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DESCRIPCION
Células T redirigidas por receptores de antigenos quiméricos especificos de CD123, y métodos de su uso
INTERES DEL GOBIERNO

La presente invencién se obtuvo con el apoyo del Gobierno bajo las cesiones P50 CA107399, PO1 CA030206, y
MO01 RR0004 del NIH. El Gobierno tiene ciertos derechos en la presente invencion.

ANTECEDENTES

La leucemia mieloide aguda (AML) es una enfermedad caracterizada por la rapida proliferacion de células mieloides
inmaduras en la médula 6sea, que da como resultado hematopoyesis disfuncional [1]. Los tratamientos de primera
linea para la leucemia mieloide aguda (AML) se han mantenido practicamente sin cambios durante casi 50 afos, y la
AML sigue siendo una enfermedad de mal pronéstico. Aunque la quimioterapia de induccién estandar puede inducir
remisiones completas, muchos pacientes recaen y sucumben eventualmente a la enfermedad [2]. Por lo tanto, es
crucial el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para la AML.

El trasplante alogénico de células hematopoyéticas puede lograr la cura de la enfermedad en pacientes
seleccionados, y destaca la susceptibilidad de la AML a la inmunoterapia derivada del donante. Adicionalmente, la
cadena alfa del receptor de interleucina 3 (CD123) se ha identificado como una diana inmunoterapéutica potencial,
puesto que se sobreexpresa en la AML en comparacién con células madre hematopoyéticas normales.

Los recientes avances en el inmunofenotipado de las células de AML han revelado varios antigenos de superficie
celular asociados a AML que pueden actuar como dianas para terapias futuras [3]. De hecho, se han descrito
investigaciones pre-clinicas que usan anticuerpos dirigidos contra CD44, CD47, proteina-3 con dominio de mucina e
inmunoglobulina de células T (TIM-3), y la cadena alfa del receptor de interleucina 3 (IL-3Ra; CD123) para el
tratamiento de AML, y han mostrado actividad anti-leucémica prometedora en modelos murinos [3, 4]. CD123 se
expresa en diversas neoplasias, incluyendo leucemia mieloide aguda y crénica, leucemia de células pilosas,
leucemia linfoblastica aguda de estirpe de células B, y neoplasias de células dendriticas plasmacitoides blasticas.
Adicionalmente, CD123 no se expresa tipicamente en células madre hematopoyéticas normales, haciendo de esta
manera a CD123 una diana inmunoterapéutica ideal. Adicionalmente, se han completado dos ensayos de fase | para
sustancias terapéuticas especificas de CD123, presentando ambos farmacos buenos perfiles de seguridad
(ClinicalTrials.gov ID: NCT00401739 y NCT00397579). Desafortunadamente, estos farmacos dirigidos contra CD123
tuvieron eficacia limitada, sugiriendo que se pueden requerir terapias alternativas, y mas potentes, dirigidas contra
CD123 para observar actividad anti-leucémica.

Una terapia alternativa posiblemente mas potente para el tratamiento de AML es el uso de células T que expresan
receptores de antigenos quiméricos (CARs) que redirigen la especificidad de las células T hacia antigenos
asociados a tumores de superficie celular (TAAs) de una manera independiente de MHC [5]. En la mayoria de
casos, los CARs incluyen un fragmento variable monocatenario (scFv) de un anticuerpo monoclonal fusionado al
dominio de sefalizacién de CD3¢, y pueden contener un endodominio co-estimulante [5]. Se han desarrollado varios
grupos de CARs dirigidos contra diversos antigenos para el tratamiento de neoplasias de células B [6-10], y muchos
han continuado para evaluar células T que expresan CAR en ensayos clinicos de fase | [11-15]. En contraste, las
células T disefiadas de CAR para el tratamiento de AML siguen siendo escasas [16, 17].

Aunque los regimenes de tratamiento actuales para la AML pueden lograr respuestas completas en pacientes
seleccionados, muchos recaeran eventualmente, subrayando la necesidad de nuevas sustancias terapéuticas que
pueden conducir a repuestas mas duraderas. Actualmente se estan desarrollando diversas inmunoterapias dirigidas
contra la AML, incluyendo linfocitos T citotoxicos especificos de antigenos, células exterminadoras naturales
alorreactivas, y vacunas de células dendriticas. Por ejemplo, Oka y colegas han mostrado que la vacunacién del
péptido del Tumor 1 de Wilms puede conducir a respuestas clinicas e inmunoldgicas en pacientes con AML [33]. Sin
embargo, estas terapias dirigidas dependen de HLA. Para este fin, seria deseable disefiar una sustancia terapéutica
seleccionada, tal como un CAR, que pueda redirigir la especificidad de células T para seleccionar selectivamente
células de AML de manera independiente de HLA.

Armen Mardiros et al. describen en Blood, vol. 120, no. 21, no. 21 (2012-11-16 a 2012-12-11), en la pagina 950, que
células T redirigidas por receptores de antigenos quiméricos especificos de CD123 exhiben una potente actividad
citolitica y multiples funciones efectoras frente a leucemia mieloide aguda sin alterar la formacién de colonias
hematopoyéticas normal in vitro.

Thokala Radhika et al. describen en BLOOD, vol. 118, no. 21 (2011-11-18 a 2011-12-13, en la pagina 1908, una
dianizacién de leucemias mediante un receptor de antigenos quiméricos especificos de CD123.

SUMARIO

La presente invencién se define mediante la reivindicacién independiente 1. Las reivindicaciones dependientes
representan otras realizaciones de la invencion.
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Se desarroll6 una familia de receptores de antigenos quiméricos (CARs) que contienen un scFv especifico de
CD123, para seleccionar como dianas a epitopos diferentes en CD123. En algunas realizaciones, tal gen del
receptor de antigeno quimérico de CD123 (CD123CAR) incluye una region de scFv anti-CD123 fusionada en el
marco a una regién bisagra de IgG4 modificada que comprende una alteracion de una region espaciadora de IgG4
que eliminaria la union al receptor de Fc. En una realizacion, la region bisagra de 1gG4 modificada incluye una
sustitucion S228P, una sustitucion L235E, y una sustitucion N297Q. El gen CD123CAR también incluye al menos un
dominio de sefalizacién co-estimulante, y un dominio de sefializacion de la cadena zeta del receptor de células T
(TCR). En algunas realizaciones, el gen CD123CAR incluye una secuencia nucleotidica seleccionada de SEQ ID
NO: 3, o SEQ ID NO: 4. En otras realizaciones, el gen CD123CAR codifica una secuencia de aminoéacidos que
incluye SEQ ID NO:11, 0o SEQ ID NO:12.

Segun las realizaciones descritas mas abajo, los genes CD123CAR pueden ser parte de un casete de expresién que
se inserta en un vector (por ejemplo, un vector virico). Como tal, una poblacion de células T humanas se puede
transducir por el vector, dando por resultado la expresion de los genes CD123CAR por las células T. Cuando se
expresan en células T de donantes sanos (CD4/CD8), los CD123CARs redirigen la especificidad de células T y
median la potente actividad efectora contra lineas de células CD123+ asi como muestras de pacientes con AML
primarias. Las células T de CD123CAR no alteran significativamente la formacion de colonias de
granulocitos/macroéfagos y eritroides in vitro, sugiriendo un efecto diferencial en células de AML, en oposicién a las
células inmunes.

Ademas, las células T obtenidas de pacientes con AML activa se pueden modificar para que expresen genes
CD123CAR y sean capaces de lisar los blastos de AML autélogos in vitro. Estos resultados sugieren que las células
T transducidas con CD123CAR se pueden usar como una inmunoterapia para el tratamiento de AML de alto riesgo.
De esta manera, segun algunas realizaciones, se proporcionan composiciones para uso en métodos para tratar AML
en un sujeto, en el que tales métodos incluyen una etapa de administrar una primera poblaciéon de células T
transducidas con un primer gen CD123CAR al sujeto. Los métodos pueden comprender ademas una etapa adicional
de administrar al sujeto la primera poblacion de células T transfectadas con el primer gen CD123CAR en
combinacion con una segunda poblacion de células T transducidas con un segundo gen CD123CAR. En algunas
realizaciones, el primer gen CD123CAR incluye una secuencia nucleotidica seleccionada de SEQ ID NO:3 o SEQ ID
NO:4. El segundo gen CD123CAR también puede incluir una secuencia nucleotidica seleccionada de SEQ ID NO:3
o SEQ ID NO:4; sin embargo, la secuencia nucleotidica del segundo gen CD123CAR puede no ser la misma que la
seleccionada para el primer gen CD123CAR. Esto da como resultado un tratamiento de combinacién de AML
usando dos o mas poblaciones diferentes de células T transducidas con CD123CAR, que pueden provocar un efecto
sinérgico cuando se comparan con el uso de una Unica poblacion de células T transducidas con CD123CAR.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra que los CARs especificos de CD123 se pueden expresar en células T humanas de donantes
sanos. (A) Diagrama esquematico del CAR que contiene una bisagra de IgG4 modificada, un dominio
transmembranico y de sefalizacién intracelular modificado de CD28, y el dominio de sefalizacion de CD3C.
También se indican la secuencia de omisién ribosémica T2A y el marcador de transduccion de EGFR truncado
(EGFRY). (B) Fenotipo representativo de células T transducidas simuladamente y lentitransducidas derivadas de
un Unico donante sano. Tras la seleccién inmunomagnética y un ciclo y de expansion, las células T modificadas
con CAR se tifieron con anticuerpo anti-Fc biotinilado o anticuerpo anti-EGFR biotinilado, seguido de
estreptavidina conjugada con PE y anti-TCRa/B, anti-CD4, o anti-CD8, y se analizaron mediante citometria de
flujo. La colocacién del cuadrante se basa en la tincion con controles isotipicos, y se indica el porcentaje de
células que caen en cada cuadrante. (C) Expresién de marcadores de superficie celular indicados procedentes
de tres estirpes de células T de donantes sanos diferentes tras la seleccion inmunomagnética y un ciclo de
expansion. Los datos representan valores medios £ SEM.

La Figura 2 muestra que células T que expresan CAR especificos de CD123 lisan estirpes celulares tumorales
que expresan CD123. (A) Andlisis quilométrico de flujo de células 293T transfectadas transitoriamente para
expresar CD123 (parte superior, linea negra) o CD19 (parte inferior, linea negra). Células 293T progenitoras
transducidas simuladamente se tifieron con anticuerpos anti-CD123 o anti-CD19 (relleno en gris, parte superior e
inferior) para determinar los niveles de expresion del fondo. (B) Citotoxicidad especifica de células T que
expresan CD123-CAR (26292 y 32716) frente a células 293T que expresan CD123 (293T-CD123) o CD19
(293T-CD19) mediante ensayo de liberacion de cromo. Los datos representan valores medios de pocillos por
triplicado + S.D. (C) Analisis quilométrico de flujo de CD123 en la estirpe celular de AML KG1a, la estirpe celular
de LCL transformada con EBV, y la estirpe celular de CML K562. En cada histograma se indica el porcentaje de
células positivas para la tincion de CD123 (linea negra) con respecto a los controles de isotipo (relleno en gris).
(D) Citotoxicidad especifica de células T que expresan CD123-CAR (26292 y 32716) frente a la estirpe celular de
LCL CD19+ CD123+ y la estirpe celular CD19- CD123+ KG1a mediante el ensayo de liberacién de cromo. Como
estirpes celulares de control positivo y negativo, se usaron respectivamente las estirpes celulares de LCL que
expresa OKT3 (LCL-OKT3) y la K562 CD19- CD123-. Los datos representan valores medios de pocillos por
triplicado + S.D.

La Figura 3 muestra que células T especificas de CD123 liberan INF-y y TNF-a, y proliferan en respuesta a
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células diana que expresan CD123. Células T que expresan CD123-CAR, o células T equivalentes de control,
procedentes de tres donantes sanos, se cocultivaron con las estirpes celulares indicadas durante 24 horas en
una E:T de 10:1, y la liberacién de IFN-y y TNF-a se cuantific6 mediante tecnologia de perlas multiplex Luminex.
(B) Células T especificas de CD19 o de CD123 marcadas con CFSE con pares coincidentes se cocultivaron con
las estirpes celulares estimulantes indicadas durante 96 horas a una E:T de 2:1, y se analizaron mediante
citometria de flujo para determinar la dilucién de CFSE. Como controles de proliferacion de células T de linea
base, se usaron células T sin estimular (histogramas llenos).

La Figura 4 muestra la activaciéon de multiples funciones efectoras de CD4 y CD8 por los CARs especificos de
CD123 tras el cocultivo con muestras de AML primarias. Células T modificadas mediante CAR con pares
coincidentes se cocultivaron durante seis horas con tres muestras de pacientes con AML primarias diferentes
(AML 179, 373, y 605), y se analizaron para determinar la expresion de CD107a en la superficie y la produccion
intracelular de IFN-y o TNF-a. (A, graficas de barras) Porcentaje de células DAPI-CD3+CD8+ EGFRt+ que
expresan CD107a. Los datos representan valores medios + S.D. (A, gréficas circulares). Las fracciones de
células CD3+CD8+ EGFRt+ que sufren desgranulacion y que producen IFN-y y/o TNF-a se representan
graficamente en las graficas circulares. (B) Datos de la poblaciéon de DAPI-CD3+CD4+EGFRt+ procedente del
mismo experimento como se describe en A y B. (C) Células T especificas de CD19 o de CD123 marcadas con
CFSE con pares coincidentes se cocultivaron con las células estimulantes indicadas durante 72 horas a un E:T
de 2:1, y se analizaron mediante citometria de flujo para determinar la dilucion de CFSE en la poblacion
DAPICD3+ EGFRt+. Las estirpes celulares LCL y K562 sirvieron como 27 controles positivos y negativos,
respectivamente. Pre B-ALL 802 es una muestra de paciente primaria doblemente positiva para CD19 y CD123.
La colocacion del cuadrante se basa en células T sin estimular.

La Figura 5 muestra que células de AML primarias son seleccionadas especificamente como dianas por células
T especificas de CD123. (A) Células T especificas de CD19 o de CD123 con pares coincidentes se cocultivaron
durante 4 horas con muestras de AML primarias CD34+ marcadas con 51Cr, a una E:T de 25:1. Las estirpes
celulares LCL y K562 sirven como controles positivos y negativos, respectivamente. Pre B-ALL 802 es una
muestra de paciente primaria doblemente positiva para CD19 y CD123. Los datos representan valores medios de
pocillos por triplicado + S.D. (B) Lisis especifica de blastos de AML procedentes de las tres muestras de
pacientes con AML primarias en (A). Los datos representan valores medios + SEM. *, p < 0,05 y **, p < 0,0005
usando la prueba de la t de Student no emparejada, que compara 26292 y 32716 con CD19R.

La Figura 6 muestra el efecto de células T que expresan CD123 CAR en células progenitoras normales y
leucémicas in vitro. (A y B) Células sanguineas del cordon (CB) CD34+ (n = 3) se seleccionaron
inmunomagnéticamente mediante CD34, y se cocultivaron con células T con pares coincidentes especificas de
CD19 o de CD123, o con medio solo (sin tratar), durante 4 horas a una E:T de 25:1. Las células se colocaron
entonces en placas en cultivo progenitor de metilcelulosa semisoélido durante 14-18 dias, y se puntuaron para la
presencia de unidad formadora de colonias de granulocitos-macréfagos (CFU-GM, A) y colonias de eritroides de
unidades formadoras de ruptura (BFU-E, B). Los porcentajes se normalizan a los controles de células T
especificas de CD19. Los datos representan valores medios + SEM para tres muestras de CB diferentes. (C)
Muestras de pacientes con AML primarias CD34+ (AML 493, 519, o 545) se seleccionaron
inmunomagnéticamente y se cocultivaron con células T con pares coincidentes especificas de CD19 o CD123, o
con medio solo (sin tratar) durante 4 horas a una E:T de 25:1. Las células se colocaron entonces en placas en
cultivo progenitor de metilcelulosa semisolido durante 14-18 dias, y se puntuaron para la presencia de unidades
formadoras de colonias de leucemia (CFU-L). Los porcentajes se normalizan a controles de células T especificas
de CD19. Los datos representan valores medios + SEM para tres muestras de pacientes con AML primarias
diferentes. *, p < 0,05 usando la prueba de la t de Student no emparejada, que compara 26292 y 32716 con
CD19R. (D) Formacién de colonias combinadas de CB de (A) o células de AML de (C) tratadas con constructo de
CAR dirigido contra CD123 (26292 o 32716) normalizadas a CD19R. *, p < 0,05 usando la prueba de la t de
Student no emparejada.

