mismo que mantiene la sefializacion y la
proliferacion celular en respuesta a la union del ligando al receptor (por
ejemplo, un dominio de sefializacion de TpoR truncada como el mostrado en
SEC ID No. 2). Esto se puede combinar con el dominio TM del receptor de Tpo
para lograr buenos niveles de proliferacion celular en respuesta a la unién del

ligando.

Otros dominios IC que son como el receptor del factor de crecimiento
pueden ser adecuados para su uso en la construccion de los CrGFRs de la
presente invencion, ya que se sabe que estos receptores activan las mismas
vias de sefalizacion celular que el receptor de Tpo. Por ejemplo, los dominios
IC de G-CSF, GM-CSF, prolactina u hormona de crecimiento humana pueden
usarse para construir CrGFR cuando se combinan con el dominio TpoR TM. La
capacidad de un CrGFR que comprende estos dominios IC para inducir la
proliferacion celular en respuesta a un agonista del receptor, por ejemplo,
Eltrembopag, puede determinarse entonces usando los métodos descritos en
los Ejemplos de la presente invencion. EI dominio TpoR IC puede estar
truncado hasta en 79 aminoacidos en el extremo C-terminal. Se ha demostrado
que los truncamientos por encima de esto anulan completamente la actividad

de TpoR (Gurney et al. PNAS 1995).
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Adicionalmente, el dominio IC también puede comprender un segundo
dominio derivado de uno de los siguientes (pero no limitado a): dominios de
sefalizacion del receptor de citocinas (por ejemplo, receptor de IL2), dominios
de senalizacion conjunta (por ejemplo, CD40), proteinas oncogénicas virales
(por ejemplo, LMP1), dominios coestimuladores (por ejemplo, CD28, CD137,
CD150, etc.) u otros dominios mitogénicos (por ejemplo, receptores tipo Toll,
motivos de activacion basados en tirosina de inmunorreceptores, dominios de

sefializacion de CD3, etc.).

Los receptores de citocinas son un grupo amplio de receptores
expresados en una multitud de tipos de células y participan en la deteccion de
sefales ambientales extracelulares al unirse a citocinas solubles. Este evento
de union provoca una cascada de sefalizacion a través de la sefalizacion JAK
/ STAT que da como resultado la regulacion positiva de los genes implicados
en la supervivencia y expansion. Dichos receptores incluyen el receptor de IL-2,
el receptor de IL-4 y el receptor de trembopoyetina (Liongue et al. 2016). Los
receptores coestimuladores son proteinas involucradas en la mejora de la
actividad de las células T cuando la célula recibe una sefal primaria a través
del receptor de células T. Esto se basa en el concepto de Sefial 1 y Senal 2,
segun el cual la Sefal 1 se envia a través de la participacién del receptor de
células T con el péptido-MHC, y la sefial 2 se entrega a través de la
participacion de receptores coestimuladores en la célula T con ligandos
coestimuladores en las células diana (por ejemplo, célula dendritica). La senal
2 entregada a través del dominio coestimulador proporciona senales de

supervivencia cruciales para la célula T. Los receptores coestimuladores
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comunes incluyen CD28, CD137 y CD150 (Leitner et al. 2010). El término
sefalizacion conjunta define grupos de proteinas de la membrana celular que
proporcionan sefiales de apoyo similares a las descritas para los receptores
coestimuladores, pero bajo ciertas circunstancias normalmente no se pueden
considerar coestimulantes ya que pueden no expresarse en las células T, tales
receptores incluyen CD40 que esta normalmente expresado en células
presentadoras de antigeno donde mejora la supervivencia tras la participacion

de ligando CD40 expresado en células T (He et al. 2012; Kumar et al. 2018).

Este segundo dominio IC puede fusionarse directamente, o mediante un
dominio enlazador, al extremo C del primer dominio IC (por ejemplo, el dominio
IC TpoR que esta dispuesto junto al dominio de transmembrana Tpo). Por lo
tanto, el receptor del factor de crecimiento quimérico puede comprender un
dominio transmembrana de TpoR y un dominio IC de TpoR (primer dominio IC)
y un segundo dominio IC que puede ser de TpoR, o puede ser un dominio de
sefalizacion del receptor de citocina, dominio de sefalizacién conjunta,
proteinas oncogénicas virales (por ejemplo, LMP1) o dominios coestimuladores

como los discutidos en el parrafo anterior.

Adicionalmente, el dominio coestimulador, coinhibidor o de sefal
conjunta puede fusionarse directamente con el dominio transmembrana de
TpoR para crear receptores como los que se muestran en la Figura 2 y las SEC
ID No. 13 y 14. Estos receptores pueden comprender un (segundo) dominio IC

adicional, como un Dominio TpoR.
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CELULAS

Las células utilizadas en la presente invencion pueden ser cualquier
linfocito que sea util en la terapia celular adoptiva, tal como una célula T o una
célula asesina natural (NK), una célula NKT, una célula T gamma / delta o una

célula reguladora T. Las células pueden ser alogénicas o autélogas.

Las células T o linfocitos T son un tipo de linfocito que tiene un papel
central en la inmunidad mediada por células. Se pueden distinguir de otros
linfocitos, como las células B y las células asesinas naturales (células NK), por
la presencia de un receptor de células T (TCR) en la superficie celular. Existen

varios tipos de células T, como se resume a continuacion.

Las células T citotoxicas (células TC o CTLs) destruyen las células
infectadas por virus y las células tumorales, y también estan implicadas en el
rechazo de trasplantes. Las CTLs expresan la molécula CD8 en su superficie.
Estas células reconocen sus objetivos al unirse al antigeno asociado con el
MHC de clase |, que esta presente en la superficie de todas las células
nucleadas. A través de IL-10, la adenosina y otras moléculas secretadas por
las células T reguladoras, las células CD8+ pueden inactivarse a un estado
anérgico, lo que previene enfermedades autoinmunes como la encefalomielitis

autoinmune experimental.

Las células T de memoria son un subconjunto de células T especificas

de antigeno que persisten a largo plazo después de que se ha resuelto una
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infeccién. Se expanden rapidamente a un gran numero de células T efectoras
al volver a exponerse a su antigeno afin, proporcionando asi al sistema
inmunoldgico "memoria" contra infecciones pasadas. Las células T de memoria
comprenden tres subtipos: células T de memoria central (células TCM) y dos
tipos de células T de memoria efectoras (células TEM y células TEMRA). Las
celdas de memoria pueden ser CD4+ o CD8+. Las células T de memoria

expresan tipicamente la proteina de superficie celular CD45R0O.

Las células T reguladoras (células Treg), antes conocidas como células
T supresoras, son cruciales para el mantenimiento de la tolerancia
inmunoldgica. Su funcién principal es apagar la inmunidad mediada por células
T hacia el final de una reaccion inmune y para suprimir las células T

autorreactivas que escaparon del proceso de seleccion negativa en el timo.

Se han descrito dos clases principales de células CD4+ Treg: células

Treg de origen natural y células Treg adaptativas.

Las células Treg de origen natural (también conocidas como células
Treg CD4+CD25+FoxP3+) surgen en el timo y se han relacionado con
interacciones entre las células T en desarrollo con células dendriticas tanto
mieloides (CD11c+) como plasmocitoides (CD123+) que se han activado con
TSLP. Las células Treg de origen natural se pueden distinguir de otras células

T por la presencia de una molécula intracelular llamada FoxP3.



24

Las células Treg adaptativas (también conocidas como células Tr1 o

células Th3) pueden originarse durante una respuesta inmune.

Las células asesinas naturales (o células NK) son un tipo de célula
citolitica que forma parte del sistema inmunolégico innato. Las células NK
proporcionan respuestas rapidas a las sefales innatas de las células infectadas

por virus de una manera independiente del MHC.

Las células NK (que pertenecen al grupo de células linfoides innatas) se
definen como linfocitos granulares grandes (LGL) y constituyen el tercer tipo de

células diferenciadas del progenitor linfoide comun que genera linfocitos By T.

ACIDOS NUCLEICOS

Un aspecto de la invencion proporciona una secuencia de acido nucleico
de la invencion, que codifica cualquiera de los CrGFRs, polipéptidos o
proteinas descritos en este documento (incluidas las porciones funcionales y

variantes funcionales de los mismos).

Como se usa en este documento, los términos "polinucleotido",

"nucleétido” y "acido nucleico" pretenden ser sinbnimos entre si.

Un experto en la materia entenderd que numerosos polinucledtidos y
acidos nucleicos diferentes pueden codificar el mismo polipéptido como

resultado de la degeneracién del codigo genético. Ademas, debe entenderse



25

que las personas expertas en la técnica pueden, utilizando técnicas de rutina,
hacer sustituciones de nucledtidos que no afectan a la secuencia de
polipéptidos codificada por los polinucleétidos descritos aqui para reflejar el uso
de codones de cualquier organismo huésped particular en el que se van a

expresar los polipéptidos, por ejemplo, optimizacién de codones.

Los acidos nucleicos de acuerdo con la invencién pueden comprender
ADN o ARN. Pueden ser monocatenarios o bicatenarios. También pueden ser
polinucleétidos que incluyan dentro de ellos nucledtidos sintéticos o
modificados. Se conocen en la técnica varios tipos diferentes de modificacion
de oligonucledtidos. Estos incluyen cadenas principales de metilfosfonato y
fosforotioato, adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3' y/o
5 de la molécula. Para los propdsitos de la presente invencién, debe
entenderse que los polinucledtidos pueden ser modificado por cualquier
método disponible en la técnica. Tales modificaciones pueden llevarse a cabo

para mejorar la actividad in vivo o la vida util de los polinucleétidos de interés.

Los términos "variante", "homologo" o "derivado" en relacion con una
secuencia de nucledtidos incluyen cualquier sustitucion, variacion,
modificacion, reemplazo, delecion o adicién de uno (o mas) acido nucleico de o

a la secuencia.

La secuencia de acido nucleico puede codificar las secuencias de

proteinas que se muestran en las SEC ID NOs. 3 a 14 o variantes de la misma,



26

incluida una secuencia de acido nucleico que codifica o comprende una forma

truncada del receptor de Tpo, como la que se muestra en la SEC ID No 2.

La secuencia de nucledtidos puede comprender la secuencia de
nucleotidos de TpoR mostrada en las SEC ID Nos. 17 a 28, o variantes de la

misma.

La invencion también proporciona una secuencia de acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un CrGFR y una
secuencia de acido nucleico adicional que codifica un receptor de células T

(TCR) y/o un receptor de antigeno quimérico (CAR).

Las secuencias de acido nucleico pueden unirse mediante una
secuencia que permita la coexpresidon de dos 0 mas secuencias de acido
nucleico. Por ejemplo, el constructo puede comprender un promotor interno,
una secuencia interna de entrada del ribosoma (IRES) o una secuencia que
codifica un sitio de escision. El sitio de escision puede ser autoescindible, de
modo que cuando se produce el polipéptido se divide inmediatamente en las

proteinas discretas sin la necesidad de ninguna actividad de escision externa.