La Figura 7 muestra que células T redirigidas por CD123 CAR, derivadas de pacientes con AML, lisan
especificamente blastos autélogos in vitro. (A) Células T procedentes de tres pacientes con AML se transdujeron
con lentivirus para expresar los CARs especificos de CD19R, 26292, 0 32716. Se muestran estirpes de células T
de AML 722 19 dias tras la transduccién. (B) Expresion de CD123 en células diana usadas en ensayo de
liberacion de 51Cr. Se indica el porcentaje de células CD123+ y el indice de fluorescencia relativa (RFI) de cada
muestra. (C) Resultados de ensayos de exterminio autélogos de 4 horas usando células T manipuladas
procedentes de tres muestras de pacientes con AML como efectoras, y blastos enriquecidos con CD34 autélogos
marcados con 51Cr como células diana. Los datos representan valores medios de pocillos por triplicado + S.D.

La Figura 8 muestra cambios en el tamafio tumoral como se muestra mediante formacion de imagenes
bioluminiscentes de ratones NSG que se trataron cinco dias tras la inyeccion de la estirpe celular de AML KG1a
modificada para expresar luciferasa de luciérnaga (dia 5) con células T transducidas con CD123CAR (26292)
que contienen las mutaciones S228P+L235E o las mutaciones S228P+L235E+N297Q.

La Figura 9 muestra un diagrama esquematico de un receptor de antigeno quimérico (CAR) que tiene una Fv
monocatenaria especifica del antigeno, una regién bisagra, un dominio de sefalizacion coestimulante, y un
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dominio de sefalizacion de la cadena zeta del receptor de células T, segun algunas realizaciones. (Imagen
procedente de Urba WJ y Longo DL N Engl J Med 2011; 365:754-757).

La Figura 10 muestra un diagrama esquematico del constructo 32716CAR que tiene una mutacion L235E y una
mutacion S228P (“32716CAR(S228P+L235E)”), junto con la secuencia nucleotidica del constructo
32716CAR(S228P+L235E) (SEQ ID NO:1 — hebra antisentido (hebra numerada en la parte superior); SEQ ID
NO:5 — hebra codificante (hebra no numerada en la parte inferior)), y la secuencia de aminoacidos del constructo
32716CAR(S228P+L235E) (SEQ ID NO:9). Las mutaciones se muestran en negrita.

La Figura 11 muestra un diagrama esquematico del constructo 26292CAR que tiene una mutacion L235E y una
mutacion S228P (“26292CAR(S228P+L235E)”), junto con la secuencia nucleotidica del constructo
26292CAR(S228P+L235E) (SEQ ID NO:2 — hebra antisentido (hebra numerada en la parte superior); SEQ ID
NO:6 - hebra codificante (hebra no numerada en la parte inferior)), y la secuencia de aminoacidos del constructo
26292CAR(S228P+L235E) (SEQ ID NO:10). Las mutaciones se muestran en negrita.

La Figura 12 muestra un diagrama esquematico del constructo 32716CAR que tiene una mutacion L235E, una
mutacion S228P y una mutacion N297Q (“32716CAR(S228P+L235E+N297Q)"), junto con la secuencia
nucleotidica del constructo 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) (SEQ ID NO:3 — hebra antisentido (hebra
numerada en la parte superior); SEQ ID NO:7 - hebra codificante (hebra no numerada en la parte inferior)), y la
secuencia de aminoacidos del constructo 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) (SEQ ID NO:11), segln algunas
realizaciones. Las mutaciones se muestran resaltadas, en negrita y subrayadas. El cédigo de bases de IUPAC R
corresponde a una A o G, y el codigo de bases de IUPAC Y corresponde auna T o C.

La Figura 13 muestra un diagrama esquematico del constructo 26292CAR que tiene una mutacién L235E, una
mutacion S228P y una mutacién N297Q (“26292CAR(S228P+L235E+N297Q)”"), junto con la secuencia
nucleotidica del constructo 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) (SEQ ID NO:4 - hebra antisentido (hebra
numerada en la parte superior); SEQ ID NO:8 - hebra codificante (hebra no numerada en la parte inferior)), y la
secuencia de aminoacidos del constructo 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) (SEQ ID NO:12), segln algunas
realizaciones. Las mutaciones se muestran en negrita. El codigo de bases de IUPAC R corresponde a una A o G,
y el cédigo de bases de IUPAC Y corresponde auna T o C.

La Figura 14 muestra la expresion de CD123 en muestras de AML primarias y sangre del cordén umbilical. (A)
Ejemplo representativo de expresion de CD123 en células de AML primarias. Las células se acotaron en la
poblacion DAPIlinaje’ CD34", y se evaluaron para determinar la expresién de CD123 (negro — control de isotipo,
rojo — anti-CD123). (B) Porcentaje de células positivas a CD123 expresadas en la poblacién DAPIlinaje’CD34".
Cada punto representa una muestra individual. (C) Indice de fluorescencia relativa (RFl) de CD123 en la
poblacion en la poblacién DAPIlinaje CD34". El RFI se calcula dividiendo la mediana de células anti-CD123 entre
la mediana de células tenidas con el control de isotipo. (D) Superposicién de histogramas de la expresién de
CD123 en AML 605 (rojo), AML 722 (azul), y muestra de sangre del corddn (gris). El control de isotipo se
muestra en negro.

La Figura 15 ilustra una estrategia de acotamiento usada para investigar la activacién de multiples funciones
efectoras por células T especificas de CD123 en respuesta a la incubacion con muestras de pacientes con AML
primarias. La estrategia de acotacién para citometria de flujo policromatica, para identificar las funciones
efectoras de células T, se muestra para células T especificas de CD123 CAR (basadas en 26292) tras el
cocultivo con AML 373. (A) Se establece una acotacion inicial en células CD3". (B) Se establece en células
EGFRt" una acotacion secundaria, establecida usando un control de fluorescencia menos uno. (C) Se establece
una acotacion terciaria para poblaciones CD4* y CD8". (D) Se establece una acotacién final en células CD107a".
(E) Produccion de IFN-y y TNF-a en las poblaciones CD107a*. Los cuadrantes se establecieron usando
muestras tefidas con el control de isotipo. Se sefalan los porcentajes en cada cuadrante.

La Figura 16 muestra CFSE que se diluye en las poblaciones tanto de CD4 como de CD8 de células T que
expresan CAR. Se muestran aqui las subpoblaciones de CD4 (A) y CD8 (B) de las células mostradas en la
Figura 5C. Tras un acotamiento inicial en células DAPI'CD3"EGFRt", las células CD4 y CD8 se analizaron para
determinar la dilucién de CFSE tras el cocultivo con muestras de pacientes con AML primarias. La colocacion del
cuadrante se basa en células T sin estimular.

DESCRIPCION DETALLADA

Ciertas realizaciones de la invencién se describen con detalle, usando ejemplos especificos, secuencias, y dibujos.
Las realizaciones enumeradas no estan destinadas a limitar la invencion a esas realizaciones, ya que la invencion
esta destinada a cubrir todas las alternativas, modificaciones, y equivalentes, que se pueden incluir en el alcance de
la presente invencion como se define mediante las reivindicaciones. Un experto en la técnica reconocera que, en la
practica de la presente invencion, se podrian usar muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos aqui.

En algunas realizaciones, se proporciona un gen que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR) dirigido
contra un tumor. Segun ciertas realizaciones, el gen codifica un CAR especifico de CD123 (CD123CAR). Un gen
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CD123CAR incluye una region de Fv monocatenario (scFv) anti-CD123 y uno o mas de los siguientes dominios: una
region bisagra, un dominio de senalizacion coestimulante, un dominio de sefalizacién intracelular, o una
combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, un gen CD123CAR puede incluir, pero no se limita a, una region de Fv monocatenario
(scFv) anti-CD123, una region bisagra, opcionalmente, al menos un dominio de sefalizacién coestimulante, y
opcionalmente, un dominio de sefalizacién intracelular.

En ciertas realizaciones, un gen CD123CAR puede incluir, pero no se limita a, una region de Fv monocatenario
(scFv) anti-CD123, una region bisagra, al menos un dominio de sefalizacién coestimulante, y un dominio de
sefalizacion intracelular (Figura 9).

La regién de scFv anti-CD123 puede incluir una secuencia nucleotidica que, cuando se expresa, se puede unir a un
epitopo de CD123. En algunas realizaciones, la region de scFv anti-CD123 incluye un nucleétido que codifica un
dominio VH y un dominio VL de inmunotoxinas recombinantes (RITs) 26292 y 32716 [18]. Un gen CD123CAR que
selecciona como diana a 26292, y un gen CD123CAR que selecciona como diana a 32716, también se denomina
aqui como 26292CAR y 32716CAR, respectivamente. En ciertas realizaciones, una regién de scFv anti-CD123
puede incluir una secuencia nucleotidica seleccionada de lo siguiente:

nucledtidos 82-814 de SEQ ID NO:3 para un 32716CAR

nucleétidos 82-792 de SEQ ID NO:4 para un 26292CAR; o

Dichas secuencias nucleotidicas codifican secuencias de aminoacidos seleccionadas de lo siguiente:
restos 23-266 de SEQ ID NO:11 cuando se usan en un 32716CAR; o
restos 23-259 de SEQ ID NO:12 cuando se usan en un 26292CAR.

En ciertas realizaciones, la region de scFv anti-CD123 se puede modificar para potenciar la unién o para reducir la
inmunogenicidad. Por ejemplo, en un aspecto, la regiéon de scFv anti-CD123 puede ser una regién de scFv anti-
CD123 humanizada.

La regién bisagra puede incluir al menos una porcién de una inmunoglobulina (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4)
que se encuentra entre los dominios CH2-CH3. En algunas realizaciones, las regiones bisagra es una bisagra
modificada. La bisagra modificada puede tener una o mas sustituciones o modificaciones de aminoacidos que
contribuyen a reducir los efectos inespecificos de los CD123CAR, incrementando de ese modo su especificidad y
eficacia. Una “modificacion de aminoacido” o una “sustitucion de aminoacido” o una “sustitucion”, como se usa aqui,
significa una sustitucion, insercién, y/o supresion de aminoacido en una secuencia proteica o peptidica. Una
“sustitucién de aminoacido” o “sustitucién”, como se usa aqui, significa el reemplazo de un aminoacido en una
posicion particular en una secuencia peptidica o proteica progenitora, por otro aminoacido. Por ejemplo, la
sustitucion S228P se refiere a una proteina o péptido variante, en el que la serina en la posicion 228 se sustituye por
prolina.

Las sustituciones de aminoacidos se pueden hacer mediante mutacion de manera que un codon particular en la
secuencia de &cido nucleico que codifica la proteina o péptido se cambia por un codén que codifica un aminoacido
diferente. Tal mutacién se obtiene generalmente haciendo los menores cambios nucleotidicos posibles. Se puede
obtener una mutacién de sustitucion de este tipo para cambiar un aminoacido en la proteina resultante de una
manera no conservativa (es decir, cambiando el codén de un aminoacido que pertenece a un grupo de aminoacidos
que tiene un tamafo o caracteristica particular por un aminoacido que pertenece a otro grupo), o de una manera
conservativa (es decir, cambiando el codén de un aminoacido que pertenece a un grupo de aminoacidos que tienen
un tamafo o caracteristica particular por un aminoacido que pertenece al mismo grupo). Tal cambio conservativo
conduce generalmente a menos cambio en la estructura y funcion de la proteina resultante.

Los siguientes son ejemplos de diversos agrupamientos de aminoacidos:

. Aminoéacidos con grupos R no polares: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano,
metionina

. aminoacidos con grupos R polares no cargados: glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina,
glutamina

. aminoacidos con grupos R polares cargados (cargados negativamente a pH 6,0): acido aspartico, acido
glutédmico

. aminoacidos basicos (cargados positivamente a pH 6,0): lisina, arginina, histidina (a pH 6,0)

Otro grupo puede ser aquellos aminoacidos con grupos fenilo: fenilalanina, triptéfano, tirosina.
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Otro grupo puede ser segun el peso molecular (es decir, tamario de los grupos R), como se muestra mas abajo:

Glicina 75

Alanina 89

Serina 105
Prolina 115
Valina 117
Treonina 119
Cisteina 121
Leucina 131
Isoleucina 131
Asparagina 132
Acido aspartico 133
Glutamina 146
Lisina 146
Acido glutamico 147
Metionina 149
Histidina (a pH 6,0) 155
Fenilalanina 165
Arginina 174
Tirosina 181
Triptéfano 204

En ciertas realizaciones, la bisagra modificada deriva de una IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4 que incluye uno o mas restos
de aminoacido sustituidos por un resto de aminoacido diferente del que esta presente en una bisagra sin modificar.
El uno o mas restos de aminoacido sustituidos se seleccionan de, pero no se limitan a, uno o mas restos de
aminodcido en las posiciones 220, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 235, 234, 237, 238, 239, 243, 247, 267, 268, 280,
290, 292, 297, 298, 299, 300, 305, 309, 218, 326, 330, 331, 332, 333, 334, 336, 339, o una combinacién de las
mismas.

En algunas realizaciones, la bisagra modificada deriva de una IgG1, 19G2, 1gG3, o IgG4 que incluye, pero no se
limita a, una o mas de las siguientes sustituciones de restos de aminoacido: C220S, C226S, S228P, C229S, P230S,
E233P, V234A, L234V, L234F, L234A, L235A, L235E, G236A, G237A, P238S, S239D, F243L, P2471, S267E,
H268Q, S280H, K290S, K290E, K290N, R292P, N297A, N297Q, S298A, S298G, S298D, S298V, T299A, Y300L,
V3051, V309L, E318A, K326A, K326W, K326E, L328F, A330L, A330S, A331S, P331S, I332E, E333A, E333S,
E333S, K334A, A339D, A339Q), P396L, o una combinacién de las mismas (50).

En algunas realizaciones, la bisagra modificada deriva de una bisagra de 1gG4 que tiene la siguiente secuencia de
aminodcidos:

Pos. 219 ESKYGPPCPS CPAPEFLGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ EDPEVQEFNWY
Pos. 279 VDGVEVHNAK TKPREEQFNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKGL PSSIEKTISK
Pos. 339 AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL
Pos. 399 DSDGSFFLYS RLTVDKSRWQ EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (SEQ ID
NO:13)

En ciertas realizaciones, la bisagra modificada deriva de IgG4 que incluye uno o mas restos de aminoacidos
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sustituidos por un resto de aminoacido diferente del que esta presente en una bisagra sin modificar. El uno o mas
restos de aminoéacidos sustituidos se seleccionan de, pero no se limitan a, uno 0 mas restos de aminoacidos en las
posiciones 220, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 235, 234, 237, 238, 239, 243, 247, 267, 268, 280, 290, 292, 297, 298,
299, 300, 305, 309, 218, 326, 330, 331, 332, 333, 334, 336, 339, 0 una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la bisagra modificada deriva de una IgG4 que incluye, pero no se limita a, una o mas de
las siguientes sustituciones de restos de aminoacidos: 220S, 226S, 228P, 229S, 230S, 233P, 234A, 234V, 234F,
234A, 235A, 235E, 236A, 237A, 2388S, 239D, 243L, 2471, 267E, 268Q, 280H, 290S, 290E, 290N, 292P, 297A, 297Q,
298A, 298G, 298D, 298V, 299A, 300L, 305I, 309L, 318A, 326A, 326W, 326E, 328F, 330L, 330S, 331S, 331S, 332E,
333A, 333S, 333S, 334A, 339D, 339Q, 396L, o una combinaciéon de las mismas, en el que el aminoacido en la
bisagra sin modificar se sustituye por los aminoacidos identificados anteriormente en la posicién indicada.

En algunas realizaciones, la bisagra de IgG4 modificada incluye, pero no se limita a, una sustitucion de prolina (P)
en lugar de serina (S) en la posicién 228 (S228P), una sustitucién de leucina (L) en lugar de &acido glutamico (E) en
la posicion 235 (L235E), una sustitucion de asparagina (N) en lugar de glutamina (Q) en la posicién 297 (N297Q). En
ciertas realizaciones, una region bisagra de 1gG4 modificada puede incluir una secuencia nucleotidica seleccionada
de lo siguiente:

nucleétidos 814-1500 de SEQ ID NO:3 para un 32716CAR; o

nucledtidos 793-1479 de SEQ ID NO:4 para un 26292CAR.

Dichas secuencias nucleotidicas codifican secuencias de aminoacidos seleccionadas de lo siguiente:
restos 267-495 de SEQ ID NO:3 cuando se usan en un 32716CAR; o
restos 260-488 de SEQ ID NO:14 cuando se usan en un 26292CAR

En un ejemplo, la region bisagra de 1gG4 modificada incluye una sustitucién S228P y una sustitucion L235E
(“S228P+L235E") (véanse las Figuras 10 y 11). En otra realizacion, la region bisagra de IgG4 modificada incluye una
sustitucion S228P, una sustitucion L235E, y una sustitucién N297Q (“S228P+L235E+N297Q”) (véanse las Figuras
12y 13).

En algunas realizaciones, la bisagra se puede modificar para sustituir la region espaciadora de Fc en el C123CAR
por un espaciador que no tenga union de Fc, tal como la regiéon bisagra de CD8a. Como alternativa, la region
espaciadora de Fc de la bisagra se puede suprimir. Tales sustituciones reducirian o eliminarian la unién de Fc.

El término “posicion”, como se usa aqui, es una localizacion en la secuencia de una proteina. Las posiciones se
pueden numerar secuencialmente, o segin un formato establecido, por ejemplo una posicién de Kabat o una
posicion EU o indice EU como en Kabat. Para todas las posiciones explicadas aqui, la numeracién es segun el
indice EU o esquema de numeracién EU (Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52
Ed., United States Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda). El indice EU o indice EU como en
Kabat, o esquema de numeracion EU, se refiere a la numeracion del anticuerpo EU (Edelman et al., 1969, Proc Natl
Acad Sci USA 63:78-85). Las posiciones de Kabat, aunque también son bien conocidas en la técnica, pueden variar
con respecto a la posicion EU para una posicion dada. Por ejemplo, las sustituciones S228P y L235E descritas
anteriormente se refieren a la posicion EU. Sin embargo, estas sustituciones también pueden corresponder a las
posiciones de Kabat 241 (S241P) y 248 (L248E) [21].

El dominio de sefalizacion coestimulante puede incluir cualquier dominio coestimulante adecuado que incluya, pero
no se limite a, un dominio coestimulante 4-1BB, un dominio coestimulante OX-40, un dominio coestimulante CD27, o
un dominio coestimulante CD28. Segun las realizaciones descritas aqui, un CD123CAR puede incluir al menos un
dominio de senalizacién coestimulante. En un aspecto, el CD123CAR tiene un Unico dominio de sefalizacién
coestimulante, o puede incluir dos 0 mas dominios de sefializacion coestimulantes, tales como los descritos
anteriormente. En otro aspecto, el dominio coestimulante puede estar formado por un Unico dominio coestimulante,
tal como los descritos anteriormente, o como alternativa, puede estar formado por dos o mas porciones de dos o
mas dominios coestimulantes. Como alternativa, en algunas realizaciones, el CD123CAR no incluye un dominio de
sefalizacion coestimulante.

En una realizacion, el CD123CAR incluye un dominio de sefalizacion coestimulante que es un dominio
coestimulante CD28. El dominio de sefalizacion CD28 puede incluir un dominio transmembranico CD28 modificado.
En una realizacion, tal dominio transmembranico CD28 modificado tiene una o mas sustituciones o modificaciones
de aminodcidos, que incluyen, pero no se limitan a, una sustitucién de leucina-leucina (LL) por glicina-glicina (GG)
en los restos de aminoacidos 530-531 de SEQ ID NO:10 o SEQ ID NO:12; o los restos 523-524 de SEQ ID NO:11 o
SEQ ID NO:13 (por ejemplo, RLLH — RGGH [22]). En ciertas realizaciones, una regién modificada de dominio de
sefalizacion coestimulante puede incluir una secuencia nucleotidica seleccionada de lo siguiente:

nucleétidos 1501-1707 de SEQ ID NO:3 para un 32716CAR; o
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nucleétidos 1480-1686 de SEQ ID NO:4 para un 26292CAR.

Dichas secuencias nucleotidicas codifican secuencias de aminoacidos seleccionadas de lo siguiente:
restos 498-564 de SEQ ID NO:3 cuando se usan en un 32716CAR; o
restos 489-557 de SEQ ID NO:4 cuando se usan en un 26292CAR.

El dominio de sefalizacion intracelular puede incluir cualquier complejo del receptor de células T (TCR) adecuado,
porcién de dominio de sefnalizacién del mismo. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacién intracelular es
un dominio de sefializacion de la cadena zeta (cadena {) de TCR. En ciertas realizaciones, un dominio de
sefalizacion de la cadena ¢ puede incluir una secuencia nucleotidica seleccionada de lo siguiente:

nucleétidos 1717-2052 de SEQ ID NO:3 para un 32716CAR; o

nucleétidos 1696-2031 de SEQ ID NO:4 para un 26292CAR.
Dichas secuencias nucleotidicas codifican secuencias de aminoacidos seleccionadas de lo siguiente:
restos 568-679 de SEQ ID NO:3 cuando se usan en un 32716CAR,;
restos 561-672 de SEQ ID NO:4 cuando se usan en un 26292CAR.

Por lo tanto, segun las realizaciones descritas anteriormente, el gen CD123CAR puede incluir una secuencia
nucleotidica seleccionada de SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:4. En otras realizaciones, el gen CD123CAR puede
codificar una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO:11 o SEQ ID NO:12. (Figuras 10, 11, 12, 13).

Expresion de genes CD123CAR y transduccion de células T

En algunas realizaciones, el gen CD123CAR es parte de un casete de expresién. En algunas realizaciones, el
casete de expresion también puede incluir — ademas del gen CD123CAR — un gen accesorio. Cuando se expresa
mediante una célula T, el gen accesorio puede servir como un marcador de seleccion de células T transducidas, un
marcador de rastreo in vivo, 0 un gen suicida para células T transducidas.

En algunas realizaciones, el gen accesorio es un gen de EGFR truncado (EGFRt). Un EGFRt se puede usar como
una herramienta de seleccion no inmunogénica (por ejemplo, seleccidn inmunomagnética que usa cetuximab
biotinilado en combinacidon con microperlas anti-biotina para el enriquecimiento de células T que se han transducido
lentiviricamente con constructos que contienen EGFRt), como un marcador de rastreo (por ejemplo, analisis
citométrico de flujo para rastrear el injerto de células T), y como gen suicida (por ejemplo, via rutas de citotoxicidad
celular dependiente del anticuerpo (ADCC) mediada por Cetuximab/Erbitux®). Un ejemplo de un gen de EGFR
truncado (EGFRt) que se puede usar segun las realizaciones descritas aqui se describe en la Solicitud Internacional
n® PCT/US2010/055329. En otras realizaciones, el gen accesorio es un gen de CD19 truncado (CD19t).

En otra realizacion, el gen accesorio es un gen suicida inducible. Un gen suicida es un gen recombinante que hara
que la célula en la que se expresa el gen sufra la muerte celular programada o el aclaramiento mediado por
anticuerpo en el momento deseado. En una realizacién, un gen suicida inducible que se puede usar como un gen
accesorio es un gen de caspasa 9 inducible (véase Straathof et al. (2005) An inducible caspase 9 safety switch for T-
cell therapy. Blood. June 1; 105(11): 4247-4254).

En algunas realizaciones, el casete de expresion que incluye un gen CD123CAR descrito anteriormente se puede
insertar en un vector para el suministro — via transduccién o transfeccion — de una célula diana. Se puede usar
cualquier vector adecuado, por ejemplo un vector bacteriano, un vector virico, o un plasmido. En algunas
realizaciones, el vector es un vector virico seleccionado de un vector retrovirico, un vector lentivirico, un vector
poxvirico, un vector adenovirico, o un vector virico adenoasociado. En algunas realizaciones, el vector puede
transducir una poblacion de células T sanas. Las células diana transducidas o transfectadas con éxito expresan el
uno o mas genes que son parte del casete de expresion.

Como tal, una o mas poblaciones de células T se pueden transducir con un gen CD123CAR. En algunas
realizaciones, el gen CD123CAR incluye una secuencia nucleotidica seleccionada de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:
4. En consecuencia, en algunas realizaciones, las células T transducidas expresan un gen CD123CAR que codifica
una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 12. (Figuras 10, 11, 12, 13). Las
células T transducidas pueden ser de un donante, o pueden ser de un sujeto que tiene AML y que necesita
tratamiento para AML. En algunas realizaciones, las células T transducidas se usan en tratamiento de inmunoterapia
adoptiva, para el tratamiento de AML

Ademas, la una o mas poblaciones de células T puede ser parte de una composicién farmacéuticamente aceptable
para el suministro para la administracién a un sujeto. Ademas de las células T transducidas con CD123CAR, la
composicién farmacéuticamente eficaz puede incluir uno o mas portadores farmacéuticamente eficaces. Un
“portador farmacéuticamente aceptable”, como se usa aqui, se refiere a un material, composicion o vehiculo
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farmacéuticamente aceptable que esta implicado en portar o transportar un tratamiento de interés desde un tejido,
6rgano, o porcion del cuerpo a otro tejido, 6rgano, o porcién del cuerpo. Tal portador puede comprender, por
ejemplo, una carga liquida, sélida, o semisdlida, disolvente, tensioactivo, diluyente, excipiente, adyuvante,
aglutinante, amortiguador, auxiliar de la disolucion, disolvente, material de encapsulamiento, agente secuestrante,
agente dispersante, conservante, lubricante, disgregante, espesante, emulsionante, agente antimicrobiano,
antioxidante, agente estabilizante, agente colorante, o alguna combinacién de los mismos.

Cada componente del portador es “farmacéuticamente aceptable”, por cuanto debe ser compatible con los otros
ingredientes de la composicion, y debe ser adecuado para el contacto con cualquier tejido, érgano, o porcién del
cuerpo que pueda encontrar, queriendo decir que no puede presentar un riesgo de toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica, inmunogenicidad, o cualquier otra complicacion que supere excesivamente sus beneficios terapéuticos.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
azUcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidon de patata;
(3) celulosa, y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4)
tragacanto en polvo; (5) malta; (6) polimeros naturales tales como gelatina, colageno, fibrina, fibrinégeno, laminina,
decorina, hialuronano, alginato y quitosano; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para
supositorios; (9) aceites, tal como aceite de cacahuete, aceite de algodon, aceite de alazor, aceite de sésamo, aceite
de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina,
sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como carbonato de trimetileno, oleato de etilo y laurato de etilo;
(13) agar; (14) agentes amortiguadores, tales como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido
alginico (o alginato); (16) agua libre de pirégenos; (17) disolucién salina isoténica; (18) disolucién de Ringer; (19)
alcohol, tal como alcohol etilico y propanol; (20) disoluciones amortiguadoras de fosfato; (21) termoplasticos, tales
como poliacido lactico, poliacido glicolico, (22) poliésteres, tal como policaprolactona; (23) péptidos que se
autoensamblan; y (24) otras sustancias compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas, tal como
acetona.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se
requiera para aproximarse a las condiciones fisiologicas, tales como agentes que ajustan y amortiguan el pH,
agentes que ajustan la toxicidad, y similares, por ejemplo acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, lactato de sodio, y similares.

En una realizacién, el portador farmacéuticamente aceptable es un portador acuoso, por ejemplo disolucién salina
amortiguada, y similar. En ciertas realizaciones, el portador farmacéuticamente aceptable es un disolvente polar, por
ejemplo acetona y alcohol.

La concentracion de células T transducidas con CD123CAR en estas formulaciones puede variar ampliamente, y se
seleccionara principalmente en base a los volumenes de fluido, viscosidades, tamafo del érgano, peso corporal, y
similar, segun el modo particular de administracion seleccionado, y las necesidades del sistema bioldgico.

En ciertas realizaciones, las poblaciones de células T transducidas con un gen CD124CAR (es decir, células T
transducidas con CD124CAR), tales como aquellas células descritas aqui usadas en los métodos para seleccionar y
exterminar células de AML, se pueden hacer crecer en un cultivo celular. En ciertos aspectos de esta realizacion, el
método se puede usar en un marco in vitro o de investigacién, para investigar el papel de CD123 en la etiologia de
AML, o para evaluar las capacidades dianizadoras de nuevos constructos de CD123CAR.

Tratamiento de AML con células T transducidas con CD123CAR

Segun algunos ejemplos, los genes CD123CAR y las poblaciones de células T que se transducen con genes
CD123CAR, tales como las descritas anteriormente, se pueden usar en composiciones para uso en métodos para
tratar AML en un sujeto. Tales métodos pueden incluir una etapa de administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos una poblacién de células T transducidas con al menos un gen CD123CAR. En
estas realizaciones, la poblacion de células T transducidas con CD123CAR expresa uno o mas genes CD123CAR,
tales como los descritos anteriormente. En ciertas realizaciones, las células T se transducen con y expresan un
constructo génico 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) (Figura 12) o] un constructo génico
26292CAR(S228P+L235E+N297Q) (Figura 13). Cuando tales células se administran via un tratamiento de
inmunoterapia adoptiva, las células T transducidas seleccionan especificamente como diana y lisan células que
expresan CD123 (es decir, células de AML) in vivo, suministrando de ese modo su efecto terapéutico de eliminar
células cancerosas. Como se describe en los Ejemplos mas abajo, los constructos del gen CD123CAR que tienen
las mutaciones S228P y L235E en el intervalo de la bisagra proporcionan proteccién suficiente frente a efectos
inespecificos para generar una respuesta suficiente en células cultivadas in vitro. Sin embargo, este dato no se
deberia extrapolar a estos efectos de los constructos in vivo. Los investigadores dan a menudo una gran diferencia a
datos in vitro con respecto a su transferibilidad de un efecto de tratamiento a datos in vivo. Algunas veces, los datos
in vitro no coinciden con los datos in vivo. Sin embargo, esta correlacién es impredecible, debido a que, como
muestra la Figura 8, los constructos génicos CD123CAR(S228P+L235E) (Figuras 10-11), que mostraron un efecto
celular antitumoral muy eficaz in vitro, no tuvieron los mismos efectos in vivo. En consecuencia, se llevé a cabo una
mutacién adicional en la region bisagra (N297Q) para generar los constructos CD123CAR(S228P+L235E+N297Q).
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En contraste con los constructos génicos CD123CAR(S228P+L235E), la administracién de estos constructos dio
como resultado una reduccion significativa de la carga leucémica.

La poblacién o poblaciones de células T transducidas con el gen o genes CD123CAR que se pueden usar segun los
métodos descritos aqui se pueden administrar mediante cualquier via adecuada de administracion, solos 0 como
parte de una composicién farmacéutica. Una via de administracion se puede referir a cualquier ruta de
administracion conocida en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, intracraneal, parenteral, o transdérmica.
“Parenteral” se refiere a una via de administracion que estd generalmente asociada con inyeccién, incluyendo
infraorbital, infusion, intraarterial, intracapsular, intracardiaca, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intrapulmonar, intraespinal, intraesternal, intratecal, intratumoral, intrauterina, intravenosa, subaracnoidea,
subcapsular, subcutanea, transmucosal, o transtraqueal. En ciertas realizaciones, las células T transducidas se
administran intravenosa o intratecalmente.

La expresién “cantidad eficaz”, como se usa aqui, se refiere a una cantidad de un agente, compuesto, tratamiento o
terapia que produce un efecto deseado. Por ejemplo, una poblacién de células se puede poner en contacto con una
cantidad eficaz de un agente, compuesto, tratamiento o terapia para estudiar su efecto in vitro (por ejemplo, cultivo
celular) o para producir un efecto terapéutico deseado ex vivo o in vitro. Una cantidad eficaz de un agente,
compuesto, tratamiento o terapia se puede usar para producir un efecto terapéutico en un sujeto, tal como prevenir o
tratar una afeccion diana, aliviar los sintomas asociados con la afeccién, o producir un efecto fisioldgico deseado. En
tal caso, la cantidad eficaz de un compuesto es una “cantidad terapéuticamente eficaz”, “concentracion
terapéuticamente eficaz” o “dosis terapéuticamente eficaz”. La cantidad eficaz precisa o cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad de la composicién que producira los resultados mas eficaces en términos de eficacia de
tratamiento en un sujeto dado o poblacion de células. Esta cantidad variara dependiendo de una variedad de
factores, incluyendo, pero sin limitarse a, las caracteristicas del compuesto (incluyendo actividad, farmacocinética,
farmacodinamica, y biodisponibilidad), el estado fisiolégico del sujeto (incluyendo edad, sexo, tipo de enfermedad y
etapa, condicién fisica general, respuesta a una dosis dada, y tipo de medicacién) o células, la naturaleza del
portador o portadores farmacéuticamente aceptables en la formulacion, y la via de administracion. Ademas, una
cantidad eficaz o terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo de si el compuesto se administra solo o en
combinacion con otro compuesto, farmaco, terapia u otro método o modalidad terapéutica. El experto en las técnicas
clinicas y farmacoldgicas serd capaz de determinar una cantidad eficaz o cantidad terapéuticamente eficaz a través
de la experimentacion habitual, a saber, monitorizando una respuesta de las células o del sujeto a la administracion
de un compuesto, y ajustando la dosis en consecuencia. Para una guia adicional, véase Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 212 Edicion, Univ. of Sciences in Philadelphia (USIP), Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA, 2005. Los agentes, compuestos, tratamientos o terapias que se pueden usar en una cantidad
eficaz o cantidad terapéuticamente eficaz para producir un efecto deseado segun las realizaciones descritas aqui
pueden incluir, pero no se limitan a, un gen CD123CAR, un casete de expresion que incluye un gen CD123CAR, un
vector que suministra un casete de expresion que incluye un gen CD123CAR a una célula diana, tal como una célula
T, y una poblacién de células T que se transducen con un gen CD123CAR.