Se conocen varios sitios de autoescision, incluyendo el virus de la fiebre

aftosa (FMDV) y el péptido de autoescision 2a.
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La secuencia de coexpresion puede ser una secuencia interna de
entrada del ribosoma (IRES). La secuencia de coexpresién puede ser un

promotor interno.

VECTORES

En un aspecto, la presente invencidn proporciona un vector que
comprende una secuencia de acido nucleico o constructo de acido nucleico de

la invencion.

Dicho vector se puede utilizar para introducir la(s) secuencia(s) de acido
nucleico o lo(s) constructo(s) de acido nucleico en una célula huésped de modo
que exprese uno o mas CrGFR(s) de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion y, opcionalmente, una o mas otras proteinas de interés (POI), por

ejemplo, un TCR o un CAR.

El vector puede ser, por ejemplo, un plasmido o un vector viral, tal como
un vector retroviral o un vector lentiviral, o un vector basado en transposones o
ARNmM sintético. Los vectores derivados de retrovirus, como el lentivirus, son
herramientas adecuadas para lograr la transferencia de genes a largo plazo ya
que permiten la integracién estable a largo plazo de un transgén o transgenes y

su propagacién en células hijas.

El vector puede ser capaz de transfectar o transducir un linfocito,

incluyendo una célula T o una célula NK.
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La presente invencién también proporciona vectores en los que se

inserta un acido nucleico de la presente invencion.

La expresién de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican un
CrGFR vy, opcionalmente, un TCR o CAR se consigue tipicamente uniendo
operativamente un acido nucleico que codifica CrGFR y el polipéptido
TCR/CAR o porciones del mismo a uno o0 mas promotores, e incorporando el
constructo en un vector de expresién. Los vectores pueden ser adecuados para
la replicacion y la integracion en células eucariotas. Los vectores de clonacion
tipicos contienen terminadores de transcripcion y traslacion, secuencias de
iniciacion y promotores utiles para la regulacion de la expresién de la secuencia

de acido nucleico deseada.

La tecnologia de vectores virales es bien conocida en la técnica y se
describe, por ejemplo, en Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en otros
manuales de virologia y biologia molecular, ver también WO 01/96584; WO

01/29058; y la patente de EE.UU. No 6,326,193).

En algunas modalidades, los constructos de acido nucleico son como se
muestran en las figuras de este documento. En algunas modalidades, los
acidos nucleicos son constructos multicistronicos que permiten la expresion de
multiples transgenes (por ejemplo, CrGFR y un TCR y/o CAR, etc.) bajo el
control de un unico promotor. En algunas modalidades, los transgenes (por

ejemplo, CrGFR y TCR y/o CAR, etc.) estan separados por un péptido 2A que
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se autoescinde. Los ejemplos de péptidos 2A utiles en los constructos de acido
nucleico de la invencion incluyen F2A, P2A, T2A y E2A. En otras modalidades
de la invencion, el constructo de acido nucleico de la invencidon es un
constructo multicistronico que comprende dos promotores; un promotor impulsa
la expresion de CrGFR y el otro promotor impulsa la expresién del TCR o CAR.
En algunas modalidades, los constructos de promotor dual de la invencién son
unidireccionales. En otras modalidades, los constructos de promotor dual de la

invencion son bidireccionales.

Para evaluar la expresion del polipéptido CrGFR o porciones del mismo,
el vector de expresion que se va a introducir en una célula también puede
contener un gen marcador seleccionable o un gen reportero o ambos para
facilitar la identificacion y seleccion de las células de expresion de la poblacién
de células que se busca transfectar o transducir a través de vectores virales. El
polipéptido CrGFR puede incorporar un marcador, como CD34, como parte del

dominio EC.

COMPOSICION FARMACEUTICA

La presente invencion también se refiere a una composicion
farmacéutica que contiene un vector o una célula que expresa CrGFR de la
invencion junto con un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable y opcionalmente uno o mas polipéptidos y/o compuestos
farmacéuticamente activos adicionales. Tal formulacion puede, por ejemplo,

estar en una forma adecuada para infusion intravenosa.
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METODO DE TRATAMIENTO

Las células, que incluyen las células T y NK, que expresan CrGFRs para
su uso en los métodos de la presente invencion pueden crearse ex vivo a partir
de la propia sangre periférica del paciente (autdloga) o en el contexto de un
trasplante de células madre hematopoyéticas de sangre periférica de un
donante o sangre periférica de un donante no conectado (alogénico).
Alternativamente, las células T o las células NK pueden derivarse de
diferenciacion ex vivo de células progenitoras inducibles o células progenitoras
embrionarias a células T o células NK. En estos casos, las células T que
expresan un CrGFR vy, opcionalmente, un CAR y/o TCR, se generan mediante
la introduccion de ADN o ARN que codifica el CrGFR y, opcionalmente, un
CAR y/o TCR, por uno de los muchos medios que incluyen la transduccion. con

un vector viral, transfeccion con ADN o ARN.

Células T o NK que expresan un CrGFR de la presente invencion vy,
opcionalmente, que expresan un TCR y/o CAR pueden usarse para el

tratamiento de canceres hemotolégicos o tumores sélidos.

Un método para el tratamiento de una enfermedad se refiere al uso
terapéutico de un vector o célula, que incluye una célula T o NK, de la
invencién. A este respecto, el vector o las células T o NK pueden administrarse
a un sujeto que tenga una enfermedad o afeccion existente para disminuir,
reducir o mejorar por lo menos un sintoma asociado con la enfermedad y/o

para ralentizar, reducir o bloquear la progresién de la enfermedad. El método
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de la invencién puede provocar o promover la muerte de células cancerosas

mediada por células T.

El vector, o las células T o NK de acuerdo con la presente invencion se
pueden administrar a un paciente con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales. Uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales puede
coadministrarse al paciente. Por "coadministracion" se entiende administrar uno
0 mas agentes terapéuticos adicionales y el vector, o las células T o NK de la
presente invencion lo suficientemente cerca en el tiempo para que el vector, o
las células T o NK puedan potenciar el efecto de uno o mas agentes
terapéuticos adicionales, o viceversa. A este respecto, los vectores o las
células se pueden administrar primero y se pueden administrar uno o mas
agentes terapéuticos adicionales segundo, o viceversa. Alternativamente, los
vectores o células y uno o mas agentes terapeéuticos adicionales se pueden
administrar simultaneamente. Los agentes terapéuticos adecuados que pueden
coadministrarse con los vectores o0 células de la presente invencion incluyen
cualquier agonista del receptor del factor de crecimiento que active el CrGFR,
por ejemplo, Eltrombopag (rINN, nombre en cédigo SB-497115-GR)

Lusutrombopag y Avatrombopag o Romiplostim.

El Eltrombopag puede ser particularmente util en los métodos de la
invencion ya que se conoce su perfil de toxicidad. En estudios preclinicos, se
demostré que el compuesto interactia selectivamente con el receptor de
trombopoyetina, lo que conduce a la activacion de la via de senalizacion JAK-

STAT y al aumento de la proliferacion y diferenciacion de megacariocitos. Los
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estudios en animales confirmaron que la administracién podria aumentar el
recuento de plaquetas. En 73 voluntarios sanos, dosis mas altas de
Eltrombopag causaron mayores aumentos en el numero de plaquetas
circulantes sin problemas de tolerabilidad, ver, por ejemplo, Jenkins JM,
Williams D, Deng Y, Uhl J, Kitchen V, Collins D, Erickson-Miller CL (Junio de
2007). "Estudio clinico de fase 1 de eltrombopag, un agonista oral del receptor
de trombopoyetina no péptido". Blood 109 (11): 4739-41. Por lo tanto, en los
métodos de Ila invencidon pueden determinarse dosis adecuadas de
Eltrombopag basandose en estudios clinicos publicados previamente y los

ensayos in vitro descritos en el presente documento.

Otro agente que puede resultar util es la IL-2, ya que se utiliza
actualmente en terapias celulares existentes para potenciar la actividad de las
células administradas. Sin embargo, como se indicé anteriormente, el
tratamiento con IL-2 esta asociado con problemas de toxicidad y tolerabilidad.
Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es estimular la proliferacion
celular utilizando un agonista que se una al CrGFR vy, por lo tanto, reduzca la
cantidad de IL-2 que debe administrarse (por ejemplo, a niveles que sean

menos téxicos) o incluso eliminar la necesidad de administracion de IL-2.

Para los fines de los métodos inventivos, en los que se administran
células al paciente, las células pueden ser células alogénicas o autologas al

paciente.
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Varios aspectos y modalidades adicionales de la presente invencién
resultaran evidentes para los expertos en la técnica a la vista de la presente

divulgacion.

Todos los documentos mencionados en esta descripcion se incorporan

aqui como referencia en su totalidad

"y/o" cuando se usa en este documento se debe tomar como una
divulgacién especifica de cada una de las dos caracteristicas o componentes
especificados con o sin el otro. Por ejemplo, "A y/o B" debe tomarse como una
divulgacioén especifica de cada uno de (i) A, (ii) B y (iii) A y B, como si cada uno

se estableciera individualmente en el presente documento.

A menos que el contexto indique lo contrario, las descripciones y
definiciones de las caracteristicas establecidas anteriormente no se limitan a
ningun aspecto o modalidad particular de la invencién y se aplican igualmente a

todos los aspectos y modalidades que se describen.

Ciertos aspectos y modalidades de la invencion se ilustraran ahora a

modo de ejemplo y con referencia a las figuras descritas anteriormente y las

tablas descritas a continuacion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 — Produccion y evaluacién de células T que expresan CrGFR
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Materiales y Métodos

Plasmidos

El plasmido pSF.LentiEF1a fue generado por Oxford Genetics
reemplazando el promotor CMV existente en pSF.Lenti. CMV.PGK.puro con el
promotor 1a del factor de elongacion (EF) para generar pSF.Lenti.EF1
a.PGK.puro. A continuacion, se elimind el segmento PGK.Puro y se clonaron
los constructos TpoR a través de una digestiéon Xbal/Nhel con el sitio Nhel
corriente abajo del gen de resistencia a puromicina. Los plasmidos de
empaquetamiento pVSVg, pCgpV y pRSV.Rev (sistema de empaquetamiento

ViraSafe Lentiviral - Pantropic) se obtuvieron de Cell Biolabs (VPK-206).

Reactivos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de los siguientes fabricantes:

Abcam - DRAQ7 (AB109202-1ml)

Miltenyi Biotec anti-Melanoma (MCSP)-PE (130-099-413); anti-CD34-APC

(130-090-954), anti-CD45-FITC (130-080-202), anti-CD71-APC (130-099-239),

anti-CD110-PE

BD Biosciences: anti-CD34-PE (555822);

E-Biosciences: Tinte de Viabilidad Fijable eFlor 450 (65-0863-18), Tinte de

Viabilidad Fijable eFlor 780 (65-0865-18),
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Lineas celulares

La linea celular Jurkat E6.1 y la linea celular Ba/F3 se cultivaron en
RPMI suplementado con FCS al 10% (F9665-500ml: Sigma), HEPES 1M al 1%
(HO887-100ml) y penicilina/estreptomicina al 1% (P0781-100ml) (Medios de
células T: TCM). La linea celular 293T y se cultivd de forma rutinaria en DMEM
suplementado con FCS al 10% y penicilina/estreptomicina al 1% (P0781-100

ml) (D10).