Los términos “tratar” o “tratamiento” de una afeccién se pueden referir a prevenir la afeccion, ralentizar el comienzo o
velocidad de desarrollo de la afeccion, reducir el riesgo de desarrollar la afeccion, prevenir o retrasar el desarrollo de
sintomas asociados con la afeccion, reducir o terminar los sintomas asociados con la afeccién, generar una
regresion total o parcial de la afeccion, o alguna combinacion de los mismos. El tratamiento también puede significar
un tratamiento profilactico o preventivo de una afeccion.

El término “sujeto”, como se usa aqui, se refiere a un ser humano o animal, incluyendo todos los mamiferos, tales
como primates (particularmente primates superiores), ovejas, perros, roedores (por ejemplo, ratén o rata), cobaya,
cabra, cerdo, gato, conejo, y vaca. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano.

En ciertos ejemplos, las composiciones para uso en métodos para tratar AML pueden incluir una etapa de
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una primera poblacién de células T transducidas con un primer
gen CD123CAR, en combinacién con una cantidad terapéuticamente eficaz de una segunda poblacion de células T
transducidas con un segundo gen CD123CAR.

En otras realizaciones, las células T transducidas con CD123CAR se pueden administrar en combinacién con una o
mas terapias contra el cancer adicionales. “En combinacion” o “en combinacién con”, como se usa aqui, significa en
el transcurso del tratamiento del mismo cancer en el mismo sujeto usando dos 0 mas agentes, farmacos, sustancias
terapéuticas, procedimientos, regimenes de tratamiento, modalidades de tratamiento, o una combinacién de los
mismos, en cualquier orden. Esto incluye la administracion simultdnea, asi como en un orden temporalmente
espaciado de hasta varios dias separados. Tal tratamiento de combinacién también puede incluir mas de una Unica
administracion de uno o mas de los agentes, farmacos, sustancias terapéuticas, procedimientos, regimenes de
tratamiento, y modalidades de tratamiento. Ademas, la administracion de los dos o mas agentes, farmacos,
sustancias terapéuticas, procedimientos, regimenes de tratamiento, modalidades de tratamiento, o una combinacién
de los mismos, puede ser mediante las mismas vias de administracion o diferentes.

Las terapias contra el cancer adicionales que se pueden usar segun los métodos descritos aqui pueden incluir uno o
mas procedimientos contra el cancer, modalidades de tratamiento, sustancias terapéuticas contra el cancer, o una
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combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, las células T transducidas con CD123CAR se pueden
administrar en combinacién con uno o mas procedimientos contra el cancer o modalidades de tratamiento, que
incluyen, pero no se limitan a, transplante de células madre (por ejemplo, transplante de médula dsea o transplante
de células madre de sangre periférica usando células madre alogénicas, células madre autélogas; o un transplante
no mieloablativo), terapia de radiacion, o reseccion quirdrgica. En otras realizaciones, las células T transducidas con
CD123CAR se pueden administrar en combinacién con una o mas sustancias o farmacos contra el cancer que se
pueden usar para tratar AML, incluyendo, pero sin limitarse a, sustancias quimioterapéuticas y otros farmacos contra
el cancer, sustancias inmunoterapéuticas, sustancias terapéuticas dirigidas, o una combinacién de los mismos.

Las sustancias quimioterapéuticas y otros farmacos contra el cancer que se pueden administrar en combinacién con
las células T transducidas con CD123CAR segun las realizaciones descritas aqui incluyen, pero no se limitan a,
acido todo-trans-retinoico (ATRA), trioxido arsénico, antibiéticos antraciclinicos y sus sales farmacéuticamente
aceptables (por ejemplo, hidrocloruro de doxorrubicina, hidrocloruro de daunorrubicina, idarrubicina, mitoxantrona),
agentes alquilantes (por ejemplo, ciclofosfamida, laromustina), analogos antimetabolitos (citarabina, 6-tioguanina, 6-
mercaptopurina, metotrexato), agentes desmetilantes (por ejemplo, decitabina, 5-azacitidina), inhibidores de la
sintesis de acidos nucleicos (por ejemplo, hidroxiurea), inhibidores de topoisomerasas (por ejemplo, etoposido),
alcaloides de la vinca (por ejemplo, sulfato de vincristina), 0 una combinacion de los mismos (por ejemplo, “ADE”,
que es un tratamiento de combinacion que incluye una combinacién de citarabina (Ara-C), hidrocloruro de
daunorrubicina, y etopésido).

Las sustancias inmunoterapéuticas que se pueden administrar en combinacion con las células T transducidas con
CD123CAR segun las realizaciones descritas aqui incluyen, pero no se limitan a, agentes moduladores inmunes (por
ejemplo, inhibidores de STAT3, lenalidomida) y anticuerpos monoclonales terapéuticos. Los anticuerpos
monoclonales terapéuticos se pueden disefar (i) para dirigirlos contra uno o mas antigenos de AML, incluyendo,
pero sin limitarse a, CD33 (por ejemplo, gemtuzumab, lintuzumab), MUC1 (por ejemplo, cantuzumab ravtansina,
clivatuzumab tetraxetan, pemtumomab); (i) un antigeno de células B (por ejemplo, rituximab, ofatumumab); o un
modulador de la vasculatura, tal como VEGF o VEGFR (por ejemplo, alacizumab pegol, bevacizumab, icrucumab,
ramucirumab, ranibizumab).

Las sustancias terapéuticas dirigidas que se pueden administrar en combinacion con las células T transducidas con
CD123CAR segun las realizaciones descritas aqui incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de tirosina cinasas
(imatinib, dasatinib, nilotinib, sunitinib), inhibidores de farnesil transferasa (por ejemplo, tipifarnib), inhibidores de
FLT, e inhibidores de c-Kit (0 CD117) (imatinib, dasatinib, nilotinib).

EJEMPLO 1: CELULAS T TRANSDUCIDAS CON CD123CAR EXHIBEN UNA POTENTE ACTIVIDAD CITOLITICA
Y MULTIPLES FUNCIONES EFECTORAS FRENTE A AML IN VITRO

Materiales y métodos

Estirpes celulares. Excepto que se sefiale de otro modo, todas las estirpes celulares se mantienen en RPMI 1640
(Irvine Scientific) suplementado con L-glutamina 2 mM, HEPES 25 mM, y 10% de FCS inactivado por calor
(Hyclone), denominado aqui en lo sucesivo como medio completo (CM). Células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) se transformaron con el virus de Epstein-Barr para generar estirpes celulares linfoblastoides (LCL) como se
describié previamente [19]. Las células LCL-OKT3 expresan OKT3 unido a la membrana, y se hacen crecer en CM
suplementado con 0,4 mg/ml de higromicina [20]. Las células K562 se obtuvieron de ATCC, y se cultivaron como se
recomendd. Las células KG1a (proporcionadas amablemente por el Dr. Ravi Bhatia) se mantuvieron en IMDM (Irvine
Scientific) con HEPES 25 mM, L-glutamina 4 mM (Irvine Scientific), y 20% de FCS. Las células 293T (un regalo
procedente amablemente del Center for Biomedicine and Genetics en City of Hope) se mantuvieron en DMEM +
10% de FCS inactivado por calor.

Muestras de AML primarias. Las muestras de AML primarias se obtuvieron de sangre periférica de pacientes
(denominadas aqui como ID de Muestra de AML n® 179, 373, 493, 519, 545, 559, 605, 722 y 813). Enla Tabla 1, a
continuacién, se resumen las caracteristicas de las muestras.

[La Tabla 1 esta en la siguiente pagina]
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Tabla 1. Caracteristicas de muestras de AML primarias

ID de la Edad/Sexo Citogenética Estado Estado Tipo de CD123 CD123
muestra mutacional clinico muestra (RFI? %
de AML de FIt3 positivo
179 74/M Riesgo intermedio ND Recayd6 PB 428,32 99,22
t(1;7), t(14;15)
373 47/M Poco riesgo ND Recayd6 PB 1052,83 99,66

Anomalias complejas
en 3 estirpes

celulares

493 46/F Riesgo intermedio ND Recayd6 PB 23,98 76,80
Trisomia 8

519 44/F del(17p), dic (11;7), ND Recayd6 PB 63,18 97,40

pérdida clonal de
TP53/17p13.1

545 58/M Riesgo intermedio ND Fallo de PB 52,73 99,32
t(3;6), del(7) induccion
559 59/M Anomalias Negativo Recayd6 Aféresis 9,30 45,0
complejas,

hiperdiploidia masiva

605 55/M Normal Negativo Persistente PB 58,48 99,91

722 22/M Riesgo intermedio Negativo No tratado PB 33,53 92,74
t(14;21), del(9q)

813 48/F Anomalias ND No tratado PB 37,19 90,93
complejas, Trisomia
8, Trisomia 21,
add(17)

? El Indice de Fluorescencia Relativa (RFI) es la relacion de la mediana de la sefal tefida con 9F5 a la tincién del
control de igual isotipo en la poblacién de CD34*

® Acotado en la poblacion de CD34"
ND — no determinado

PB — sangre periférica

Citometria de flujo. Los controles de isotipo conjugados con fluorocromo, anti-CD4, anti-CD8, anti-receptor aff de
células T (TCRap), anti-CD123 (9F5), anti-CD34 (8G12), y anti-CD38 (HIT2) se adquirieron de BD Biosciences. Anti-
Fc biotinilado se adquirié6 de Jackson ImmunoResearch Laboratories. Cetuximab biotinilado (Erbitux) se adquirié de
la farmacia COH, y se ha descrito previamente [20]. Anti-CD2, anti-CD3, anti-CD7, anti-CD10, anti-CD11b, anti-
CD19, anti-CD33, y anti-CD235A biotinilados se adquirieron de eBioscience. La adquisicién de los datos se llevo a
cabo en un FACSCalibur, LSRII (BD Biosciences), o MACSQuant Analyzer (Miltenyi Biotec), y se analizé usando
FCS Express, Version 3 (De Novo Software).

Transfeccion de células 293T con CD123. ADNc de CD123 se amplificé a partir de CD123-pMD18-T (Sino Biological
Inc.) usando la reaccibn en cadena de la polimerasa y los cebadores (CD123-F: 5'-
ATAAGGCCTGCCGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCACG-3’ y CD123-R 5’-
ATAGCTAGCTCAAGTTTTCTGCACGACCTGTACTTC-3'). El producto de la PCR se clon6 en pMGPac usando los
sitios de restriccién Stul y Nhel. Las células 293T se transfectaron usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies)
segun las instrucciones del fabricante. 24 horas después de la transfeccién, la expresion de CD123 se confirmo
mediante citometria de flujo.

Generacion de vectores lentiviricos. Para generar los constructos de CAR usados en este estudio, se sintetizaron
(GENEART) secuencias de ADN con codones optimizados que codifican las cadenas VH y VL, una bisagra de IgG4
modificada y un dominio transmembranico de CD28 modificado (RLLH — RGGH [22]), y se clonaron en
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CD19RCAR-T2AEGFRt_epHIV7 [20] usando los sitios Nhel y Rsrll para sustituir el CD19RCAR. El lentivirus se
produjo transfectando células 293T con un vector lentivirico y los vectores de empaquetamiento pCMV-Rev2,
pCHGP-2, y pCMV-G usando el kit de transfeccién de células de mamifero CalPhosTM (Clontech). Estos
constructos de CAR 26292 y 32716 también se denominan aqui como 26292CAR(S228P+L235E) o
26292CAR(S228P+L235E+N297Q) (Figuras 11 y 13) y 32716CAR(S228P+L235E) o}
32716CAR(S228P+L235E+N297Q) (Figuras 10 y 12). Los sobrenadantes lentiviricos se recogieron a 24, 48 y 72
horas tras la transfeccion, y se concentraron mediante ultracentrifugacion.

Transduccién de PBMCs de donantes sanos y de pacientes con AML. Se obtuvieron PBMCs despersonalizados a
partir de donantes sanos y de pacientes bajo protocolos aprobados por la junta de revision institucional. Para los
donantes sanos, las células T se activaron usando OKT3 (30 ng/ml) en CM suplementado 3 veces una semana con
25 U/ml de IL-2 y 0,5 ng/ml de IL-15 (denominado aqui como medio de células T). 72 horas tras la activacion, las
células T se inocularon de forma centrifuga con lentivirus a una MOI = 3 centrifugando durante 30 minutos a 800g y
32°C. La expresion de CAR se analiz6 mediante citometria de flujo 12-14 dias tras la transduccion lentivirica. Las
células T que expresan EGFRt se enriquecieron como se describié previamente [20]. Las células T se expandieron
en medio de células T mediante el método de expansion rapida [23].

Para la modificacion genética de células T procedentes de pacientes con AML, sangre periférica descongelada o
producto de aféresis se estimul6 usando Dynabeads® Human T-Expander CD3/CD28 (Life Technologies), a una
relacién de perlas:células CD3+ de 3:1 en medio de células T. 72 horas tras la estimulacion de las perlas, las células
se inocularon de forma centrifuga con lentivirus a una MOI = 3. Las perlas se retiraron 9-14 dias después de la
estimulacién inicial usando un iman DynaMag™-50 (Life Technologies), y las células T se mantuvieron en medio de
células T. Las estirpes de células T derivadas de pacientes con AML que expresan CAR no se seleccionaron
inmunomagnéticamente antes del uso en ensayos de exterminio.

Ensayo de proliferacion de CFSE. Células T se marcaron con éster succinimidilico de carboxifluoresceina 0,5 pM
(CFSE; Molecular Probes) segun las instrucciones del fabricante. Las células T marcadas se cocultivaron con, o sin,
células estimulantes, a una relacion E:T de 2:1 en CM suplementado con 10 U/ml de IL-2. Después de 72-96 horas,
las células se cosecharon y se tifieron con cetuximab biotinilado, asi como con yoduro de propidio o DAPI, para
excluir del analisis a las células muertas. Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo para evaluar la
proliferacién de células vivas EGFRt positivas mediante dilucion de CFSE.

Ensayo de liberacién de cromo y ensayo de secrecion de citocina. Las células diana se marcaron durante 1 hora con
51Cr (PerkinElmer), se lavaron cinco veces, y se repartieron en alicuotas por triplicado a 5 X 103 células/pocillo con
células efectoras a diversas relaciones de efector a diana (E:T). Tras un cocultivo durante 4 horas, los
sobrenadantes se cosecharon, y la radioactividad se midi6 usando un contador gamma o un Topcount
(PerkinElmer). La lisis especifica en porcentaje se calcul6 como se describié previamente [24]. La produccién de
citocina tras un cocultivo de 24 horas a una relacién E:T de 10:1 se midié como se describi6 previamente [25].

Desgranulacion de CD107a y produccién de citocina intracelular. Se cocultivaron células T con células diana a una
E:T de 2:1 durante seis horas a 37°C en presencia de GolgiStop™ (BD Biosciences) y anticuerpo anti-clon H4A3 de
CD107a o anti-control de isotipo coincidente. Al finalizar las seis horas de incubacion, las células se cosecharon, se
lavaron y se tifieron con anti-CD3, CD4, CD8, y cetuximab biotinilado, seguido de una tincion secundaria usando
estreptavidina conjugada con PE. Las células se fijaron entonces y se permeabilizaron (Cytofix/Cytoperm™ BD
Biosciences) segun las instrucciones del fabricante, y se tifieron con anti-IFN-_ (clon B27 de BD Biosciences) y anti-
TNF-a (clone MAb11 de BD Biosciences). La adquisicién de datos se llevé a cabo usando el analizador MACSQuant
(Miltenyi Biotec), y el andlisis se realiz6 usando FCS Express Version 3 (De Novo Software).

Ensayo celular formador de colonias. Se seleccionaron células CD34+ procedentes de células mononucleares de
sangre del cordon (CB) o muestras de AML primarias, usando separacion en columna inmunomagnética (Miltenyi
Biotech). Se cocultivaron 103 células CB CD34+ con 25 X 103 células efectoras durante 4 horas antes de la siembra
en placas en cultivo progenitor de metilcelulosa semisélido en pocillos por duplicado [26]. 14 a 18 dias mas tarde, se
enumeraron las colonias de granulocitos-macréfagos de unidades formadoras de colonia (CFU-GM) y de eritroides
de unidades formadoras de estallido (BFUE). Para las muestras de AML, se cocultivaron 5 X 103 células de AML
CD34+ con 125 X 103 células efectoras durante 4 horas antes de la siembra en placas en cultivo progenitor de
metilcelulosa semisélido en pocillos por duplicado.

Analisis estadistico. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando Graphpad Prism v5.04. Para identificar
diferencias significativas entre grupos de tratamiento, se usé la prueba de la t de Student no emparejada.

Resultados
Generacioén de células T que expresan CD123 CAR

Para redirigir la especificidad de células T, se desarrollaron vectores lentiviricos que codifican CD123 CARs. Cada
uno de los CARs incluye secuencias con codones optimizados que codifican uno de dos scFvs especificos de
CD123, 26292 y 32716 [18], respectivamente. Los scFvs se fusionan en el marco a la regién de Fc de IgG4 humana,
un dominio coestimulante de CD28, y el dominio de sefializacion de CD3(. Justo en direccion 3’ de la secuencia de
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CAR se encuentra una secuencia de omision de ribosoma T2A y un marcador de transduccion de EGFR humano
truncado (EGFRt) (Figura 1A). Las PBMCs estimuladas con OKT3 procedentes de donantes sanos se transdujeron
lentiviicamente, y las células T que expresan CAR se aislaron mediante seleccion inmunomagnética usando
anticuerpo Erbitux biotinilado, seguido de una tincién secundaria con perlas magnéticas anti-biotina. Tras un ciclo de
REM, las células aisladas se analizaron mediante citometria de flujo para determinar la expresion superficial de CAR
y el fenotipo de las células T. Tanto la expresién de FC como de EGFRt fue mayor que 90% en las estirpes de
células T generadas procedentes de tres donantes sanos, y los productos de células T finales consistieron en una
mezcla de células T CD4 y CD8 positivas (Figura 1B, 1C).

Células T modificadas por CD123 CAR seleccionan especificamente a estirpes celulares tumorales que expresan
CD123

Para confirmar la especificidad de las células T modificadas con CD123 CAR, se examiné la capacidad de las
células T genéticamente modificadas para lisar células 293T transfectadas transitoriamente para expresar CD123
(293T-CD123; Figura 2A). Ambas células T modificadas con CD123 CAR generadas lisaron eficientemente células
293T-CD123, pero no células 293T transfectadas transitoriamente para expresar CD19, demostrando el
reconocimiento especifico de CD123 (Figura 2B). A continuacion, se investig6é la capacidad citolitica in vitro de
células T especificas de CD123 frente a estirpes celulares tumorales que expresan endégenamente CD123. La
expresion de CD123 en las estirpes celulares LCL y KG1a se confirmaron mediante citometria de flujo (Figura 2C).
Ambas estirpes de células T especificas de CD123 lisaron eficientemente las estirpes diana LCL y KG1a, pero no la
estirpe celular CD123-K562 (Figura 2C). Las células T especificas de CD19 con pares coincidentes lisaron
eficazmente las dianas de LCL CD19+, pero no las dianas CD19- KG1a o K562 (Figura 2D). Las células
progenitoras transducidas de forma simulada lisaron solamente la estirpe celular LCL-OKT3 de control positivo
(Figura 2D).

Células T modificadas con CD123 CAR activan multiples funciones efectoras cuando se cocultivan con células diana
CD123-positivas

Para examinar la funcion efectora de células T especificas de CD123, se midi6 la secrecion de IFN-yy TNF-a tras el
cocultivo con diversas estirpes celulares tumorales. Los productos de células T que expresan CD123 CAR
produjeron tanto IFN-y como TNF-a cuando se cocultivaron con células diana CD123+, mientras que las células T
especificas de CD19 con pares coincidentes segregaron estas citocinas solamente cuando se cocultivaron con la
estirpe celular CD19+ LCL o LCL-OKT3 Figura 3A). Adicionalmente, ambas estirpes de células T especificas de
CD123 proliferaron cuando se cocultivaron con cualquiera de las estirpes celulares CD123+ LCL, LCL-OKTS3, o
KG1a, pero no con la estirpe celular CD123- K562 (Figura 3B). Por el contrario, las células T que expresan CD19
CAR con pares coincidentes proliferaron solamente cuando se cocultivaron con LCL o LCL-OKT3 (Figura 3B).

Células T modificadas con CD123 CAR activan multiples funciones efectoras cuando se cocultivan con muestras de
AML primarias

La sobreexpresion de CD123 en muestras de AML primarias esté bien documentada [27-29], y se confirm6 en este
estudio (Figura 14). Las respuestas de células T de multiples facetas son criticas para respuestas inmune robustas
frente a infecciones y vacunas, y también pueden desempenar un papel en la actividad antitumoral de células T
redirigidas por CAR [30]. Para investigar la capacidad de células T modificadas con CD123 CAR para activar
multiples rutas efectoras frente a muestras de AML primarias, se cocultivaron células T modificadas con tres
muestras de pacientes con AML diferentes (179, 373, y 605) durante 6 horas, y se evaluaron para determinar el
aumento de CD107a y la produccion de IFN-y y TNF-a usando citometria de flujo policromatica (estrategia de
acotamiento mostrada en la Figura 15). La movilizacién en la superficie celular de CD107a se observé tanto en los
compartimentos de CD4 como de CD8 de células T especificas de CD123, mientras que las células T especificas de
CD19R con pares coincidentes no produjeron desgranulacion apreciable frente a muestras de AML primarias (Figura
4A, gréfica de barras). Ademas, las subpoblaciones de células T CD107a+ CD123 CAR también produjeron IFN-y,
TNF-a, o ambas citocinas (Figura 4A, graficas circulares). Esta respuesta multifuncional se observé para las
poblaciones tanto de CD4 como de CD8 (Figura 4A y 4B). Adicionalmente, se examind la capacidad de células T
modificadas con CAR para proliferar en respuesta al cocultivo con muestras de AML primarias. Ambas estirpes de
células T especificas de CD123 fueron capaces de proliferar tras el cocultivo con muestras de AML 813 o B-ALL 802
(Figura 4C). Se observé proliferacion para las poblaciones tanto de CD4 como de CD8 (Figura 16). Las células T
especificas de CD19 con pares coincidentes proliferaron cuando se cocultivaron con CD19+ pre B-ALL 802, pero no
cuando se cocultivaron con AML 813.

Células T que expresan CD123 CAR se dirigen contra células de AML primarias in vitro
Células T especificas de CD123 no eliminan la formacién de colonias por células de sangre de cordén in vitro

Dado que CD123 se expresa en progenitores mieloides comunes (CMPs) [31], se investigo el efecto de las células T
modificadas sobre la capacidad formadora de colonias de muestras de sangre de cordon (CB) normales
enriquecidas con CD34. La formacion de colonias mieloides y eritroides por las muestras de CB no se redujo
significativamente tras un cocultivo de 4 horas con células T que expresan CD123-CAR a una E:T de 25:1, cuando
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se comparan con células T que expresan CD19R CAR T con pares coincidentes (Figura 6 A y B). A continuacion, se
examiné in vitro la capacidad de las células T especificas de CD123 para inhibir el crecimiento de células AML
clonogénicas primarias. Ambas estirpes de células T que expresan CD123 CAR disminuyeron significativamente la
formacion de colonias leucémicas en comparacion con células T que expresan CD19R con pares coincidentes
(Figura 6C). En particular, las células T especificas de CD123 tuvieron un mayor impacto sobre la formacion de
colonias leucémicas en comparacién con la formacion de colonias mieloides normales (Figura 6D, reduccién de 69%
frente a reduccion de 31%, respectivamente).

Células T procedentes de pacientes con AML se pueden modificar genéticamente para expresar CD123 CARs y
seleccionar especificamente células tumorales aut6logas

Se sabe que las células T derivadas de pacientes con AML no repolarizan bien la actina, y forman sinapsis inmunes
defectuosas con blastos autélogos [32]. Adicionalmente, seglin nuestro conocimiento, las células T que expresan
CAR derivadas de pacientes con AML todavia se han de describir. Por lo tanto, se determind si las células T
procedentes de pacientes con AML se podrian modificar genéticamente para expresar CARs especificos de CD123.
PBMCs crioconservadas (AML 605 y AML 722) o producto de aféresis (AML 559) se estimularon con perlas de
CD3/CD28, y se transdujeron lentiviricamente para expresar los CARs de CD123 o un CAR de control de CD19R.
Todas las células T derivadas de muestras de las tres muestras de pacientes expresaron el 26292 CAR (eficiencia
de la transduccion 40-65%), el 32716 CAR (eficiencia de la transduccion 46-70%) y el CD19R CAR (para evaluar la
capacidad de las células T especificas de CD123 para exterminar células de AML primarias, se cocultivaron células
T que expresan CD19R CAR o CD123 CAR con pares coincidentes con muestras de pacientes con AML
enriquecidas con CD34 primarias, en un ensayo de liberacion de *'Cr de 4 horas. En contraste con las células T de
CD19R con pares coincidentes, ambas estirpes de células T de CD123 CAR lisaron robustamente todas las
muestras de pacientes con AML primarias ensayadas (Figura 5A). Adicionalmente, mientras que no se observd
diferencia estadistica entre la capacidad citolitica de las células T que expresan CD123 CAR, ambas células T
especificas de CD123 demostraron una citotoxicidad significativamente potenciada cuando se comparan con las
células T de CD19R-CAR con pares coincidentes (Figura 5B).

23-37% de eficiencia de la transduccion). Un ejemplo representativo del fenotipo de células T de CAR derivadas de
pacientes con AML se muestra en la Figura 7A. A continuacién, se examiné el potencial citolitico de células T de
CAR derivadas de pacientes con AML frente a células diana enriquecidas con CD34 autélogas en un ensayo de
liberacion de *'Cr de 4 horas. Todas las células enriquecidas con CD34 autélogas expresaron CD123, aunque en
porcentajes e intensidades variables (Figura 7B). Las células T derivadas de AML 605 y 722 lisaron eficientemente
blastos autdlogos, mientras que las células T derivadas de AML 559 presentaron bajos niveles de lisis de blastos
autélogos, probablemente debido a la expresion baja y heterogénea de CD123 en blastos de AML 559 (Figura 7C).

Discusion

Las realizaciones descritas aqui incluyen la generacién de dos nuevos CARs dirigidos contra CD123 usando scFvs
procedente de inmunotoxinas recombinantes (RITs), 26292 y 32716, que se unen a epitopos distintos y tienen
afinidades de union similares por CD123 [18]. Cuando se expresan mediante una poblacién de células T, estos
CARs dirigidos contra CD123 redirigen la especificidad de las células T frente a células que expresan CD123.
Usando un ensayo de liberacion de cromo 51 (51Cr) de 4 horas estandar, células T de donantes sanos que se
manipularon para expresar los CD123 CARs lisaron eficientemente estirpes celulares CD123+ y muestras de
pacientes con AML primaria. Adicionalmente, ambas células T CD123 CAR activaron multiples funciones efectoras
tras el cocultivo con estirpes celulares CD123+ y muestras de pacientes con AML primaria. Ademas, las células T
dirigidas contra CD123 no redujeron significativamente el niumero de colonias de granulocitos-macréfagos de
unidades formadoras de colonias (CFU-GM) o de colonias de eritroides de unidades formadoras de estallido (BFU-
E) procedentes de sangre del cordon (CB) cuando se compararon con células T CD19 CAR. En particular, mientras
que las células T especificas de CD19 tuvieron poco impacto sobre la formacion de colonias leucémicas de
muestras de AML primarias, las células T dirigidas contra CD123 redujeron significativamente la formacion de
colonias leucémicas in vitro. También se mostré que las células T derivadas de pacientes con AML pueden expresar
CD123 CARs y lisar blastos autélogos in vitro.

Las células T que expresan cualquiera de los dos CARs especificos de CD123 pueden lisar especificamente
estirpes celulares que expresan CD123 y muestras de pacientes con AML primarias, y activan multiples funciones
efectoras de una manera especifica del antigeno in vitro, demostrando que ambos epitopos son dianas potenciales
para el tratamiento. No se observaron diferencias importantes entre las estirpes de células T modificadas con CD123
CAR con respecto al exterminio de células diana, con respecto a la secreciéon de citocina, o con respecto a la
proliferacién, cuando se cocultivan con células CD123+. Una posible explicacion para esto son las afinidades de
unién de los scFvs especificos de CD123 usados en los CD123-CARs, que estan en el intervalo nanomolar y difieren
en menos de 3 veces, y de este modo no ofrecen ninguna ventaja significativa en la unién al antigeno diana
conferida por cualquiera de los scFv [18].

La expresion de mdltiples antigenos de la superficie celular en células de AML se ha documentado bien [4, 27, 34].
La dianizacién de algunos de estos antigenos via células T que expresan CAR puede no ser factible. Por ejemplo, el
antigeno TIM-3 asociado a AML se expresa en un subconjunto de células T agotadas [35, 36], y la dianizacién de
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TIM-3 usando células T modificadas con CAR puede dar como resultado la autolisis de células genéticamente
modificadas. Adicionalmente, CD47 se expresa ubicuamente [37], y de este modo no puede ser seleccionable como
diana por las células T manipuladas con CAR. El antigeno de diferenciacion CD33 se expresa predominantemente
en células mieloides, y actualmente se usan en marcos clinicos y preclinicos inmunoterapias dirigidas contra CD33,
tales como gemtuzumab ozogamicina, anticuerpos que se acoplan a células T biespecificos de CD33/CD3, y un
CD33 CAR [17, 38, 39]. Al igual que TIM-3, CD33 es expresado en un subconjunto de células T, haciéndolo una
diana no ideal para una terapia a base de CAR [40]. Adicionalmente, la actividad antileucémica de terapias dirigidas
contra CD33 iba acompanada a menudo con una lenta recuperacién de la hematopoyesis y de citopenias,
probablemente el resultado de la expresion de CD33 en células madre hematopoyéticas normales que se
autorrenuevan a largo plazo (HSCs) [41]. Ademas, las hepatotoxicidades son un efecto secundario comdn de
tratamientos dirigidos contra CD33, y son posiblemente debidas a la dianizacién no pretendida de células de Kupffer
CD33+ [42].

La expresion de CD123 esta ausente en células T, restringida predominantemente a células de la estirpe mieloide
[43], y esta muy ausente en HSCs [27]. Juntas, estas observaciones hacen a CD123 una diana atractiva para la
terapia con células T mediada por CAR. Las sustancias terapéuticas especificas para CD123 han presentado
perfiles de seguridad favorables en ensayos clinicos de fase | (ClinicalTrials.gov ID: NCT00401739 vy
NCT00397579). Desafortunadamente, estas terapias han fracasado para inducir respuestas en la inmensa mayoria
de los pacientes tratados. Las células T que expresan CD123-CAR generadas presentan aqui una potente
capacidad citolitica in vitro frente a estirpes celulares CD123+ y muestras de AML primarias. Los estudios descritos
mas abajo muestran que las muestras primarias procedentes de pacientes con AML de bajo riesgo fueron
susceptibles a citotoxicidad mediada por células T CD123 CAR. Colectivamente, en la pequefia cohorte de muestras
primarias usada para ensayos de citotoxicidad a corto plazo, las muestras de pacientes con AML que exhibieron
caracteristicas de alto riesgo en el diagnéstico y/o son quimiorresistentes fueron sensibles al exterminio mediante
CD123 CAR, de forma similar a lo que se observé en experimentos usando estirpes de células CD123+. Se
necesitara realizar mas analisis para confirmar que estos resultados seran ciertos para una cohorte mas grande de
muestras.

Respuestas de células T multifuncionales se correlacionan con el control de la infeccién virica, y pueden ser
importantes en una respuesta de células T CAR antitumoral [44]. De hecho, los pacientes sensibles a la terapia con
células T CD19 CAR tienen respuestas de células T detectables (es decir, desgranulacién, secrecion o proliferacion
de citocinas) tras la terapia en respuesta a dianas CD19+ ex vivo [11, 12, 14]. En los Ejemplos mas abajo, se
demostré que la funcionalidad de células T que expresan CD123-CAR analizando el aumento de CD107a, la
produccion de citocinas inflamatorias y la proliferacion de células T especificas de CD123 en respuesta tanto a
estirpes de células CD123+ como a muestras de AML primarias. Ademas, se observé multifuncionalidad en los
compartimentos tanto de CD4+ como de CD8+, que puede promover actividad antileucémica sostenida y alentar la
actividad antileucémica en el microentorno tumoral [45, 46]. La inclusiéon de otros dominios coestimulantes, tal como
4-1BB, y el uso de células T “mas jévenes” menos diferenciadas pueden aumentar adicionalmente las respuestas de
CD123 CAR, y son un area de investigacion activa [9, 47].