Aislamiento de células T

Las células T se aislaron de PBMC de capas leucociticas. En resumen,
se obtuvieron capas leucociticas de NHSBT y se aislaron PBMC mediante
centrifugacion de densidad mediada por Ficoll. Las células T intactas se
aislaron usando perlas paramagnéticas (ver mas abajo). Se cultivaron células T
en RPMI suplementado con FCS al 10% (F9665-500ml: Sigma), HEPES 1M al
1% (HO0887-100ml) y Penicilina/estreptomicina (P0781-100ml) (medio de

células T: TCM).

Produccion de lentivirus

6x10° células 293T se sembraron en 10 ml D10 el dia antes de la
transfeccion en un matraz T75 recubierto de poli-d-lisina (Greiner). El dia de la
transfeccion, se preparé DMEM libre de suero tamponado con HEPES 0.025 M

(pH 7.1) y D10 tamponado con HEPES 0.025 M (pH 7.9). 1.5 ml de mezclas de
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transfeccion por matraz utilizando 10 ug de plasmido de transferencia lentiviral
(pSF.Lenti) y 10 ug de cada uno de pVSVg, pCgpV y pRSV.Rev y CaCl2 hasta
una concentracién final de 0.05 M en medios de pH 7.1. Se dej6 que se
formaran complejos de transfeccion durante 30 minutos antes de afadirlos gota
a gota a los matraces que contenian 6 ml de medio a pH 7.9. 24 horas mas
tarde, el medio se cambié por 10 ml de D10 reciente. 24 y 48 horas despues,
se recogio el medio, se combind y se concentrd usando el concentrador Lenti-X
(Clontech-Takara: 631232). Las particulas lentivirales concentradas se
resuspendieron a 10 veces el volumen de sobrenadante original y se almacend6

a -80°C hasta su uso.

Transduccion de células T

Se afadieron 1x10° células T por pocillo de una placa de 96 pocillos de
fondo plano. Se centrifugo la placa y se aspir6 el sobrenadante antes de afadir
50-100 pl de sobrenadante lentiviral suplementado con 4 ug/ml de Polibreno
(bromuro de hexadimetrina - Sigma: H9268-5G) e IL-2 en la concentracion
indicada. En algunos casos se agregaron reactivos de activacion: Dynabeads™
Human T Activator CD3/CD28 (Thermo Fisher: 11131D), Dynabeads™ Human
T-Activator CD3/CD28/CD137 (Thermo Fisher 11162D) en las concentraciones

recomendadas por el fabricante.

Clases de perlas paramagnéticas
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Los tipos de perlas paramagnéticas se realizaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante utilizando microperlas anti-PE (Miltenyi Biotec o
StemCell Technologies), o microperlas de aislamiento de células T (17951:

StemCell Technologies).

Protocolo de expansion rapida (REP)

Las células T se expandieron usando alimentadores de capa leucocitaria
irradiados. En resumen, se aplicaron 10 capas leucociticas irradiadas obtenidas
de NHSBT, las PBMC se aislaron por centrifugacion de densidad mediada por
Ficoll, se mezclaron y se crioconservaron. Los alimentadores de capa
leucocitaria descongelados se mezclaron con células T en una proporcién 1:20
- 1:100 a una concentracion final de células de 1x10% / ml en TCM + 200 IU/ml
de IL-2 y 1 pg/ml de fitohemaglutinina en un matraz de cultivo T25. EI matraz
vertical se coloco en un angulo de 45° durante los primeros cinco dias, después
de lo cual se volvid a colocar el matraz en posicién vertical y se cambio el
medio por medio de intercambio de medios. Los intercambios de medios se
realizaron cada 2-3 dias con IL-2 fresca afiadida a una concentracion final de
200 IU/ml durante 14 dias, después de lo cual las células se crioconservaron o

se pusieron directamente en ensayo.

Disefo de constructo

Previamente hemos validado que el TpoR puede tener actividad en

células T humanas primarias. Sin embargo, los intentos de modificar el receptor
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no siempre fueron sencillos. Por ejemplo, las fusiones entre el dominio TpoR
Ec y el dominio GeSF IC no se expresaron en la superficie celular. Ademas, las
fusiones del receptor de prolactina no parecian ser completamente estables en
la superficie. Ademas, sentimos que podriamos mejorar la capacidad de
sefalizacion de los receptores basados en TpoR en las células T al incluir
componentes de sefalizacion que activan a JAK3, una molécula de
sefalizacion involucrada en la sefalizacidn de IL-2 pero no en la sefalizaciéon
de TpoR vy, por lo tanto, es mas probable que impulse la IL-2 como sefales en

células disefiadas.

Por lo tanto, nos propusimos generar receptores de fusién en los que se
fusionaran dominios adicionales directamente al extremo C del dominio TpoR
IC. Primero generamos una fusion entre TpoR y el dominio de sefalizacion
IL2rB. Los intentos anteriores de generar fusiones entre TpoR e IL2r3 mediante
la eliminacion completa del dominio intracelular de TpoR dieron como resultado
receptores que no se expresaban suficientemente bien. Por lo tanto,
adoptamos un enfoque alternativo en el que un dominio de sefializacién TpoR-
IL2rB hibrido se cre6 mediante el cual la regién de sefalizacion 112rf se fusiond
en el extremo N o extremo C con el dominio de sefializacion TpoR. A
continuacion, generamos receptores donde el dominio citoplasmico de TIAF1,
TLR1, CD150, IL2ry, CD40, LMP1 e ITAM1 de eD3C se fusionaron del extremo
C con el dominio de senalizacion TpoR. ElI motivo de la eleccion de estos
receptores fue el siguiente: TIAF1 - Existe evidencia de que TIAF1 se une a
JAK3 (Ji et al. 2000); TLR1/CD40 — Se ha demostrado que la sinergia entre

TLRs y CD40 induce la expansion de células T (Ahonen et al. 2004), ademas,
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se ha demostrado que CD40 se une a JAK3 y requiere JAK3 para la
sefializacion en células B (Hanissian & Geha 1997); CD150 - Existe evidencia
de que CD150 puede proteger a las células T de la privacion de IL-2 (Aversa et
al. 1997); ITAM1 - Decidimos fusionar un solo ITAM de CD3( en el extremo C
de TpoR en un esfuerzo por inducir una respuesta mitogénica; LMP1 - LMP1
del virus EBV ha demostrado interactuar con JAK3 (Gires et al. 1999), ademas,
también fusionamos LMP1 directamente con el dominio transmembrana de
TpoR ya que sentimos que la fusion del dominio citoplasmatico de TpoR seria
bastante grande y podria no expresarse suficientemente bien. También
generamos CrGFR que consiste en un dominio extracelular y transmembrana
de TpoR fusionado al dominio citoplasmico de CD28 y CD137 ya que sentimos
que estos proporcionarian una sefal de crecimiento coestimulante tras la
administracion de Eltrombopag, las secuencias de estos constructos se

proporcionan a continuacién.

Los constructos se clonaron en pSF.Lenti (Oxford Genetics) a través de
un sitio Xbal y Nhel. Todos los fragmentos y constructos fueron optimizados por

codones, sintetizados genéticamente y clonados por Genewiz.

Produccién Lentiviral: La produccion lentiviral se realizoé utilizando un
sistema de empaquetamiento de tres plasmidos (Cell Biolabs, San Diego, USA)
mezclando 10 ug de cada plasmido, mas 10 pg del plasmido lentiviral
pSF.Lenti que contiene el transgén, junto en RPMI libre de suero que contiene
CaCl2 50 mM. La mezcla se afiadi6 gota a gota a una monocapa confluente al

50% de células 293T en matraces de 75 cm2. Los sobrenadantes virales se
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recogieron a las 48 y 72 horas después de la transfeccion, se combinaron y se
concentraron usando la solucion de concentracion de sobrenadante lentiviral
LentiPac (GeneCopoeia, Rockville, Maryland, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los sobrenadantes lentivirales se concentraron 10
veces y se usaron para infectar directamente las células T humanas primarias

en presencia de polibreno 4 ug/ml (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido).

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica de donantes
sanos normales antes de la activacion durante 24 horas con perlas de
expansién y activacion de células T (Invitrogen) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante antes de la adicidon de sobrenadantes lentivirales.

Después de la expansién, las células se lavaron excesivamente para
eliminar cualquier IL2 exégena y se sembraron en placas con fondo en U de 96
pocillos. Las células se suplementaron con | L2 (Proleukin) o Eltrombopag
(Stratech Scientific, Suffolk, Reino Unido). A partir de entonces, en varios
puntos de tiempo, las células se tifieron con una dilucion 1:400 de tinte de
viabilidad fijable eFlor-450 (eBioscience, UK) y se contaron directamente desde
los pocillos usando un Citometro MACSQuant, o se tifieron con colorante de
viabilidad DRAQ7 mas anticuerpos anti-CD110 conjugados con ficoeritrina
(Miltenyi Biotec, Reino Unido) y se analizaron usando un citdmetro
MACSQuant. Luego se analiz6 la viabilidad celular y/o el nivel de transduccion

utilizando el software MACSQuantify (Miltenyi Biotec, Reino Unido).

RESULTADOS
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Inicialmente probamos la funcionalidad y los perfiles de expresion del
CrGFR en comparacion con el receptor wt en células Jurkat E6.1 y Ba/F3 que
son linfoma de células T humanas y lineas de células B murinas dependientes
de IL-3, respectivamente. Aunque Ba/F3 no son humanas o células T, por lo
menos mostrarian si los receptores pueden plegarse y expresarse
correctamente, y si son capaces de transmitir una sefal. Se fabricaron y
utilizaron particulas lentivirales para infectar directamente Jurkat E6.1 y células
Ba/F3. Las células Jurkat se analizaron después de 48 horas para determinar
la expresion mediante el uso de un anticuerpo anti-CD110 conjugado con PE.
Se incubaron células Ba/F3 con Eltrombopag o IL-3 murina y se evalud la
expresion del CrGFR durante un numero de dias mediante analisis de la
expresion de CD110 mediante citometria de flujo. Como muestra la Figura 4,
todos los receptores podrian detectarse con éxito en las células Jurkat E6.1,
aunque tres receptores (TpoR.SLAM, TpoR.TIAF1 y TpoR.IL2rB-cyt. TpoR-cyt)
tenian un perfil de expresion bajo que sugiere que no se expresan
particularmente bien en la superficie. En las células Ba/F3, todos los receptores
se expresaron y podrian enriquecerse en la poblacién mediante la adicion de
Eltrombopag pero no IL-3 como se predijo (Figura 5). Sin embargo, los dos
receptores de fusién IL2r@3, aunque podian enriquecerse en la poblacion, tenian
un perfil de supervivencia pobre en Ba/F3 y el ensayo tuvo que interrumpirse

con estos receptores debido a la falta de células viables.