Ademas, las células T especificas de CD123 no inhiben la formacion de colonias progenitoras normales — incluso a
una E:T de 25:1. La expresion de CD123 en células linaje-CD34+CD38- es un signo distintivo de la célula
progenitora mieloide comun, y de este modo una diana probable de células T CD123 CAR [31]. Mientras que se
observo una disminucién en el porcentaje relativo de colonias derivadas de mieloides cuando se incubaron células
de CB con células T especificas de CD123, la disminucion no fue significativamente menor que las células T CD19R
CAR con pares coincidentes. Es posible que el tamafio limitado de las muestras se atribuya a este resultado, y una
experimentacién adicional puede revelar una disminucién significativa en la formacion de CFU-GM en muestras de
sangre de cordén tratadas con células T CD123 CAR. Adicionalmente, el cocultivo durante 4 horas de células T y
células de CB antes de la colocacién en placas puede no ser un periodo de tiempo suficientemente grande para
observar un efecto sobre la formaciéon de colonias progenitoras mieloides normales, y que tiempos de incubacién
mas largos pueden disminuir el nimero de colonias derivadas de mieloides observadas. Sin embargo, usando la
misma metodologia como la que se uso para células de CB, se observé una disminucion sustancial en el nimero de
colonias leucémicas formadas cuando se incubaron muestras de pacientes con AML enriquecidas con CD34
primarias con células T CD123 CAR, sugiriendo que el tiempo de incubacion de 4 horas es suficiente para observar
un efecto entre la formacién de colonias leucémicas y colonias normales. Como alternativa, la menor expresion
relativa de CD123 en células de CB, en comparacion con células de AML, puede dar en parte como resultado la
incapacidad de las células T CD123 CAR para alterar la formacion de colonias derivadas de mieloides in vitro.
Mientras otros han demostrado que CD123 se expresa solamente en una pequefia fraccién de las HSCs linaje-
CD34+CD38-, y dos ensayos de fase | que usan agentes dirigidos contra CD123 no revelaron mielosupresioén a largo
plazo, se necesitan estudios adicionales para evaluar el efecto de la terapia de células T CD123 CAR sobre la
hematopoyesis. A fin de controlar toxicidades indeseadas inespecificas, se incluyé6 EGFRt en el constructo lentivirico
para permitir la ablacion de células T que expresan CAR. Otras estrategias para modular la actividad de células T
que expresan CAR, tales como el intercambio de apoptosis de caspasa 9 inducible [48] o la electroporacion de
ARNm de CAR [49], también son de interés, dado el potencial para exterminar células normales que expresan
CD123.

Ademas, se demostré que las PBMCs crioconservadas procedentes de pacientes con AML con enfermedad activa

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2747099 T3

se pueden modificar genéticamente para expresar CD123 CARs y exhibir actividad citotoxica potente frente a
blastos leucémicos autblogos en 2/3 de las muestras. Mientras que las células T que expresan CD123 CAR
procedentes de AML 559 fracasaron a la hora de lisar blastos autélogos que expresaron niveles bajos de CD123,
estas células T de CAR si lisaron las estirpes celulares CD123+ LCL y KG1a (datos no mostrados), sugiriendo que
las células T generadas tienen el potencial de dianizar células diana que expresan CD123. Segun nuestro
conocimiento, esta es la primera demostracién de que las células T derivadas de pacientes con AML se pueden
manipular para expresar un CAR y exhiben citotoxicidad especifica del antigeno redirigida contra blastos aut6logos.

Colectivamente, los resultados de los estudios descritos en los Ejemplos méas abajo demuestran que las células T
CD123 CAR pueden distinguir entre células CD123+ y CD123-, y pueden activar mdltiples funciones efectoras de
células T frente a un panel de muestras de pacientes con AML primarias de bajo riesgo. En particular, células T
especificas de CD123 no alteraron significativamente la formacion de colonias progenitoras normales, pero
redujeron considerablemente el crecimiento de progenitores leucémicos mieloides clonogénicos in vitro. También se
demostré que células T derivadas de pacientes con AML se pueden modificar genéticamente para expresar CARs
especificos de CD123 vy lisar blastos autélogos in vitro. Por lo tanto, las células T CD123 CAR son un candidato
prometedor para la inmunoterapia de AML.

EJEMPLO 2: CELULAS T TRANSDUCIDAS CON CD123CAR RETRASAN LA PROGRESION LEUCEMICA IN
VIVO

Constructos de CD123CAR. Los constructos 26292CAR(S228P+L235E) y 32716CAR(S228P+L235E) se generaron
como se describi6 en el Ejemplo 1 anterior. También se generaron dos constructos adicionales de CD123CAR, que
incluyeron una mutacion adicional en la bisagra de IgG4 en la posicion 297 (N297Q) para cada scFv
(“26292CAR(S228P+L235E+N297Q)”" y “32716CAR(S228P+L235E+N297Q)”) (Figuras 12 y 13, mutaciones en
negrita y subrayadas).

Se implantaron a ratones NSG células tumorales de AML (dia 0), y se trataron con 5,0x10° células T CAR+ que
expresan el 26292CAR(S228P+L235E) o el 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) en el dia 5, y se monitoriz6 la
progresion leucémica mediante formacion de imagenes bioluminiscentes. Como se muestra en la Figura 8, la carga
leucémica progres6 en el dia 8 en comparacion con el dia de tratamiento en ratones tratados con células T
transducidas con 26292CAR(S228P+L235E), indicando que las células transducidas con el constructo de
CD123CAR que tiene mutaciones en la region bisagra en las posiciones S228P y L235E no tuvieron ningun efecto in
vivo. Por el contrario, los ratones tratados con células T transducidas con 26292CAR(S228P+L235E+N297Q)
mostraron una reduccion en el tamafo tumoral en comparacion con el dia de tratamiento, indicando que la adicién
de una mutacion en la region bisagra en la posicion 297 (N297Q) da como resultado un constructo de CD123CAR
que es capaz de retrasar la progresion leucémica in vivo.
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<210> 1
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

<223> secuencia nucleotidica antisentido del constructo 32716CAR(S228P+L235E)

<400> 1

gctagcgeceg
cccgecettte
ccgggcgaaa
atgaactggg
tataccggceg
accagcgcga
tatttttgeg
gtgaccgtga
gatattgtgce
attagctgcce
cagcagaaac
ggcattccgg
ccggtggaag
acctttggeg
ccttgeectg
aaggacaccc
caggaagatc

aagaccaagc

ccaccatgcet
tgctgatcce
ccgtgaaaat
tgaaacaggc
aaagcaccta
gcaccgcegta
cgcgcagcgg
gcagcggegg
tgacccagag
gcgcgagcga
cgggccagcc
cgcgctttag
cggatgatgt
cgggcaccaa
ccceccgagtt
tgatgatcag
ccgaggtcca

ccagagagga

gctgetggtg
ccagattcag
tagctgcaaa
gccgggcaaa
tagcgcggat
tctgcatatt
cggctatgat
cggcggcage
cccggcgage
aagcgtggat
gccgaaactg
cggcagcggce
ggcgacctat
actggaactg
cgagggcgga
ccggacccce
gttcaattgg

acagttcaac

accagcctge
ctggtgcaga
gcgagcggcet
agctttaaat
tttaaaggcce
aacgatctga
ccgatggatt
ggcggcggcg
ctggcggtga
aactatggca
ctgatttatc
agccgcaccg
tattgccage
aaagagagca
cccagegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg

agcacctacc

21

tgctgtgega
gcggecegga
atatttttac
ggatgggectg
gctttgegtt
aaaacgaaga
attggggcca
gcagcggcegg
gcectgggeca
acacctttat
gcgcgagcaa
attttaccct
agagcaacga
agtacggccecce
tecectgtteecce
gcgtggtggt
gcgtggaagt

gggtggtgtc

gctgccececac
actgaaaaaa
caactatggce
gattaacacc
tagcctggaa
taccgecgacce
gggcaccagc
cggcggcage
gcgecgcgace
gcattggtat
cctggaaage
gaccattaac
agatccgecg
teceetgeccee
ccccaagcece
ggacgtgagc
gcacaacgcce

tgtgctgacc
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gtgctgcacc
ctgceccagea
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agccggcectga
atgcacgagg
atgttctggg
gtggccttca
atgaacatga
cccagggact
gacgcccctg
agggaagagt
ccteggegga
gaggcctaca
ctgtatcagg
ctgccecccaa
<210> 2
<211> 2031
<212> ADN

aggactggct
gcatcgaaaa
tgcctceecte
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa
ccectgcacaa
tgctggtggt
tcatcttttg
cccccagacg
ttgccgecta
cctaccagca
acgacgtcct
agaaccccca
gcgagatcgg
gectgtecac

g9

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

gaacggcaaa
gaccatcagc
ccaggaagag
cagcgacatc
cccteeegtg
gagccggtgg
ccactacacc
ggtgggcggg
ggtgcggage
gcectggecce
ccggtecgge
gggccagaat
ggataagcgg
ggaaggcctg
catgaagggc

cgccaccaag

gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacagcg
caggaaggca
cagaagagcc
gtgctggect
aagcggagca
acccggaagce
ggagggcggg
cagctgtaca
agaggccggyg
tataacgaac
gagcggagge

gatacctacg

gcaaggtgtc
gccagcecteg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtctttag
tgagccectgtce
gctacagcect
gaggcggceca
actaccagcce
tgaagttcag
acgagctgaa
accctgagat
tgcagaaaga
ggggcaaggg

acgccctgea

caacaagggc
cgagccccag
cctgacctge
cggccagcect
cttecctgtac
ctgcagcegtg
cctgggcaag
gctggtgaca
cagcgactac
ctacgcccca
cagaagcgcce
cctgggcaga
gggcggcaag
caagatggcce
ccacgacggce

catgcaggcce

<223> secuencia nucleotidica antisentido del constructo 26292CAR(S228P+L235E)

<400> 2

gctagcgeceg
cccgecettte
ccgggegega
atgaactggg
tatgatagcg
aaaagcagca
tattattgcg
agcagcggcg

attacccaga

ccaccatgct
tgctgatcece
gcgtgaaact
tgaaacagcg
aaacccatta
gcaccgcgta
cgcgceggcaa
gcggcggcag

gceccgagceta

gctgetggtg
ccaggtgcag
gagctgcaaa
cccggatcag
taaccagaaa
tatgcagctg
ctgggatgat
cggcggceggce

tctggecggeg

accagcctge
ctgcagcage
gcgageggcet
ggcctggaat
tttaaagata
agcagcctga
tattggggcce
ggcagcggceg

agcccgggcg

22

tgctgtgega
cgggcgcegga
atacctttac
ggattggceg
aagcgattct
ccagcgaaga
agggcaccac
gcggcggceag

aaaccattac

gctgccccac
actggtgcge
cagctattgg
cattgatccg
gaccgtggat
tagcgeggtyg
cctgaccgtg
cgatgtgcag

cattaactgce

1140
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1320
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1620

1680
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cgcgcgagea
aacaaactgc
ggcagcggca
gcgatgtatt
ctggaaatta
gagggcggac
cggaccccceg
ttcaattggt
cagttcaaca
aacggcaaag
accatcagca
caggaagaga
agcgacatcg
ccteeegtge
agccggtggce
cactacaccc
gtgggcgggyg
gtgcggagca
cctggcecccca
cggtccggeg
ggccagaatc
gataagcgga
gaaggcctgt
atgaagggcg
gccaccaagg
<210> 3
<211> 2052
<212> ADN

aaagcattag
tgatttatag
gcggcaccga
attgccagca
aagagagcaa
ccagcgtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctaceg
aatacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacagcga
aggaaggcaa
agaagagcct
tgctggectg
agcggagcag
cccggaagcea
gagggcgggt
agctgtacaa
gaggccggga
ataacgaact
agcggaggcg

atacctacga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

caaagatctg
cggcagcace
ttttaccctg
gcataacaaa
gtacggccct
cctgttecee
cgtggtggtg
cgtggaagtg
ggtggtgtct
caaggtgtcc
ccagectege
ccaggtgtcc
ggagagcaac
cggcagctte
cgtctttage
gagcctgtcc
ctacagcctg
aggcggccac
ctaccagccc
gaagttcagc
cgagctgaac
ccctgagatg
gcagaaagac
gggcaagggc

cgcccetgecac

gcgtggtate
ctgcagagcg
accattagca
tatccgtata
ccctgecccece
cccaagccca
gacgtgagcece
cacaacgcca
gtgctgaceg
aacaagggcc
gagccccagg
ctgacctgece
ggccagcectg
ttcctgtaca
tgcagcgtga
ctgggcaaga
ctggtgacag
agcgactaca
tacgcccecac
agaagcgccg
ctgggcagaa
ggcggcaage
aagatggccg
cacgacggcce

atgcaggccc

aggaaaaacc
gcattcecgag
gcctggaacce
cctttggegg
cttgcecetge
aggacaccct
aggaagatcc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgcccagecag
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta
gceggetgac
tgcacgaggc
tgttctgggt
tggccttcat
tgaacatgac
ccagggactt
acgcccectge
gggaagagta
ctcggcggaa
aggcctacag
tgtatcaggg

tgcccccaag

gggcaaaacc
ccgetttage
ggaagatttt
cggcaccaaa
ccccgagtte
gatgatcagc
cgaggtccag
cagagaggaa
ggactggetg
catcgaaaag
gcctcecectee
cttctaccce
caagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac
gctggtggtg
catcttttgg
ccccagacgg
tgcecgectac
ctaccagcag
cgacgtcctg
gaacccccag
cgagatcgge
cctgtccacce

g

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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1260
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1380

1440

1500
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2031

<223> secuencia nucleotidica antisentido del constructo 32716CAR(S228P+L235E+N297Q)

<400> 3

gctagegecg ccaccatget getgetggtg accagectge tgetgtgega getgecccac

23

60



ccecgecttte
ccgggcgaaa
atgaactggg
tataccggeg
accagcgcga
tatttttgeg
gtgaccgtga
gatattgtge
attagctgece
cagcagaaac
ggcattccgg
ccggtggaag
acctttggeg
ccttgecectg
aaggacaccc
caggaagatc
aagaccaagc
gtgctgcecacce
ctgcccagca
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agccggetga
atgcacgagg
atgttctggg
gtggcctteca
atgaacatga
cccagggact
gacgcecectg
agggaagagt
cctecggegga
gaggcctaca
ctgtatcagg
ctgeececcaa
<210>4
<211> 2031
<212> ADN

tgctgatcce
ccgtgaaaat
tgaaacaggc
aaagcaccta
gcaccgegta
cgcgcagcgg
gcagcggcgyg
tgacccagag
gcgcgagega
cgggccagec
cgcgctttag
cggatgatgt
cgggcaccaa
cccecgagtt
tgatgatcag
ccgaggtcca
ccagagagga
aggactggct
gcatcgaaaa
tgccteecte
gcttctaccee
acaagaccac
ccgtggacaa
ccctgecacaa
tgctggtggt
tcatcttttg
cccccagacg
ttgcegecta
cctaccagca
acgacgtcct

agaaccccca

gcgagatcgg catgaagggc gagcggagge ggggcaaggg ccacgacgge

gcectgteccac cgccaccaag gatacctacg acgccctgca catgcaggcece

g9

ccagattcag
tagctgcaaa
gcecgggcaaa
tagcgcggat
tctgecatatt
cggctatgat
cggcggeage
cceggegage
aagcgtggat
gccgaaactg
cggcagegge
ggcgacctat
actggaactg
cgagggcgga
ccggacccce
gttcaattgg
acagttccar
gaacggcaaa
gaccatcagc
ccaggaagag
cagcgacatc
ccecteeegtg
gagceggtgg
ccactacacc
ggtgggcggyg
ggtgcggage
gcetggecce
ccggtecegge
gggccagaat
ggataagcgg

ggaaggcctg

ES 2747099 T3

ctggtgcaga
gcgageggcet
agctttaaat
tttaaaggcce
aacgatctga
ccgatggatt
ggcggeggceyg
ctggeggtga
aactatggca
ctgatttatc
agccgcaccg
tattgccage
aaagagagca
cccagegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctacc
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gcegtggagt
ctggacagcg
caggaaggca
cagaagagcc
gtgctggect
aagcggagca
acccggaagce
g99agggcggyg
cagctgtaca
agaggccggyg

tataacgaac

24

gcggccegga
atatttttac
ggatgggctg
gctttgegtt
aaaacgaaga
attggggcca
gcagcggcgg
gcctgggeca
acacctttat
gcgcgagcaa
attttaccct
agagcaacga
agtacggcece
tcectgttece
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gggtggtgtc
gcaaggtgtce
gccagcctcg
accaggtgtce
gggagagcaa
acggcagcett
acgtctttag
tgagcctgtce
gctacagecct
gaggcggcca
actaccagcce
tgaagttcag
acgagctgaa
accctgagat

tgcagaaaga

actgaaaaaa
caactatggc
gattaacacc
tagcctggaa
taccgegace
gggcaccagc
cggcggcagce
gegegegace
gcattggtat
cctggaaage
gaccattaac
agatccgcecg
tccectgecee
ccccaagccc
ggacgtgagce
gcacaacgcc
tgtgctgace
caacaagggc
cgagccccag
cctgacctge
cggccagect
cttcecctgtac
ctgcagcegtg
cctgggcaag
gctggtgaca
cagcgactac
ctacgcccca
cagaagcgcc
cctgggecaga
gggcggcaag

caagatggcc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

<223> secuencia nucleotidica antisentido del constructo 26292CAR(S228P+L235E+N297Q)

<400> 4

gctagcgeceg
cccgecttte
ccgggegega
atgaactggg
tatgatagcg
aaaagcagca
tattattgeg
agcagcggcg
attacccaga
cgcgcgagcea
aacaaactgc
ggcagcggcea
gcgatgtatt
ctggaaatta
gagggcggac
cggacccceg
ttcaattggt
cagttcaara
aacggcaaag
accatcagca
caggaagaga
agcgacatcg

ccteeegtge

ccaccatgct
tgctgatcce
gcgtgaaact
tgaaacagcg
aaacccatta
gcaccgcegta
cgcgcggcaa
gcggcggceag
gcccgagceta
aaagcattag
tgatttatag
gcggcaccga
attgccagca
aagagagcaa
ccagcegtgtt
aggtgacctg
acgtggacgg
gcacctaccg
aatacaagtg
aggccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagtg

tggacagcga

gctgetggtg
ccaggtgcag
gagctgcaaa
cccggatcag
taaccagaaa
tatgcagctg
ctgggatgat
cggcggceggce
tctggeggeg
caaagatctg
cggcagcacc
ttttaccctg
gcataacaaa
gtacggccect
cctgttecee
cgtggtggtg
cgtggaagtg
ggtggtgtct
caaggtgtcc
ccagcctege
ccaggtgtcc
ggagagcaac

cggcagcttce

accagcctge
ctgcagcagce
gcgagcggcet
ggcctggaat
tttaaagata
agcagcctga
tattggggce
ggcagcggceg
agccegggeg
gcgtggtatce
ctgcagagcg
accattagca
tatccgtata
ccctgeccee
cccaagccca
gacgtgagcce
cacaacgcca
gtgctgaccg
aacaagggcc
gagccccagg
ctgacctgece
ggccagcectg

ttcctgtaca

25

tgctgtgecga
cgggcgcgga
atacctttac
ggattggcceg
aagcgattcet
ccagcgaaga
agggcaccac
gcggcggceag
aaaccattac
aggaaaaacc
gcattccgag
gcctggaacce
cctttggegg
cttgcectge
aggacaccct
aggaagatcc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgcccagecag
tgtacaccct
tggtgaaggg
agaacaacta

gcecggectgac

gctgccccac
actggtgcge
cagctattgg
cattgatccg
gaccgtggat
tagcgeggtyg
cctgaccegtg
cgatgtgcag
cattaactgce
gggcaaaacc
ccgetttage
ggaagatttt
cggcaccaaa
cccegagtte
gatgatcagce
cgaggtccag
cagagaggaa
ggactggctg
catcgaaaag
gcctecectee
cttctaccce
caagaccacc

cgtggacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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agccggtgge
cactacacce
gtgggcgggg
gtgcggagca
cctggcecccceca
cggtecggeg
ggccagaatc
gataagcgga
gaaggccetgt
atgaagggcg
gccaccaagg
<210>5
<211> 2052
<212> ADN

aggaaggcaa
agaagagcct
tgctggectg
agcggagcag
cccggaagca
gagggcgggt
agctgtacaa
gaggccggga
ataacgaact
agcggaggcg

atacctacga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

cgtctttage
gagcctgtcece
ctacagcctg
aggcggccac
ctaccagceccee
gaagttcagce
cgagctgaac
ccctgagatg
gcagaaagac
gggcaagggc

cgcecctgecac

tgcagcgtga
ctgggcaaga
ctggtgacag
agcgactaca
tacgcccecac
agaagcgccg
ctgggcagaa
ggcggcaage
aagatggeceg
cacgacggcc

atgcaggccce

tgcacgaggce
tgttctgggt
tggccttcat
tgaacatgac
ccagggactt
acgccecctge
gggaagagta
ctcggecggaa
aggcctacag
tgtatcaggg

tgcccccaag

cctgcacaac
gctggtggtg
catcttttgg
ccccagacgg
tgcegectac
ctaccagcag
cgacgtcctg
gaacccccag
cgagategge
cctgtccacce

g

<223> secuencia nucleotidica codificante del constructo 32716CAR(S228P+L235E)

<400> 5

cgatcgegge
gggcggaaag
ggceccegettt
tacttgaccce
atatggccge
tggtcgeget
ataaaaacgc
cactggcact
ctataacacg
taatcgacgg
gtcgtctttg
ccgtaaggcece
ggccaccttce
tggaaaccgce
ggaacgggac

ttcectgtggg

ggtggtacga
acgactaggg
ggcactttta
actttgtcecg
tttecgtggat
cgtggcgecat
gcgegtegee
cgtcgeegee
actgggtctc
cgcgcteget
gcecggtegg
gcgcgaaatce
gcctactaca
gceegtggtt
gggggctcaa

actactagtc

cgacgaccac
ggtctaagtc
atcgacgttt
cggceccegttt
atcgegecta
agacgtataa
gccgatacta
gccgecgteg
gggcegceteg
ttcgcaccta
cggctttgac
gcegtegeceg
ccgctggata
tgaccttgac

gctececgect

ggcctggggg

tggtcggacg
gaccacgtct
cgctegecga
tcgaaattta
aaatttccgg
ttgctagact
ggctacctaa
ccgeccgecge
gaccgccact
ttgataccgt
gactaaatag
tcggegtgge
ataacggtcg
tttctctegt
gggtcgcaca

ctccactgga

26

acgacacgct
cgcegggcect
tataaaaatg
cctacccecgac
cgaaacgcaa
ttttgecttet
taacccceggt
cgtcgecegece
cggacccggt
tgtggaaata
cgcgetegtt
taaaatggga
tctegttget
tcatgceggg
aggacaaggg

cgcaccacca

cgacggggtg
tgactttttt
gttgataccg
ctaattgtgg
atcggacctt
atggcgctgg
ccecgtggteg
gcecgecgteg
cgcgegetgg
cgtaaccata
ggacctttceg
ctggtaattg
tctaggcgge
agggacgggg
ggggttcggg

cctgcactceg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2031

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



10

gteccttectag
ttctggtteg
cacgacgtgg
gacgggtcgt
cacatgtggg
gaccacttcc
ctcttgttga
tcggecgact
tacgtgctce
tacaagaccc
caccggaagt
tacttgtact
gggtccctga

ctgeggggac

tccecttctea
ggagccgcect
ctccggatgt
gacatagtcc
gacgggggtt
<210>6
<211> 2031
<212> ADN

ggctccaggt
ggtctcteet
tcctgaccega
cgtagetttt
acggagggag
cgaagatggg
tgttctggtg
ggcacctgtt
gggacgtgtt
acgaccacca
agtagaaaac
gggggtctge
aacggcggat
ggatggtcgt
tgctgcagga
tcttgggggt
cgctectagee
cggacaggtg

cc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

caagttaacc
tgtcaagttg
cttgeegttt
ctggtagtcg
ggtccttecte
gtcgectgtag
gggagggcac
ctcggccace
ggtgatgtgg
ccacccgccce
ccacgcecteg
cggaccgggg
ggccaggcecg
cceggtetta
cctattcgee
ccttecggac

gtacttceceg

gcggtggtte

atgcacctge
tcgtggatgg
cttatgttca
ttececggttece
tactggttct
cggcacctca
gacctgtcge
gtcctteegt
gtcttctegg
cacgaccgga
ttcgectegt
tgggcctteg
ccteecgecee
gtcgacatgt
tcteecggecce
atattgcttg
ctcgecteeg

ctatggatgce

cgcaccttca
cccaccacag
cgttccacag
cggtcggage
tggtccacag
ccetetegtt
tgccgtcgaa
tgcagaaatc
actcggacag
cgatgtcgga
ctcecgeeggt
tgatggtcgg
acttcaagtc
tgctecgactt
tgggactcta
acgtctttet

ccecegttecee

tgcgggacgt

cgtgttgegg
acacgactgg
gttgttececeg
gcteggggte
ggactggacg
gccggtcgga
gaaggacatg
gacgtcgcac
ggacccgtte
cgaccactgt
gtcgctgatg
gatgcggggt
gtecttegegg
ggacccgtcet
cccgecegtte
gttctaccgg
ggtgctgecg

gtacgtccgg

<223> secuencia nucleotidica codificante del constructo 26292CAR(S228P+L235E)

<400> 6

cgatcgegge
gggcggaaag
ggcccgeget
tacttgacce
atactatcgc
ttttcgtegt

ataataacgc

ggtggtacga
acgactaggg
cgcactttga
actttgtcge
tttgggtaat
cgtggcgcat

gcgegecegtt

cgacgaccac
ggtccacgtce
ctcgacgttt
gggcctagtc
attggtcttt
atacgtcgac

gaccctacta

tggtcggacg
gacgtcgtceg
cgctcgecga
ccggacctta
aaatttctat
tcgtcecggact

ataaccccgg

27

acgacacgct
gcecegegect
tatggaaatg
cctaaccgge
ttcgctaaga
ggtcgcttct

tcecegtggtyg

cgacggggtg
tgaccacgeg
gtcgataacc
gtaactaggc
ctggcaccta
atcgcgccac

ggactggcac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2052

60

120

180

240

300

360

420



tcgtecgecge
taatgggtct
gcgegcetegt
ttgtttgacg
ccgtegeegt
cgctacataa
gacctttaat
ctcecegectg
gcctggggge
aagttaacca
gtcaagttgt
ttgecegttte
tggtagtcgt
gtccttcetcet
tcgectgtage
ggagggcacg
tcggccaccg
gtgatgtggg
cacccgeccee
cacgcctegt
ggaccggggt
gccaggccge
ccggtcecttag
ctattcgect
cttcecggaca
tacttceege
cggtggttcc
<210>7
<211> 2052
<212> ADN

cgcecgecegte
cgggctcgat
tttegtaatc
actaaatatc
cgecegtgget
taacggtcgt
ttctctegtt
ggtcgcacaa
tccactggac
tgcacctgece
cgtggatgge
ttatgttcac
teceggttece
actggttctt
ggcacctcac
acctgtecget
tcectteegtt
tcttctegga
acgaccggac
tegectegte
gggccttegt
ctccegecca
tcgacatgtt
cteceggecect
tattgcttga
tegecteege

tatggatgcet

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

gccgecgecg
agaccgccge
gtttctagac
gcegtegtgg
aaaatgggac
cgtattgttt
catgccggga
ggacaagggg
gcaccaccac
gcaccttcac
ccaccacaga
gttccacagg
ggtcggagcg
ggtccacagg
cctctegttg
gccgtcgaag
gcagaaatcg
ctcggacagg
gatgtcggac
tcegeceggtg
gatggtcggg
cttcaagtcg
gctcgacttg
gggactctac
cgtctttcectg

cccgtteeeg

gcgggacgtg

ccgtegecge
tecgggecege
cgcaccatag
gacgtctege
tggtaatcgt
ataggcatat
gg9gacggggyg
gggttcgggt
ctgcactegg
gtgttgcggt
cacgactggce
ttgttcecegg
ctcggggtce
gactggacgg
ccggtcggac
aaggacatgt
acgtcgcact
gacccgttct
gaccactgtce
tcgetgatgt
atgcggggtyg
tcttegegge
gacccgtcett
ccgecgtteg
ttctacecgge
gtgctgeegg

tacgtceggg

cgccgecegte
tttggtaatg
tcetttttgg
cgtaaggctc
cggaccttgg
ggaaaccgcce
gaacgggacg
tcctgtggga
tcecttectagg
tctggttegg
acgacgtggt
acgggtcgtce
acatgtggga
accacttccc
tcttgttgat
cggccgactg
acgtgctceg
acaagaccca
accggaagta
acttgtactg
ggtccctgaa
tgcggggacg
ceccttcteat
gagccgcectt
tccggatgte

acatagtccce

acgggggttce

gctacacgtce
gtaattgacg
ccecgttttgg
ggcgaaatcg
ccttctaaaa
gcecgtggttt
ggggctcaag
ctactagtcg
gctccaggte
gtctcteett
cctgaccgac
gtagctttte
cggagggagg
gaagatgggg
gttctggtgg
gcacctgtte
ggacgtgttg
cgaccaccac
gtagaaaacc
ggggtctgce
acggcggatg
gatggtcgte
gctgcaggac
cttgggggtc
gctctageceg

ggacaggtgg

[

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2031

<223> secuencia nucleotidica codificante del constructo 32716CAR(S228P+L235E+N297Q)

<400>7

28



cgatcgegge
gggcggaaag
ggceegettt
tacttgaccc
atatggccge
tggtegeget
ataaaaacgc
cactggcact
ctataacacg
taatcgacgg
gtegtetttg
ccgtaaggece
ggccaccttce
tggaaaccgce
ggaacgggac
ttecectgtggg
gtececttetag
ttctggttceg
cacgacgtgg
gacgggtcgt
cacatgtggg
gaccacttcce
ctcttgttga
tcggecgact
tacgtgctce
tacaagaccc
caccggaagt
tacttgtact
gggtccctga
ctgcggggac
tcccttctea
ggagccgcect
ctceggatgt
gacatagtcc
gacgggggtt
<210>8
<211> 2031

ggtggtacga
acgactaggg
ggcactttta
actttgtceg
tttcgtggat
cgtggegeat
gcgegtegec
cgtecgecegec
actgggtctc
cgcgcteget
gcceggtegg
gcgcgaaatc
gcctactaca
gceegtggtt
gggggctcaa
actactagtc
ggcteccaggt
ggtctctect
tcctgaccga
cgtagectttt
acggagggag
cgaagatggg
tgttctggtg
ggcacctgtt
gggacgtgtt
acgaccacca
agtagaaaac
gggggtctge
aacggcggat
ggatggtcgt
tgctgcagga
tcttgggggt
cgctcectagee
cggacaggtg

cc

cgacgaccac
ggtctaagtc
atcgacgttt
cggcecgttt
atcgcgecta
agacgtataa
gccgatacta
gcegecgteg
gggccgeteg
ttcgcaccta
cggctttgac
gcegtegeeg
ccgctggata
tgaccttgac
gctceegect
ggcctggggg
caagttaacc
tgtcaaggty
cttgecegttt
ctggtagtcg
ggtccttete
gtegetgtag
gggagggcac
ctcggecace
ggtgatgtgg
ccacccgcce
ccacgcecteg
cggaccgggg
ggccaggcecg
cceggtetta

cctattegece

ccttcecggac atattgettg acgtctttet gttctacegg
gtacttceeg ctegectecg ceecegtteece ggtgetgecyg

geggtggtte ctatggatge tgcgggacgt gtacgtccgg

ES 2747099 T3

tggtcggacg
gaccacgtct
cgetegeega
tcgaaattta
aaatttccgg
ttgctagact
ggctacctaa
ccgeegecge
gaccgccact
ttgataccgt
gactaaatag
tcggegtgge
ataacggtcg
tttctctegt
gggtcgcaca
ctccactgga
atgcacctgce
tcgtggatgg
cttatgttca
tteceggttee
tactggttct
cggcaccteca
gacctgtcge
gtcectteegt
gtcttetegg
cacgaccgga
ttegectegt
tgggccttceg
cctceegece
gtcgacatgt

tcteceggece

29

acgacacgct
cgcecgggect
tataaaaatg
cctacccgac
cgaaacgcaa
ttttgettet
taaccccggt
cgtegecgee
cggacccggt
tgtggaaata
cgegetegtt
taaaatggga
tctegttget
tcatgcecggg
aggacaaggg
cgcaccacca
cgcaccttca
cccaccacag
cgttccacag
cggtcggage
tggtccacag
ccctetegtt
tgccgtcgaa
tgcagaaatc
actcggacag
cgatgtcgga
ctcegeeggt
tgatggtcgg
acttcaagtce
tgctcgactt

tgggactcta

cgacggggtg
tgactttttt
gttgataccg
ctaattgtgg
atcggacctt
atggcgetgg
ccegtggteg
gcegecgteg
cgcgegetgg
cgtaaccata
ggaccttteg
ctggtaattg
tctaggecgge
agggacgggg
ggggttcggg
cctgcacteg
cgtgttgegg
acacgactgg
gttgttcceg
gctcggggte
ggactggacg
gccggtegga
gaaggacatg
gacgtcgcac
ggacccegtte
cgaccactgt
gtcgectgatg
gatgcggggt
gtcttegegg
ggacccgtcet

cccgecegtte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2052



<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

<223> secuencia nucleotidica codificante del constructo 26292CAR(S228P+L235E+N297Q)