A continuacién, tomamos estos receptores y los expresamos en células
T humanas primarias y expusimos estas células a IL-2 o Eltrombopag. Se

aislaron tres poblaciones de células T humanas primarias de donantes a partir
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de capas leucociticas y se transdujeron con los constructos lentivirales
indicados en presencia de CD3/CD28 Dynabeads. Después de la expansion,
las células se incubaron con IL-2 o Eltrombopag. Los resultados se muestran
en las Figuras 6, 7 y 8 (x3 donantes). Vimos un aumento en la expansién /
supervivencia de las células T con algunos de los receptores en algunos de los
donantes. Analizamos este conjunto de datos en general al observar la
proporcion de ceélulas que expresan una buena proporcion de células viables
con una poblacion distinta de células CD110+ después de 21 dias. Esto redujo
nuestro panel de receptores para analizar mas a fondo: TpoR.CD40,
TpOR.IL2ry, TpoR.ITAM1, TpOR.LMP1-cyt y TpoR.TpoR-cyt-LMP1-cyt.
TpoR.A60 también se veian bien, pero no perseguimos esto inicialmente con la
idea de que esto podria ser posteriormente incorporado en receptores de fusién

de generaciones posteriores.

A continuacién, repetimos el experimento pero clasificamos las células
CrGFR+ usando seleccion de CD110+ mediante seleccion de perlas
paramagnéticas usando los receptores identificados en la primera ronda de
selecciones (Figuras 10, 11 y 12). Observamos una mayor supervivencia de las
células T injertadas con la mayoria del CrGFR en los tres donantes. En
particular, vimos la expansion de las células WT-TpoR, TpOR.CDA40,
TpOR.IL2ry y TpoR.LMP1-cyto en el segundo donante (Figura 12) por encima

con medios solos.

A continuacién, evaluamos la capacidad de estos receptores para

promover la supervivencia / expansion en un modelo de terapia celular adoptiva
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mediante el disefio de linfocitos infiltrantes de tumores. TIL del paciente TIL042
(Melanoma uveal) se disefiaron con la variante o wt CrGFR y se mezclaron con
células tumorales compatibles con el paciente (CTUM42.1). En los dias 4y 7
se realizaron recuentos de las células totales asi como de las células CD110+.
Encontramos una disminucién inicial en el numero de células, probablemente
impulsada por AICD o factores inhibidores intrinsecos. Sin embargo, entre los
dias 4 y 7 observamos un aumento en el numero de células CD110+ con todos
los receptores probados con Eltrombopag o Eltrombopag + bajo dosis de IL-2.
El efecto del TpoR.CD40 en particular fue alentador ya que no demostré ningun
enriquecimiento no especifico en IL2 solo, un efecto observado con los otros

receptores probados.

Se evalu6 ademas el efecto del CrGFR en ovario TIL. Se disefiaron tres
poblaciones de TIL de ovario para expresar los receptores variantes WT o
TpoR.CD40, TpoR.IL2ry o TpoR.LMP1-Cyt y se mezclaron con células
tumorales compatibles con el paciente en presencia o0 ausencia de
Eltrombopag. Se realizaron recuentos del total y de células CD110+ después
de 4 y 7 dias. Observamos una expansion especifica de las células CrGFR+ en
presencia de tumor entre los dias 4 y 7 en los donantes 2 y 3 con todos los
receptores excepto el TpPOR.LMP1.cyt. En el donante 1 encontramos que
aunque no hubo expansion especifica de las células CrGFR+, la adicion de
Eltrombopag parecio proteger a las células del AICD (muerte celular inducida
por activacién). Es importante mencionar que encontramos que en todos los
tres donantes, la actividad de las variantes TpoR.IL2ry y TpoR.CD40 fue

superior a la del receptor WT (Figura 13).
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Finalmente, validamos el potencial de sefalizacién del nuevo CrGFR
mediante la realizacion de analisis fosfo STAT tras el tratamiento de células T
que expresan CrGFR con medios, citocina o farmaco. Con esta finalidad, las
células T de 4 donantes se transdujeron con wt TpoR, TpoR. CD40 o
TpoR.IL2ry, enriquecido para la expresion de CrGFR usando protocolos de
seleccion de perlas paramagnéticas y luego expandido usando estimulacién
policlonal. Las células se trataron durante cuatro horas con medios solos
(RPMI), IL-2, Tpo o Eltrombopag (Elt) antes de la fijacion con metanol, la
permeabilizacion y el analisis usando anticuerpos especificos de pSTAT. Las
moléculas STAT son los impulsores clave de la senalizacién celular con la
activacion de citocinas de las células, pSTATS en particular, es clave para la
actividad de IL-2. De hecho, vimos la induccion de pSTAT5 con IL-2 pero no la
incubacién con medios. La IL-12 como control no puede inducir la activacién de
STAT5 como se observa en este experimento. Tpo y Eltrombopag en particular
mostraron induccion de actividad STAT5. Esto se vio mas claramente con el
TpoR.IL2ry CrGFR que demuestra una clara activacién de la via de activaciéon

de STAT5 correcta cuando se estimula con Eltrombopag.

CONCLUSION

Los receptores del factor de crecimiento que responden a los farmacos
disponibles clinicamente pueden transferirse a las células T mediante
tecnologia de transferencia de genes y, por tanto, mantienen su capacidad
funcional para suministrar sefales de crecimiento / supervivencia celular. Es

importante destacar que, como ejemplo, las células T humanas primarias
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injertadas con CrGFR basadas en TpoR responden al farmaco clinicamente
disponible Eltrombopag y se expanden y sobreviven en ausencia de IL-2 que

normalmente se requiere para un crecimiento optimo de las células T.

Aqui probamos una serie de variantes funcionales; en base a TpoR
fusionado a los dominios de sefalizacion de una serie de moléculas
coestimuladoras o de sefalizacidon conjunta u otros receptores del factor de
crecimiento. Hemos demostrado que estos receptores confieren crecimiento y
supervivencia independientes de IL-2 en células T humanas primarias y
Linfocitos Infiltrantes de Tumores en presencia del agonista de TpoR
Eltrombopag. En particular, encontramos que un CrGFR de fusion de
TpoR.CD40 confiere una supervivencia / expansion de TIL mediada por
Eltrombopag muy especifica y muestra una actividad 6ptima en las células T

humanas primarias.

Los aspectos y modalidades de la invencion también se exponen en las

siguientes clausulas:

1. Una célula T o NK que comprende un receptor del factor de crecimiento
recombinante quimérico (CrGFR) que comprende:

(i) un dominio extracelular (EC);

(ii)) un dominio transmembrana (TM) de trombopoyetina; y

(iii) un dominio intracelular (IC) del receptor del factor de crecimiento quimérico.
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2. La célula T o NK de acuerdo con la clausula 1, en la que la unién de un

ligando al CrGFR induce la proliferacion de la célula T o NK.

3. La célula T o NK de acuerdo con la clausula 2, en la que el ligando es
trombopoyetina humana, una agonista del receptor de trombopoyetina, 0 un

antigeno asociado a tumor.

4. La célula T o NK de acuerdo con la clausula 3, en la que el agonista del

receptor de trombopoyetina se une al dominio TM.

5. La célula T o NK de acuerdo con la clausula 3 o la clausula 4, en la que el
agonista del receptor de trombopoyetina se selecciona de Eltrombopag y

Romiplostim.

6. La célula T o NK de acuerdo con las clausulas anteriores en la que el

dominio EC comprende el dominio EC c-mpl humano.

7. La célula T o NK de acuerdo con las clausulas anteriores, en la que el
dominio EC comprende uno o mas de i) un dominio EC truncado, ii) un dominio
EC c-mpl truncado, iii) un dominio que se une a un antigeno asociado a un
tumor, iv) un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a un tumor

asociado a antigeno; y v) un marcador de seleccion.

8. La célula T o NK de acuerdo con las clausulas anteriores, en la que el

dominio IC comprende un dominio coestimulador, coinhibidor o de senalizacion
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conjunta derivado de cualquier molécula coestimuladora, coinhibitoria o de
sefalizacion conjunta como, pero sin limitarse a, CD2, CD27, CD28, CD29,

CD134, CD137, CD150, PD1, etc.

9. La célula T o NK de acuerdo con las clausulas anteriores, en la que el
primer dominio IC se selecciona de: receptor de hormona de crecimiento
humana, receptor de prolactina humana, receptor de trombopoyetina humana

(c-mpl), receptor de G-CSF o receptor de GM-CSF.

10. La célula T o NK de acuerdo con las clausulas anteriores en la que el
dominio IC adicional se selecciona de receptor de hormona de crecimiento
humana, receptor de prolactina humana, receptor de trombopoyetina (c-mpl),
receptor de GM-CSF o receptor de GM-CSF, o un receptor coestimulador o de
sefalizacion conjunta. Ademas, el dominio IC también comprende un segundo
dominio derivado de uno de los siguientes (pero no limitado a): dominios de
sefalizacion del receptor de citocinas (por ejemplo, receptor de IL2), dominios
de senalizacion conjunta (por ejemplo, CD40), proteinas oncogénicas virales
(por ejemplo, LMP1), dominios coestimuladores (por ejemplo, CD28, CD137,
CD150, etc.) u otros dominios mitégenos (por ejemplo, receptores tipo Toll,
motivos de activacion basados en tirosina inmunorreceptores, dominios de
sefalizacion de CD3, etc.). Este segundo dominio se fusiona directamente, o

mediante un dominio enlazador, al terminal C o N del dominio TpoR IC.

10. La célula T o N K de acuerdo con las clausulas anteriores que tiene el

dominio TM del receptor de trombopoyetina humano o una variante del mismo
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que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia que se une a la

trombopoyetina humana o un agonista del receptor de trombopoyetina.

11. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 3 o una variante
de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia a nivel
de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta 79
aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

12. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 4 o una variante
de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia a nivel
de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado por hasta 79 aminoacidos, o
con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de responder a un

farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

13. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 5 o una variante
de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia a nivel
de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta 79
aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,



49

14. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 6 o una variante
de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia a nivel
de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta 79
aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

15. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 7 o una variante
de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia a nivel
de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta 79
aminodacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

16. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 8 o una variante
de la misma que tiene por lo menos 80% de identidad de secuencia a nivel de
proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta 79
aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

17. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 9 o una variante
de la misma que tiene por lo menos 80% de identidad de secuencia a nivel de

proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta 79
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aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

18. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 10 o una
variante de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia
a nivel de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C en
hasta 79 aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la

capacidad de responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

19. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 11 o una
variante de la misma que tiene por lo menos 80% de identidad de secuencia a
nivel de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por hasta
79 aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad de

responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

20. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 12 o una
variante de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia
a nivel de proteina, o con el dominio TpoR IC truncado en el extremo C por
hasta 79 aminoacidos, o con un dominio EC alternativo que mantiene la

capacidad de responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,
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21. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 13 o una
variante de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia
a nivel de proteina, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad

de responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

22. La célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, en la que
el CrGFR comprende la secuencia mostrada como SEC ID No. 14 o una
variante de la misma que tiene por lo menos un 80% de identidad de secuencia
a nivel de proteina, o con un dominio EC alternativo que mantiene la capacidad

de responder a un farmaco agonista sintético como Eltrombopag,

23. Una célula T o NK de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, que
comprende la secuencia mostrada en cualquiera de las SEC ID No. 3 a 14, o
una variante de la misma que tenga por lo menos un 80% de identidad de
secuencia pero que conserve la capacidad de i) unirse a la trombopoyetina
humana, o un agonista del receptor de trombopoyetina humana; e ii) inducir la

proliferacion o supervivencia celular

24. La célula T o célula NK de acuerdo con cualquier clausula anterior que se

une a Eltrombopag.

25. La célula T o célula NK de acuerdo con cualquier clausula anterior en la
que la célula T se selecciona de una Linfocito Infiltrante de Tumor (TIL) una

Célula Reguladora T (Treg) o una célula T primaria.
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26. La célula T o célula NK de acuerdo con cualquier clausula anterior que
ademas comprende un receptor de célula T recombinante (TCR) y/o Receptor

de Antigeno Quimérico (CAR).

27. Una secuencia de acido nucleico que codifica el CrGFR como se define en

cualquier reivindicacion anterior.

28. Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la clausula 27 que
comprende la secuencia que se muestra como SEC ID No. 17 a 28 o una

variante de la misma que no altera la secuencia de la proteina traducida

29 - Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la clausula 27 que
comprende las secuencias que se muestran en SEC ID 3-12 pero con el

dominio IC mostrado en SEC ID No. 2.

30. Un vector que comprende una secuencia de acido nucleico de acuerdo con
la clausula 27-29, o cualquier variante de la misma que no altera la secuencia

de la proteina traducida.

31. Un método para producir una célula T o una célula NK de acuerdo con
cualquiera de las clausulas 1-26, que comprende la etapa de introducir un
acido nucleico de acuerdo con la clausula 27-29, o un vector de acuerdo con la

clausula 19-28, en una célula T o una célula NK.
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32. Una composicion farmacéutica que comprende un vector de acuerdo con la
clausula 30 o una célula T o NK de acuerdo con las clausulas 1-26, junto con

un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

33. Un método de expansién celular in vivo que comprende administrar las
células de las clausulas 1-26 o la composicion farmacéutica de la clausula 32 a

un sujeto.

34. Un método de expansion celular in vivo de acuerdo con la clausula 33 que
comprende administrar trombopoyetina, o un agonista del receptor de

trombopoyetina, tal como Eltrombopag o Romiplostim, a un sujeto.

35. Una celda T o NK de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1-26, o vector

de acuerdo con la clausula 30, para uso en terapia celular adoptiva.

36. Una célula T o NK de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1-26, o un
vector de acuerdo con la clausula 30, para su uso en un metodo de tratamiento

del cancer.

37. Un método para tratar el cancer que comprende la etapa de administrar la
célula T o la célula NK de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1-26 a un

sujeto.



54

38. El uso de un vector de acuerdo con la clausula 30 o la célula T o NK de
acuerdo con cualquiera de las clausulas 1-26 en la fabricacion de un

medicamento para el tratamiento del cancer.

39. Eltrombopag para uso en terapia celular adoptiva.

40. Eltrombopag para uso en la expansion in vitro o in vivo de células T o NK

de acuerdo con cualquiera de las clausulas 1-26.

41. Una composicién que comprende una célula T o N K de acuerdo con las
clausulas 1 a 26 para su uso en combinacién con trombopoyetina o un agonista

del receptor de trombopoyetina en el tratamiento de un cancer.
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SECUENCIAS

En las secuencias de aminoacidos siguientes, la negrita indica la

secuencia derivada de TpoR.

En las secuencias de nucledtidos a continuacién, las bases degeneradas

se indican utilizando el cédigo IUPAC estandar:

Cddigo de | Base Cddigo de | Base
nucledtido IUPAC nucleotido IUPAC

A Adenina K GoT

C Citosina M AoC

G Guanina B CoGoT
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T (o U) Timina (o Uracilo) | D AoGoT

R AoG H AoCoT

Y CoT \Y AoCoG

S GoC N cualquier base
W AoT o- espacio

** denota codones de parada.

Dominio transmembrana subrayado (en SEC ID Nos. 1 a 15)

SEC ID No. 1: TpoR tipo natural

635 aminoacidos presentados en la direccién del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWHKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLSYWQQP"*

SEC ID No. 15: TpoR tipo natural
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atgccnwsntgggcnytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargayginw
snytnytngenwsngaywsngarccnytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargen
gcnccrnwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarccnmgngcentgyccnytnwsnwsncarwsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtntgycarttyccngaycargargargtnmanytnttyttycenytncayyintggatnaaraaygt

nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargenat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarcengencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm

gntayggnccnmgngayccnaaraaywsnacnggncenacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgycecngenytn
carmgnccncaywsngcnwsngenytngaycarwsnccntgygencarccnacnatgeentggeargayggnecnaarcara
cnwsnccnwsnmgngargenwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws

ntaytggytncarytnmgnwsngarcengayggnathwsnytnggnggnwsntggggnwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytncenggngaygengtngenytnganytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgyecartggearcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgycenmgngaymantayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath

cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmgn
yinccnacncenaayyincaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggearcayccnwsnwsntgggeng

cncargaracntgytaycarytnmantayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarccnccnytnggngcnmang
gnggnacnytngarytnmanccnmagnwsnmgntaymgnytncarytnmgngcnmanytnaayggncenacntaycargg

ncentggwsnwsntggwsngaycenacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnea
yytnatnytnggnytnwsngengtnytnganytnytnytnytnmgntggearttyecngencaytaymgnmanytnmancayge
nytntggcenwsnytncengayytncaymgnatnytnggneartayytnmgngayacngengenytmvsncecneenaargen

acngtnwsngayacntgygargargtngarccnwsnytnytngarathytnccnaarwsnwsngarmgnacncenytncenyt

ntgywsnwsncargcncaratggaytaymgnmgnytncarcenwsntgyytnggnacnatgcenytnwsngtntgyceneen

atggcngarwsnggnwsntgytgyacnacncayathgcnaaycaywsntayytncenytnwsntaytggearcarcentrrrr

SEC ID N° 2: TpoR.A60

580 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-580 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR con

truncamiento de extremo C.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQADGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HODWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLOLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLL RWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPL*

SEC ID No. 16: TpoR. A60
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atgcenwsntgggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargaygtnw
snytnytngenwsngaywsngarcenytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargen
genconwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarcenmgngentgyccnytnwsnwsncarnwsnatge
cnecayttyggnacnmgntaygtntgycarttycengaycargargargtnmgnytnttyttycenytneayytntgggtnaaraaygt

nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttyatngaywsngtnggnytneengencencenwsnathathaargenat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarcengencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm

gntayggnccnmangayccnaaraaywsnacnggncecnacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgycengenytn
carmgnccncaywsngcnwsngenytngaycarwsnccntgygencarccnacnatgeentggeargayggnccnaarcara
cnwsnccnwsnmgngargenwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarcenggnaayws

ntaytgaytncarytnmgnwsngarcengayggnathwsnytnganggnwsntggggnwsntggwsnyincengtnacngtn
gayytncenggngaygengtngenytnganytneartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygenwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgnigytgyccnmgngaymagntaycenathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmantgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath

cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtnecaywsntayytnggnwsncenttytggatheaycargengtnmagn
ytnccnacneenaayytncaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggecarcaycenwsnwsntgggeng

cncargaracntgytaycarytnmgntayacngangarggncaycargaytggaargtnytngarcencenytnggngenmana
gnggnacnytngarytnmgnccnmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmgnytnaayggnocnacntaycargg
ncentggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnea
yytngtnytnggnytnwsngcngtnytnggnytnytnytnytnmgntggcarttyccngencaytaymgnmgnytnmgncaygc
nytntggcenwsnytncengayytncaymgnatnytnggncartayytnmgngayacngengenytnwsncencecnaargen
acngtnwsngayacntgygargargtngarccnwsnytnytngarathytncenaarwsnwsngarmgnacncenytntrrirr

SEC ID No. 3: TpoR.TpoR-cyt.IL2r3-cyt

626 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-538 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR con
truncamiento de extremo C, 539-626 (sin formato): dominio citoplasmico IL2r(3.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWODGPKOQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLAQTPOFSRCHFKSRNDSIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLOQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWFPSLPDLHRVPRODWDPQPLGPPTPG
VPDLVDFQPPPELVLREAGEEVPDAGPREGY SFPWSRPPGAGEFRALNARLPLNTDAYLSLO
ELQGQDPTHLW*

SEC ID No. 17: TpoR.TpoR-cyt.IL2rp3-cyt
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atgcenwsntgggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngenccncaraayytngencargtnwsnwsncargayginw
snytnytngenwsngaywsngarcenytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargen
gcnccnwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarcecnmgngentgyccenytnwsnwsncanwsnatge
chcayityggnacnmgntaygtnigycarttyccngaycargargargtnmgnytnttytiycenytncayytntigggtnaaraaygt
nityytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytncecngencencenwsnathathaargenat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarcengencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnccnmgngayccnaaraaywsnacnggnecnacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgycengenytn
carmgnccncaywsngoenwsngenytngaycarvsncentgygencarcenacnatgeentggeargayggnecnaarcara
chwsncecnwsnmgngargenwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarcenggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarccngayggnathwsnytnggnggnwsntggggnwsntggwsnytnccngtnacngtn
gayytncecnggngaygcengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgnitgytgycenmgngaymgntaycenathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmgn
ytncenacneocnaayytncaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggearcaycecnwsnwsntgageng
cncargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarcecnccnytnggngcnmgng
gnggnacnytngarytnmgncecnmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmganytnaayggneenacntaycargg
ncentggwsnwsntggwsngaycenacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnea
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnmgntggearttycengencaytaymgnmgnytnmgneayge
nytntggcenwsnytncengayytncaymgngtnccnmgngaytgggaycoencarcenytnggneecncenacnecnggngtn
cengayytngtngayttycarcencencengarytngtnytnmgngargenggngargargtneengaygenggneecnmgnga
rggnagtnwsnttycentggwsnmagneencenggnearggngarttymgngenytnaaygenmgnytncecnytnaayacngay
gentayytnwsnytneargarytncarggneargaycenacncayytngtntrrtrr

SEC ID No. 4: TpoR.IL2rB-cyt. TpoR-cyt

808 aminoacidos presentados en la direccién del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-709 (sin formato): dominio citoplasmico IL2rB , 710-808
(negrita, cursiva): dominio citoplasmico TpoR con truncamiento de extremo N.

MPSWALFMYTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLATPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HODWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLOQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLNCRNTGPWLKKVLKCNTPDPSKFFSOLSSEHGGDVOKWLSS
PFPSSSFSPGGLAPEISPLEVLERDKVTOLLLOQODKVPEPASLESNHELTSCFTNQGYFFFHLP
DALEIEACQVYFTYDPYSEEDPDEGVAGAPTGSSPOPLOPLSGEDDAYCTFPSRDDLLLFSPS
LLGGPSPPSTAPGGSGAGEERMPPSLAQERVLGQYLRDTAALSPPKATVSDTCEEVEPSLLE!
LPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGSCCTTHIANHSYLPLSY
wQapP*

SEC ID No. 18: TpoR.IL2rB-cyt. TpoR-cyt
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atgcecnwsntgggenytnttyatggtnacnwsnigyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargayginw
snytnytngcnwsngaywsngarccnytnaarigyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargcn
genoconwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarccnmgngenigyconytinwsnwsncanwsnatge
cncayityggnacnmgntaygtntgycarttyccngaycargargargtnmgnyinttyttycenytncayyintgggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytnccngenccnccnwsnathathaargenat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarccngencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnccnmangayccnaaraaywsnacnggnccnacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgyccngcnytn
carmgncencaywsngenwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeentggeargayggncecnaarcara
chwsncocnwsnmagngargenwsngcnytnacngcengarggnagnwsntgyytnathwsngagnytncarccnggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarccngayggnathwsnytnggnggnwsntggggnwsntggwsnytnccngtnacngtn
gayytncecnggngaygengingenytnggnytncargyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartiggearcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgyccnmgngaymgntayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnyincaracncencarttywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmagn
ytnccnacnoccnaayytncaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggearcayccnwsnwsntgggeng
cncargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnyingarccncecnytnggngcnmgng
gnggnacnytngarytnmgnccnmgnwsnmgntaymanytncarytinmgngenmgnytnaayggnecnacntaycargg
neentggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytneca
yytngtnytnggnytnwsngcngtnytnggnyinytnytnyinaaytgymagnaayacnggnccntggytnaaraarginytnaart
gyaayachcocngaycoenwsnaarttyttywsncarytnwsnwsngarcayggnagngaygtncaraartggytnwsnwsncen
ttycenwsnwsnwsnttywsncenggnganytngencengarathwsncenytngargtnytngarmgngayaargtnacnca
rytnytnytncarcargayaarginccngarcecngocnwsnytnwsnwsnaaycaywsnytnacnwsntgyttyacnaaycargg
ntayttyttyttycayytncengaygenytngarathgargentgycargtntayttyacntaygaycoentaywsngargargaycocng
aygarggngtngenggngcnccnacnggnwsnwsncencarcenytnearcenytnwsnggngargaygaygentaytgyac
nttycerwsnmgngaygayytnytnytnttywsncenwsnytnytnggnggnecnwsnecncecnwsnacngencengangg
mwsnggngenggngargarmgnatgeencenwsnytncargarmgngtnytnggneartayytinmangayacngengenyt
nwsnconcocnaargenacngtnwsngayacntgygargargtngarcenwsnytnytngarathytnccnaarwsnwsngar
mgnacncenytneenytntgywsnwsncargencaratggaytaymgnmgnytnearcenwsntgyytnggnacnatgeeny
trwsngtntgycencenatggengarwsnggnwsntgytgyacnacncayathgenaaycaywsntayytncenytnwsntay
tagcarcarcontrrtrr

SEC ID No. 5: TpoR.SLAM

710 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular de TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,

636-710 (sin formato): dominio citoplasmatico SLAM.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSADVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVYKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLATPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HODWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLOLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLSYWQQPRRRGKTNHYQTTVEKKSLTIYAQVQKPGPLOKKLDSFPAQDP
CTTIYVAATEPVPESVAETNSITVYASVTLPES*
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SEC ID No. 19: TpoR.SLAM

atgcenwsnigggenytnttyatggtnacnwsnigyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargayginw
snytnythgcnwsngaywsngarcenytnaarigyttywsnmgnacnttygargayyinacnigyttylgggaygargargargen
gcnccnwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarccnmgngentgyccenytnwsnwsncanwsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtntgycarttyccngaycargargarginmgnyinttyttycenytncayytntgggtnaaraaygt
nityytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargonat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarccngencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnccnmgngayccnaaraaywsnacnggnccnacngtnathcarytnathgcnacngaracntgytgyccngcnytn
carmgncencaywsngoenwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeentggeargayggneocnaarcara
chwsncocnwsnmgngargenwsngenytnacngengargganggnwsntgyytnathwsnggnytncarcenggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarcengayggnathwsnyinggnggnwsntggggnwsntggwsnytnccnginacngtn
gayytnccnggngaygengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgyccnmgngaymgntayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmantgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmgn
ytncenacncenaayytncaytggmgngarathwsnwsngancayytngarytngartggcarcayccnwsnwsntggageng
cncargaracnigytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarceneconytnggngcnmagng
gnganacnytngarytnmgncecnmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmgnytnaayggnecnacntaycargg
ncentggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytneca
yytngtnytnganytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnmgntggearttycengencaytaymgnmgnytnmagncayge
nytntggecenwsnytncengayytncaymgnatnytnggncartayytnmgngayacngengenytnwsncocncecnaargon
acngtnwsngayacntgygargargtngarccnwsnytnytngarathytncecnaanwsnwsngarmgnacncenytnecnyt
ntgywsnwsncargencaratggaytaymgnmgnytnearcernwsntgyytnganacnatgeenytnwsngtntgyeencen
atggcnganvsnggnwsntgylgyacnacncayathgenaaycaywsntayytncenytnwsntaytggcarcarccnmgnm
gnmgnggnaaracnaaycaytaycaracnacngtngaraaraarwsnytnacnathtaygencargtncaraarccnggneccn
ytncaraaraarytngaywsnttycengencargaycentgyacnacnathtaygtngengenacngarcengtnecngarwsng
tncargaracnaaywsnathacngtntaygenwsngtnacnytnocengarwsntrrtr

SEC ID NO. 6: TpoR.IL2ry

721 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular de TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,
636-721 (sin formato): dominio citoplasmatico IL2ry.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFYDSVGLPAPPSIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLSYWQQPERTMPRIPTLKNLEDLVTEYHGNFSAWSGVSKGLAESLQPDYS
ERLCLVSEIPPKGGALGEGPGASPCNOHSPYWAPPCYTLKPET*

SEC ID No. 20: TpoR.IL2ry
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atgcecnwsntgggenytnttyatggtnacnwsntgyyinytnytngconccncaraayytngcncargtnwsnwsncargayginw
snytnytngcnwsngaywsngarcenytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytaggaygargargargcn
gencocnwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarccnmgngentgyccnytnwsnwsncanwvsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtnigycarttyccngaycargargargtnmgnytnityttycenytncayyintgggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmanacncarmangtnyinttyatngaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargenat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarccngencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggncecnmgngayccnaaraaywsnacnggneenacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgyeengenytn
carmgnccncaywsngenwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeentggeargayggneoecnaarcara
cnwsncocnwsnmagngargenwsngcenytnacngongarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarccngayggnathwsnytnggnggnwsntggggnwsntggwsnytnecngtnacngtn
gayytncecnggngaygengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraayagtnacntgycartggcarcarcargay
caygecnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgycenmgngaymgntayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencartbywsnmantgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cavathytngtngargtnacnacngcncenggnacnatneaywsntayytnggnwsnconttytggathcaycargengtnmgn
yincenacnccnaayytncaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggcarcayccnwsnwsntgggeng
cnecargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarcencenytnggngenmgng
gnggnacnytngarytnmgncenmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmgnytnaayggncenacntaycargg
ncentggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngcentggathwsnytngtnacngenytnca
yytngtnytnggnytmwsngengtnytnggnytnytnytnytnmgntggearttycengencaytaymgnmgnytnmgncayge
nytntggeenwsnytneengayytncaymgngtnytnggneartayytnmgngayacngengenytnwsnecnccnaargen
acngtnwsngayacntgygargargtngarccnwsnytnytngarathytnccnaarwsnwsngarmgnacncenytnecnyt
ntgywsmwsncargencaratggaytaymanmanytncarcecnwsntgyytnggnacnatgeenytnwsngtntgycencen
atggcnganwsnggnwsntgytgyacnacncayathgeonaaycaywsntayytnccnytnwsntaytggcarcarccngarmg
nacnatgccnmgnatheenacnytnaaraayytngargayytngtnacngartaycayggnaayttywsngentgowsnggng
trwsnaarggnytngengarwsnytncarcengaytaywsngarmgnytntgyytngtnwsngaratheeneccnaarggnggn
genytnggngarggnocngangenwsneentgyaaycarcaywsncentaytgggencencentgytayacnytnaarcenga
racntrrirr

SEC ID No. 7: TpoR-TLR1

817 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,
636-817 (sin formato): dominio citoplasmatico TLR1.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ

RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLFLSYWQQPDLPWY LRMVCOWTQTRRRARNIPLEELORNLAOFHAFISYSGH
DSFVWWKNELLPNLEKEGMQICLHERNFVPGKSIVENIITCIEKSY KSIFVLSPNFYQSEWCHYEL
YFAHHNLFHEGSNSLILILLEPIPQYSIPSSYHKLKSLMARRTYLEWPKEKSKRGLFWANLRAA]
NIKLTEQAKK**
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SEC ID No. 21: TpoR-TLR1

atgconwsnigggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargayginw
snytnytngonwsngaywsngarcenytnaarigytbywsnmgnacnttygargayytnacnigyttytgggaygargargargen
genconwsnganacntaycarytnytntaygentayccnmangaraarccnmangcntgyccnytnwsnwsncanvsnatge
cncayttyggnacnmgniaygintgycarttyccngaycargargarginmanytnttyttyconytncayytntgggtnaaraayat
nityyinaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygingaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargenat
gggnggmwsncarcenggngarytncarathwsntgggargarcengencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnccnmgngayccnaaraaywsnacnggnecnacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgyeengenytn
carmgnccncaywsngcnwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeentggeargayggnecnaarcara
chwsncenwsnmgangargenwsngconytnacngengargganggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarccngayganathwsnytnggnggnwsntggggnwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytncenggngaygengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygconwsnwsncarggnityttytaycaywsnmgngenmgntgytgycenmgngaymgntayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencartbywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngcncenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnman
ytnccnacneenaayytncaytggmangarathwsnwsnggncayytngarytngartggearcayccnwsnwsntgggeong
checargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarcencenytnggngenmagng
gnggnacnytngarytnmgneenmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmgnytnaayggnecnacntaycargg
neentggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnca
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnmantagearttycengencaytaymgnmgnytnmgneaygco
nytntggcenwsnytnccngayytncaymgngtnytnggncartayytnmgngayacngengenytnwsnccnccnaargen
acngtnwsngayacntgygargargtngarcenwsnytnytngarathytnccnaanvsnwsngarmgnacnccnytncenyt
ntgywsnwsncargencaratggaytaymgnmgnytncarcenwsntgyytnggnacnatgeenytnwsngtntgycencen
atggcngarwsnggnwsntgytgyacnacncayathgenaaycaywsntayytneenytnwsntaytggearcarcengayytn
centggtayytnmanatggtntgycartggacncaracnmgnmgnmgngenmagnaayatheenytngargarytncarmgn
aayytncarttycaygenttyathwsntaywsnggncaygaywsnttytoggtnaaraaygaryinytnccnaayytngaraargar
ggnatgcarathtgyytncaygarmgnaayttygtncocnggnaarwsnathgtngaraayathathacntgyathgaraarwsnta
yaarwsnathttygtnytnwsncenaayttygtncarwsngartggtgycaytaygarytntayttygencaycayaayytnttycay
garggnwsnaaywsnytnathytnathytnytngarcenathecencartaywsnathcenwsnwsntaycayaarytnaarwsn
ytnatggenmgnmanacntayytngartggecnaargaraarwsnaarmanganyinttytoggenaayytnmgnaengcnat
haayathaarytnacngarcargcnaaraartrrirr

SEC ID No. 8: TpoR-TIAF1

750 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular de TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,

636-750 (sin formato): dominio citoplasmatico TIAF1.
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MPSWALFMVTSCLLLAPONLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVYKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQALRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HODWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLOLRARLNGPTY QGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLL RWQFPAHYRRLRHALWFSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLS YWQQPMSSPSSPFREQSFLCAAGDAGEESRVQVLKNEVRRGSPYLLG
WWEQAYADKCWVCGPSAPPAPTPPSLSQRVMCNDLFKYNPFOLQQFRADPSTASLLLCPGGLD
HKLNLRGKAWG™

SEC ID No. 22: TpoR.TIAF1

atgecnwsntgggenytnttyatggtnacrwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargaygtnw
snytmytngenwsngaywsngarconytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargen
geneecnwsnggnacntaycarytnytntaygentaycenmgngaraarcenmgngentgycenytnwsnwsncarwsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtntgycarttycengaycargargargtnmgnytnttyttycenytneayytntgggtnaaraaygt

nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygingaywsngtnggnytnecngencencenwsnathathaargenat
gggnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarccngcnccngarathwsngayttyytnmgntaygarytnm

gntayggncenmgngayccnaaraaywsnacnggneenacngtnathearytnathgenacngaracntgytgycengenytn
carmgnccncaywsngenwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeontggeargayggnecnaarcara
crnwsnccnwsnmagngargenwsngcnytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws

ntaytggytncarytnmgnwsngarccengayggnathwsnytnggnggnwsntggagnwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytncecnggngaygengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngcenmgntgytgyccnmgngaymagntayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath

cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsneenttytggathcaycargengtnmgn
ytncecnacnecnaayytncaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggcarcayccnwsnwsntgggeng

cncargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarccncenytnggngcnmgng
gnggnacnytngarytnmgncenmgrwsnmgntaymgnytnecarytnmgngenmgnytnaayggnoecnacntaycargg

nccntggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnca
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnmagntggearttyccngencaytaymgnmgnytnmgncaygc
nytntggecnwsnytncengayytncaymgngtnytnggneartayytnmgngayacngengenyinwsncencenaargen

acngtnwsngayacntgygargargtngarccnwsnytnytngarathytnccnaarwsnwsngarmgnacnccnytnconyt

ntgywsnwsncargcncaratggaytaymgnmgnyincarccnwsntgyytnggnacnatgconytnwsngtnigyccncen

atggengarwsnggnwsntgytgyacnacncayathgenaaycaywsntayytncenytnwsntaytggearcarcenatgws

mwsnccmwsnwsnocnttymgngarcarwsnttyytntgygcngcnggngaygcnggngargarnwsnmgngtncargtnytn
aaraaygargtnmgnmgnggnwsnccnginytnytnggntgggtngarcargentaygongayaartgygtntgyggnoccnws
ngcnccnecngonoccnacncecneonwsnytnwsncarmgnginatgtgyaaygayytnityaargtnaaycenttycarytncar
carttymgngcngayccnwsnacngcnwsnytnytnytntgyccnggnggnytngaycayaarytnaayytnmgnggnaarg

cntggggntrrirr

SEC ID No.9: Tpor-CD40
697 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales

1-491 (negrita): dominio extracelular de TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
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dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,
636-697 (sin formato): dominio citoplasmatico CD40.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQATPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HAQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLOQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWFSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLAPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLSYWQQPKKVAKKPTNKAPHPKQEPQEINFPODDLPGSNTAAPYQAETLHGC
QPVTQEDGKESRISVQERQ™

SEC ID No. 23: TpoR-CD40

atgcenwsntaggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargaygtnw
snytnytngenwsngaywsngarcenytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacnigyttytgggaygargargargen
gencenwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarccnmgngentgycenytnwsnwsncarwsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtnigycarttyccngaycargargarginmgnytnttyttyconytncayytntgggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargeonat
gggnggnwsncarcenggngarytncarathwsntgggargarcongencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnccnmgngayccnaaraaywsnacnggneenacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgycengenytn
carmgnccncaywsngcnwsngenytngaycarwsncentgygencarccnacnatgecntggcargayggnccnaarcara
cnwsnccnwsnmangargecnwsngenytnacngongarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws
ntaytgaytncarytinmgnwsngarcengayggnathwsnytnggnggnwsntggganwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytnccnggngaygengtngenytnggnytncarngyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycariggearcarcargay
caygecnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmangenmantaytgyccnmangaymgntayccnathtgggaraaytayg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracnconcarttywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmagn
ytncecnacncenaayytncaytggmgngarathwsnwsnggnceayyingarytngartggearcayccnwsnwsntgageng
checargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarcencenytnggngenmagng
gnggnacnytngarytnmgncecnmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngcnmgnyinaayggnoccnacntaycargg
ncontggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnca
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnmgntggearttycengencaytaymgnmgnytnmgncayge
nytntggcenwsnytneengayytncaymgngtnytnggneartayytnmgngayacngengenytnwsnccneenaargen
acngtnwsngayacntgygargargtngarcenwsnytnytngarathytncecnaarwsnwsngarmgnacncenytneenyt
ntgywsnwsncargencaratggaytaymgnmgnytncarcecnwsntgyytnggnacnatgcenytnwsngtntgycenceon
atggengarwsnggrwsntgytgyacnacncayathgenaaycaywsntayytneenytnwsntaytggearcarccnaaraar
gtngenaaraarcenacnaayaargencencaycenaarcargarcencargarathaayttycengaygayytneenggnwsn
aayacngengencengtneargaracrnytncayggntgycarcengtnacncargargayggnaargarwsnmgnathwsngt
ncargarmgncartrrir

SEC ID No. 10: TpoR-ITAM1
676 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales

1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
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dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,
636-676 (sin formato): dominio citoplasmatico ITAM1.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ

LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKATSPSREASALTAEGGSCLISGLQ

PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSFPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLSYWQQPRVKFSRSADAPAY QQGANCLYNELNLGRREEYDVLDKRRGR®

SEC ID NO. 24: TpoR.ITAM1

atgcecnwsntgggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngecnoccncaraayytngcncargtnwsnwsncargayginw
snytnytngcnwsngaywsngarccnytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargcn
gcenccnwsnggnacntaycarytnytntaygentayccnmgngaraarccnmgngentgyccnytnwsnwsncarwvsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtntgycarttyccngaycargargargtnmgnyinttytiyccnytncayytntgggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytnccngenccnccnwsnathathaargenat
gagnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarccngencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnccnmgngayccnaaraaywsnacnggnccnacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgyccongenytn
carmgnccncaywsngcnwsngonytngaycamnwsncontgygencarccnacnatgccntggcargayggnocnaarcara
chwsnccnwsnmgngargenwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarccngayggnathwsnytnggnggnwsntggagnwsntggwsnytncenginacngtn
gayytnccnggngaygcengtngcnytnggnytncangyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgyccnmgngaymgntayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmantgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngcnccnggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmgn
ytnccnacnccnaayytncaytggmgngarathwsnwsnggncayytngarytngartggearcaycecnwsnwsntgggeong
cncargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarccncenytnggngecnmgng
gnggnacnytngarytnmgnccnmgnwsnmgntaymgnytncanytinmgngenmagnytnaayggnocnacntaycargg
ncentggwsnwsntggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnca
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnmgntggcarttyccngoncaytaymgnmgnytnmgncaygc
nytntggcenwsnytnccngayytncaymgngtnytnggncariayytnmgngayacngengenytnwsnccnccnaargon
acngtnwsngayacntgygargargtngarccnwsnytnytngarathytnccnaarwsnwsngarmgnacnccnytncenyt
ntgywsmwsncargencaratggaytaymgnmgnytncarconwsntgyytnggnacnatgecnytnwsngtntgyccncen
atggcngarwsnggnwsntgytgyacnacncayathgenaaycaywsntayytncenytnwsntaytggearcarcenmgngt
naarttywsnmgnwsngcngaygcncengentaycarcarggncaraaycarytntayaaygarytnaayytnggnmgnmagn
gargartaygayagtnytngayaarmgnmaganganmgntrrrr

SEC ID No. 11: TpoR.TpoR-cyt.LMP1-cyt
836 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales

1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
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dominio TpoR TM, 514-635 (negrita, cursiva): dominio citoplasmatico TpoR,
636-836 (sin formato): dominio citoplasmatico LMP-1.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSADVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLATPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT

APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRWQFPAHYRRLRHALWPSLPDLHRVLGQYLRDTAALSPPK
ATVSDTCEEVEPSLLEILPKSSERTPLPLCSSQAQMDYRRLQPSCLGTMPLSVCPPMAESGS
CCTTHIANHSYLPLSYWQQPYHGQRHSDEHHHDDSLPHPQOATDDSGHESDSNSNEGRHHL
LVSGAGDGPPLCSQNLGAPGGGPDNGPOQDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLPQDPDNT
DONGPQDPDNTDDNGPHDPLPHSPSDSAGNDGGPPALTEEVENKGGDAGPPLMTDGGGGH
SHDSGHGGGDPHLPTLLLGSSGSGGDDDDPHGPVALSY YD

SEC ID No. 25: TpoR.TpoR-cyt.LMP1-cyt

atgecenwsntgggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargaygtnw
snytnytngenwsngaywsngarccnytnaartgyttywsnmanacnttygargayytnacntgyttytgggaygargargargen
gencenwsnggnacntaycarytnytntaygentaycenmgngaraarcecnmgngentgycenytnwsnwsncarwsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtntgycarttycengaycargargargtnmgnytnttyttycenytncayytntgggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnitygtngaywsngtnggnytncengencenccnwsnathathaargenat
gaggnggnwsncarcengangarytncarathwsntgggargarcengencongarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggnececnmgngaycenaaraaywsnacnggnecnacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgyecengenytn
carmgnccncaywsngenwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeentggcargayggnecnaarcara
crwsnccnwsnmgngargernwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarcenggnaayws
ntaytggvincarytnmgnwsngarccngayggnathwsnytnganggnwsntggggnwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytnccnggngaygcngtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgycecnmgngaymgntaycenathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracneencarttywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggatheaycargengtnmgn
ytncenacncenaayytncaytggmgngarathwsmwsnggneayytngarytngartggearcaycenwsnwsntgggeng
cncargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarccnoccnytnggngecnmgng
gnganacnytngarytnmanccnmgnwsnmagntaymgnytncarytnmgngcnmgnytnaayggnccnacntaycargg
ncentggwsnwsniggwsngayccnacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenyinca
yytngtnytnggnytmwsngcngtnytnggnytnytnytnytnmgntggcarttyccngencaytaymgnmgnytnmgncaygc
nytntggecnwsnytncengayytncaymgngtnytnggneartayytnmgngayacngengenytnwsnccnccnaargen
acngtnwsngayacntgygargargingarccnwsnytnytngarathytncenaanvsnwsngarmgnacncenytneenyt
ntgywsnwsncargcncaratggaytaymgnmagnytncarccnwsntgyytnggnacnatgcenytnwsngtntgyccnecn
atggcnganwsnggnwsntgytayacnacncayathgenaaycaywsntayytneenytnwsntaytggcarcarcentaycay
ggncarmgncaywsngaygarcaycaycaygaygaywsnyincecncayconcarcargenacngaygaywsnggncayga
nwsngaywsnaaywsnaaygarggnmgncaycayytnytngtnwsnggngcnggngayggnccnconytntgywsncara
ayyinggngcnccnggnggnggnccngayaayggnocncargayccngayaayacngaygayaayggnccncargayccn
gayaayacngaygayaayggnccncaygaycenytneeneargayccngayaayacngaygayaayggnccneargayce
ngayaayacngaygayaayggnccncaygayccnytnccncaywsnoccnwsngaywsngcnggnaaygayggnggncce
nccncarytnacngargargtngaraayaarggnggngaycarggnccnecenytnatgacngayggnganggnggncaywsn
caygaywsngancayggnggnggngayccncayytncenacnytnytnytnggnwsnwsnggnwsnggnggngaygayg
aygayccncayggncengtncarytnwsntaytayagaytrrtrr



72

SEC ID No. 12: TpoR.LMP1-cyt

714 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-714 (sin formato): dominio citoplasmatico LMP-1.

MPSWALFMYTSCLLLAPQNLAQVSSQADVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ

RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLALRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASS5QGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLAQTPQFSRCHFKSRNDSIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLYHGORHSDEHHHDDSLPHPQQATDDSGHESDSNSNEGRHH
LLVSGAGDGPPLCSQNLGAPGGGPDNGPQDPDNTDDNGPQDPDNTDDNGPHDPLPQDPDN
TODNGPQDPDNTDDNGPHDPLPHSPSDSAGNDGGPPOLTEEVENKGGDAGPPLMTDGGGG
HSHDSGHGGGDPHLPTLLLGSSGSGGDDDDPHGPYALSYYD

SEC ID No. 26: TpoR.LMP1-cyt

atgcenwsntgggenytnttyatgatnacnwsntgyytnytnytngenconcaraayytngencargtnwsnwsncargayginw
snytnytngenwsngaywsngarconytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytoggaygargargargen
gencenwsnggnacntaycarytnytntaygentaycenmgngaraarcecnmgngentgycenytnwsnwsncarwsnatge
chcayityggnacnmgntaygtntgycarttycengaycargargargtnmgnytnttyttycenytncayytntgggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargonat
gaggnggnwsncarcengangarytnearathwsntgggargarcengencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggncecnmgngayccnaaraaywsnacnggneenacngtnathcarytnathgenacngaracntgytgycecngenytn
carmgnccncaywsngenwsngenytngaycanvsncontgygencarcenacnatgoentggcargayggnecnaarcara
cnwsncenwsnmgngargenwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarcenggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarcengayganathwsnytnggnggnwsntggggnwsntggwsnytneengtnacngtn
gayytncenggngayvgengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggearcarcargay
caygcrwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgyccnmgngaymantayccnathtgggaraaytgyg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmagntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcayecargengtnmgn
ytncenacncenaayytncaytggmangarathwsnwsngancayytngarytngartggearcaycenwsnwsntgggeng
cncargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarcencenytnggngcenmgng
gnggnacnytngarytnmgnececnmgnwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmgnytnaayggnecnacntaycargg
neentggwsnwsntggwsngaycenacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsenytnatnacngenytnea
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytntaycayggncarmgneaywsngaygarcaycaycaygayga
ywsnytnccncaycencarcargonacngaygaywsnggncaygarwsngaywsnaaywsnaaygarggnmgncaycay
ytnytngtnwsnggngenggn
gayggncencenytntgywsncaraayytnggngencenggnggnagnecngayaayggnecncargaycengayaayacn
gaygayaayggnccncargayccngayaayacngaygayaayggnccncaygayconytncecncargayccngayaayac
ngaygayaayggneencargayccngayaayacngaygayaayggneencaygaycenytncencaywsneenwsngay
wsngenggnaaygayggnggneencencarytnacngargargtngaraayaarggnggngaycarggneencenytnatga
cngayggnggnggnggncaywsncaygaywsnggncayggnggnggngayccncayyimccnacnytnytnytnggnws
NWSsNggnwsnggnagngaygaygaygaycencayggneengtnearytnwsntaytaygaytrrtrr

SEC ID No. 13: TpoRec.TpoRtm.CD137cyto
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555 aminoacidos presentados en la direccién del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):
dominio TpoR TM, 514-555 (sin formato): dominio citoplasmatico CD137.

MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNYFLNQTRTQ
RVLFVDSVYGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLOLRSEPDGISLGGSWGSWSLPVTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNYVTCAOWQQQD

HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLATPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HQDWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLKRGRKKLLYIFKQFPFMRPYQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCE

L*t

SEC ID No. 27: TpoRec.TpoRtm.CD137cyto

atgcenwsntgggenytnttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargaygtnw
snytnytngenwsngaywsngarcenytnaarigytbrwsnmagnacnttygargayytnacnigyttytoggaygargargargen
gencenwsnggnacntaycarytnytntaygontayccnmgngaraarccnmagngentgycenytnwsnwsncanvsnatge
cncayttyggnacnmgntaygtntaycarttyccngaycargargargtnmgnytnttyttycenytncayytntoggtnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnyinttygtngaywsngtnggnytncengencencenwsnathathaargenat
gagnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarcocngencengarathwsngayttyytnmantaygarytnm
gntayggncenmgngayccnaaraaywsnacnganccenacngtnathcarytnathgenacngaracntgytaycengenytn
carmgnecncaywsngenwsngenytngaycarwvsncontgygencarcenacnatgeentggeargayggnecnaarcara
crwsncocnwsnmgngargenwsngenytnacngoengarganggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws
ntaytggytncarytnmgnwsngarcengayggnathwsnyinggnggnwsntggagnwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytncenggngaygengtngenytnggnytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggcarcarcargay
caygcnwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgyccnmgngaymgntayccnathtgggaraaytayg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencartbywsnmgntgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcayeargengtnmgn
ytncenacncoenaayytncaytggmangarathwsnwsnggncayytngarytngartggcarcayccnwsnwsntgggeong
checargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytogaargtnytngarcencenytnggngenmgng
gnggnacnytngarytnmgneenmgrwsnmgntaymgnytncarytnmgngenmgnytnaayggnecnacntaycargg
ncentggwsnwsntggwsngaycenacnmgngtngaracngenacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnea
yytngtnytnggnytnwsngengtnytnggnytnytnytnytnaarmgnggnmganaaraarytnytntayathttyaarcarccntt
yatgmanccngtncaracnacncargargargayggntgywsntgymganttycengargargargarggnggntgygarytntrrt
"

SEC ID No. 14: TpoRec.TpoRtm.CD28cyto
554 aminoacidos presentados en la direccion del extremo N a C, de los cuales
1-491 (negrita): dominio extracelular TpoR, 492-513 (negrita, subrayado):

dominio TpoR TM, 514-554 (sin formato): dominio citoplasmatico CD28.
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MPSWALFMVTSCLLLAPQNLAQVSSQDVSLLASDSEPLKCFSRTFEDLTCFWDEEEAAPSG
TYQLLYAYPREKPRACPLSSQSMPHFGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQ
RVLFVDSVGLPAPPSIIKAMGGSQPGELQISWEEPAPEISDFLRYELRYGPRDPKNSTGPTVIQ
LIATETCCPALQRPHSASALDQSPCAQPTMPWQDGPKQTSPSREASALTAEGGSCLISGLQ
PGNSYWLQLRSEPDGISLGGSWGSWSLPYTVDLPGDAVALGLQCFTLDLKNVTCQWQQQD
HASSQGFFYHSRARCCPRDRYPIWENCEEEEKTNPGLQTPQFSRCHFKSRNDSIIHILVEVTT
APGTVHSYLGSPFWIHQAVRLPTPNLHWREISSGHLELEWQHPSSWAAQETCYQLRYTGEG
HODWKVLEPPLGARGGTLELRPRSRYRLQLRARLNGPTYQGPWSSWSDPTRVETATETAW
ISLVTALHLVLGLSAVLGLLLLRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY QFYAPPRDFAAYRS

ik

SEC ID No. 28: TpoRec.TpoRtm.CD28cyto

atgcenwsntgggonyinttyatggtnacnwsntgyytnytnytngencencaraayytngencargtnwsnwsncargaygtnw
snytnytngenwsngaywsngarcenytnaartgyttywsnmgnacnttygargayytnacntgyttytoggaygargargargen
gencerwsnggnacntaycarytnytntaygentaycenmgngaraarcenmgngentgycenytnwsnwsncarwsnatge

chcayttyggnacnmgntaygtntaycarttycengaycargargargtnmanytnttyttycenytncayytntggatnaaraaygt
nttyytnaaycaracnmgnacncarmgngtnytnttygtngaywsngtnggnytncengenconcenwsnathathaargenat
gagnggnwsncarccnggngarytncarathwsntgggargarcengencengarathwsngayttyytnmgntaygarytnm
gntayggncecnmgngayccnaaraaywsnacnggnecnacngtnathearytnathgenacngaracntgytgyeengenytn
carmgnecncaywsngenwsngenytngaycarwsncentgygencarcenacnatgeentggeargayganeenaarcara
cnwsnccnwsnmgngargenwsngenytnacngengarggnggnwsntgyytnathwsnggnytncarccnggnaayws
ntaytggaytncarytnmgnwsngarcengayggnathwsnytnggnggnwsntggagnwsntggwsnytncengtnacngtn
gayytncenggngaygengtngenytnganytncartgyttyacnytngayytnaaraaygtnacntgycartggearcarcargay
caygerwsnwsncarggnttyttytaycaywsnmgngenmgntgytgycenmangaymgntaycenathtggagaraaytayg
argargargaraaracnaayccnggnytncaracncencarttywsnmantgycayttyaarwsnmgnaaygaywsnathath
cayathytngtngargtnacnacngcencenggnacngtncaywsntayytnggnwsncenttytggathcaycargengtnmgn
ytncenacneenaayytncaytogmgngarathwsnwsnggneayytngarytngartggcarcaycenwsnwsntgggeng
encargaracntgytaycarytnmgntayacnggngarggncaycargaytggaargtnytngarcencenytnggngenmgng
gnggnacnytngarytnmancenmgnwsnmgntaymgnyincarytnmgngenmgnytnaavggnecnacntaycargg
nccntggwsnwsntggwsngaycenacnmgngtngaracngcnacngaracngentggathwsnytngtnacngenytnca
yytngtnytnggnytrwsngengtnytnggnytnytnytnytnmgnwsnaarmgnwsnmgnytnytncaywsngaytayatga
ayatgacncenmgnmgnecnggnecnacnmgnaarcaytaycarcentaygeneencenmgngayttygengentaymgn
wsntrrtrr