<400> 8

cgatecgegge
gggcggaaag
ggcccgeget
tacttgaccce
atactatcgce
ttttegtegt
ataataacgc
tegtegecge
taatgggtct
gcgegcetegt
ttgtttgacg
ccgtegeegt
cgctacataa
gacctttaat
ctcecegectg
gcetggggge
aagttaacca
gtcaagttyt
ttgcegttte
tggtagtegt
gteccttetet

tcgectgtage

ggtggtacga
acgactaggg
cgcactttga
actttgtcge
tttgggtaat
cgtggcgcat
gcgegecegtt
cgeecgecegte
cgggctcgat
tttcgtaatce
actaaatatc
cgcegtgget
taacggtegt
ttectetegtt
ggtcgcacaa
tccactggac
tgcacctgcee
cgtggatgge
ttatgttcac
tceggttece
actggttctt

ggcacctcac

cgacgaccac
ggtccacgtce
ctcgacgttt
gggcctagtce
attggtcttt
atacgtcgac
gaccctacta
gcecgecgecg
agaccgccge
gtttctagac
gccgtegtgg
aaaatgggac
cgtattgttt
catgeccggga
ggacaagggg
gcaccaccac
gcaccttcac
ccaccacaga
gttccacagg
ggtcggagcg
ggtccacagg

cctctegttg

tggtcggacg
gacgtcgteg
cgctcgecga
ccggacctta
aaatttctat
tcgtcggact
ataaccccgg
ccgtegecege
tecgggeeccege
cgcaccatag
gacgtctcge
tggtaatcgt
ataggcatat
gggacggggg
gggttcgggt
ctgcactcgg
gtgttgecggt
cacgactggce
ttgttceegg
ctcggggtee
gactggacgg

ccggtcecggac

30

acgacacgct
gceecgegect
tatggaaatg
cctaaccgge
ttcgctaaga
ggtcgettet
tceegtggtg
cgeegecegte
tttggtaatg
tcetttttgg
cgtaaggctc
cggaccttgg
ggaaaccgcce
gaacgggacg
tcectgtggga
tccttctagg
tctggttegg
acgacgtggt
acgggtcgtce
acatgtggga
accacttccce

tcttgttgat

cgacggggtg
tgaccacgcg
gtcgataacc
gtaactaggc
ctggcaccta
atcgcgccac
ggactggcac
gctacacgte
gtaattgacg
ccegttttgg
ggcgaaatcg
ccttctaaaa
gcegtggttt
ggggctcaag
ctactagtcg
gctccaggte
gtctctecett
cctgaccgac
gtagctttte
cggagggagg
gaagatgggg

gttctggtgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



10

ggagggcacg
teggecaceg
gtgatgtggg
cacccgeccee
cacgcctegt
ggaccggggt
gccaggccge
ccggtettag
ctattcgect
cttceggaca
tacttcccge
cggtggttce
<210>9
<211> 679
<212> PRT

acctgtcgcet
tectteegtt
tcttctegga
acgaccggac
tcgectegte
gggccttegt
ctceccgecca
tcgacatgtt
ctceggecct
tattgettga
tcgectecge

tatggatgcect

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2747099 T3

gcegtcecgaag
gcagaaateg
ctcggacagg
gatgtcggac
tcegeecggtg
gatggtcggg
cttcaagtcg
gctcgacttg
gggactctac
cgtctttetg
ccegttecceg

gcgggacgtg

aaggacatgt
acgtegeact
gacccgttcet
gaccactgtc
tcgectgatgt
atgcggggtyg
tecttegegge
gacccgtcett
ccgeegtteg
ttctacegge
gtgctgececgg

tacgtcecggg

cggccgactg
acgtgetecyg
acaagaccca
accggaagta
acttgtactg
ggtccctgaa
tgcggggacg
cccttcteat
gagccgcectt
tccggatgte
acatagtccc

acgggggtte

gcacctgttce
ggacgtgttg
cgaccaccac
gtagaaaacc
ggggtctgce
acggcggatg
gatggtcgtc
gctgcaggac
cttgggggtc
gctctagecg

ggacaggtgg

c

<223> secuencia de aminoacidos del constructo 32716CAR(S228P+L235E)

<400>9

Met Leu
1

Ala Phe

Leu Lys

35

Ile
50

Tyr

Lys Ser

65

Thr Tyr

Ser Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Phe

Ser

Ser

Leu Val

Leu Ile

20

Pro Gly

Thr Asn

Lys

70

Ala Asp

Thr Ala
100

Thr

Pro

Glu

Tyr

Trp Met

Phe

Tyr

Ser Leu

Gln Ile

Thr Val
40

Gly Met
55

Gly

Trp

Lys

Leu His

Asn

Leu
10

Leu Cys

Gln
25

Leu Val

Lys Ile Ser

Trp Val

Ile Asn Thr

75

Gly Arg Phe Ala

Ile Asn Asp
105

31

Glu Leu

Gln Ser

30

Cys Lys

45

Lys
60

Tyr Thr

Phe

Ser

Leu Lys

Pro

Gly

Ala

Gln Ala

Gly

Leu

Asn
110

His Pro

15

Pro Glu

Ser Gly
Pro Gly
Glu

Ser

Glu
95

Thr

Glu Asp

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2031



Thr

Tyr

Ser

145

Gln

Ser

His

Arg

Gly

225

Asp

Phe

Pro

Phe

Pro

305

Val

Thr

Val

Ala

Trp

130

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala

210

Ser

vVal

Gly

Cys

Leu

290

Glu

Gln

Lys

Leu

Thr

115

Gly

Gly

Pro

Arg

Tyr

195

Ser

Arg

Ala

Ala

Pro

275

Phe

val

Phe

Pro

Thr
355

Tyr

Gln

Gly

Ala

Ala

180

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

260

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

340

Val

Phe

Gly

Gly

Ser

165

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

245

Thr

Cys

Pro

Cys

Trp

325

Glu

Leu

Cys

Thr

Ser

150

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

230

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

310

Tyr

Glu

His

Ala

Ser

135

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser

215

Thr

Cys

Leu

Ala

Pro

295

val

Vval

Gln

Gln

Arg

120

Val

Gly

val

val

Gly

200

Gly

Leu

Gln

Glu

Pro

280

Lys

Val

Asp

Phe

Asp
360

ES 2747099 T3

Ser

Thr

Gly

Ser

Asp

185

Gln

Ile

Thr

Gln

Leu

265

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

345

Trp

Gly

val

Gly

Leu

170

Asn

Pro

Pro

Ile

Ser

250

Lys

Phe

Thr

val

val

330

Ser

Leu

Gly

Ser

Ser

155

Gly

Tyr

Pro

Ala

Asn

235

Asn

Glu

Glu

Leu

Ser

315

Glu

Thr

Asn

32

Tyr

Ser

140

Asp

Gln

Gly

Lys

Arg

220

Pro

Glu

Ser

Gly

Met

300

Gln

Val

Tyr

Gly

Asp

125

Gly

Ile

Arg

Asn

Leu

205

Phe

Val

Asp

Lys

Gly

285

Ile

Glu

His

Arg

Lys
365

Pro

Gly

val

Ala

Thr

1390

Leu

Ser

Glu

Pro

Tyr

270

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

350

Glu

Met

Gly

Leu

Thr

175

Phe

Ile

Gly

Ala

Pro

255

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

335

val

Tyr

Asp

Gly

Thr

160

Ile

Met

Tyr

Ser

Asp

240

Thr

Pro

Val

Thr

Glu

320

Lys

Ser

Lys



Cys

Ser

385

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

465

His

Phe

Leu

Arg

Pro

545

Ala

Ala

Leu

Asp

Lys

370

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

450

Gln

Asn

Trp

Val

Gly

530

Thr

Tyr

Pro

Gly

Pro

Val

Ala

Gln

Gly

Pro

435

Ser

Glu

His

Vval

Thr

515

Gly

Arg

Arg

Ala

Arg

595

Glu

Ser

Lys

Glu

Phe

420

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

500

val

His

Lys

Ser

Tyr

580

Arg

Met

Asn

Gly

Glu

405

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

485

val

Ala

Ser

His

Gly

565

Gln

Glu

Gly

Lys

Gln

390

Met

Pro

Asn

Leu

Val

470

Gln

Val

Phe

Asp

Tyr

550

Gly

Gln

Glu

Gly

Gly

375

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

455

Phe

Lys

val

Ile

Tyr

535

Gln

Gly

Gly

Tyr

Lys

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

440

Ser

Ser

Ser

Gly

Ile

520

Met

Pro

Arg

Gln

Asp

600

Pro

ES 2747099 T3

Pro

Glu

Asn

Ile

425

Thr

Arg

Cys

Leu

Gly

505

Phe

Asn

Tyr

val

Asn

585

val

Arg

Ser

Pro

Gln

410

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

490

val

Trp

Met

Ala

Lys

570

Gln

Leu

Arg

Ser

Gln

395

Val

Val

Pro

Thr

Vval

475

Leu

Leu

Val

Thr

Pro

555

Phe

Leu

Asp

Lys

33

Ile

380

Val

Ser

Glu

Pro

Val

460

Met

Ser

Ala

Arg

Pro

540

Pro

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

445

Asp

His

Leu

Cys

Ser

525

Arg

Arg

Arg

Asn

Arg

605

Pro

Lys

Thr

Thr

Glu

430

Leu

Lys

Glu

Gly

Tyr

510

Lys

Arg

Asp

Ser

Glu

590

Arg

Gln

Thr

Leu

Cys

415

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

495

Ser

Arg

Pro

Phe

Ala

575

Leu

Gly

Glu

Ile

Pro

400

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

480

Met

Leu

Ser

Gly

Ala

560

Asp

Asn

Arg

Gly



10

Leu

625

Ile

Tyr

Met

610

Tyr

Gly

Gln

Gln

<210> 10

<211> 672

Asn

Met

Gly

Ala
675

<212> PRT

Glu

Lys

Leu

660

Leu

ES 2747099 T3

615 620

Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu
630 635 640

Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu
645 650 655

Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His
665 670

Pro Pro Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos del constructo 26292CAR(S228P+L235E)

<400> 10

Met

1

Ala

Leu

Tyr

Gln

65

His

Ser

Ser

Gln

Leu

Phe

Val

Thr

50

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gly
130

Leu

Leu

Arg

35

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

115

Thr

Leu

Leu

20

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

100

Tyr

Thr

Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro

Ile Pro Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu
25 30

Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly
40 45

Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Asp

Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Tyr Asp Ser Glu Thr
70 75 80

Lys Phe Lys Asp Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys
85 90 95

Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp
105 110

Tyr Cys Ala Arg Gly Asn Trp Asp Asp Tyr Trp Gly
120 125

Leu Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
135 140

34



Gly

145

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

225

Gln

Glu

Pro

Lys

Val

305

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

Gly

Tyr

Ser

Lys

Ile

210

Thr

Gln

Ile

Glu

Asp

290

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

370

Glu

Ser

Leu

Lys

Thr

195

Pro

Ile

His

Lys

Phe

275

Thr

Val

Val

Ser

Leu

355

Ser

Pro

Gly

Ala

Ser

180

Asn

Ser

Ser

Asn

Glu

260

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

340

Asn

Ser

Gln

Gly

Ala

165

Ile

Lys

Arg

Ser

Lys

245

Ser

Gly

Met

Gln

val

325

Tyr

Gly

Ile

Val

Gly

150

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

230

Tyr

Lys

Gly

Ile

Glu

310

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Gly

Pro

Lys

Leu

Ser

215

Glu

Pro

Tyr

Pro

Ser

295

Asp

Asn

Vval

Glu

Lys

375

Thr

Ser

Gly

Asp

Ile

200

Gly

Pro

Tyr

Gly

Ser

280

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

360

Thr

Leu

ES 2747099 T3

Asp

Glu

Leu

185

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

265

val

Thr

Glu

Lys

Ser

345

Lys

Ile

Pro

val

Thr

170

Ala

Ser

Gly

Asp

Phe

250

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

330

val

Cys

Ser

Pro

Gln

155

Ile

Trp

Gly

Ser

Phe

235

Gly

Cys

Leu

Glu

Gln

315

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

35

Ile

Thr

Tyr

Ser

Gly

220

Ala

Gly

Pro

Phe

Val

300

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

380

Gln

Thr

Ile

Gln

Thr

205

Thr

Met

Gly

Pro

Pro

285

Thr

Asn

Arg

Vval

Ser

365

Lys

Glu

Gln

Asn

Glu

190

Leu

Asp

Tyr

Thr

Cys

270

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

350

Asn

Gly

Glu

Ser

Cys

175

Lys

Gln

Phe

Tyr

Lys

255

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

335

His

Lys

Gln

Met

Pro

160

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

240

Leu

Ala

Pro

Val

Val

320

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr



ES 2747099 T3

385 390 395 400

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
405 410 415

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
420 425 430

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
435 440 445

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe
450 455 460

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
465 470 475 480

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met Phe Trp Val Leu Val Val Val
485 490 495

Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile
500 505 510

Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr
515 520 525

Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln
530 535 540

Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Gly Gly Gly
545 550 555 560

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly
565 570 575

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
580 585 590

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys
595 600 605

Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys
610 615 620

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg
625 630 635 640

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala
645 650 655

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
660 665 670

<210> 11

36
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<211> 679

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos del constructo 32716CAR(S228P+L235E+N297Q)
<400> 11

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro
1 5 10 15

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu
20 25 30

Leu Lys Lys Pro Gly Glu Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly
35 40 45

Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly
50 55 60

Lys Ser Phe Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr
85 90 95

Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu His Ile Asn Asp Leu Lys Asn Glu Asp
100 105 110

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp
115 120 125

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Val Leu Thr
145 150 155 160

Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile
165 170 175

Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met

37



His

Arg

Gly

225

Asp

Phe

Pro

Phe

Pro

305

Val

Thr

Vval

Cys

Ser

385

Pro

Val

Trp

Ala

210

Ser

Val

Gly

Cys

Leu

290

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

370

Lys

Ser

Lys

Tyr

195

Ser

Arg

Ala

Ala

Pro

275

Phe

val

Phe

Pro

Thr

355

val

Ala

Gln

Gly

180

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

260

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

340

val

Ser

Lys

Glu

Phe
420

Gln

Leu

Asp

Tyr

245

Thr

Cys

Pro

Cys

Trp

325

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

405

Tyr

Lys

Glu

Phe

230

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

310

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

390

Met

Pro

Pro

Ser

215

Thr

Cys

Leu

Ala

Pro

295

val

val

Gln

Gln

Gly

375

Pro

Thr

Ser

Gly

200

Gly

Leu

Gln

Glu

Pro

280

Lys

val

Asp

Phe

Asp

360

Leu

Arg

Lys

Asp

ES 2747099 T3

185

Gln

Ile

Thr

Gln

Leu

265

Glu

Asp

Asp

Gly

Gln

345

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
425

Pro

Pro

Ile

Ser

250

Lys

Phe

Thr

Val

Val

330

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

410

Ala

Pro

Ala

Asn

235

Asn

Glu

Glu

Leu

Ser

315

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

395

val

Val

38

Lys

Arg

220

Pro

Glu

Ser

Gly

Met

300

Gln

Vval

Tyr

Gly

Ile

380

Vval

Ser

Glu

Leu

205

Phe

Val

Asp

Lys

Gly

285

Ile

Glu

His

Arg

Lys

365

Glu

Tyr

Leu

Trp

190

Leu

Ser

Glu

Pro

Tyr

270

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

350

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
430

Ile

Gly

Ala

Pro

255

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

335

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

415

Ser

Tyr

Ser

Asp

240

Thr

Pro

Vval

Thr

Glu

320

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

400

Leu

Asn



ES 2747099 T3

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
435 440 445

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
450 455 460

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
465 470 475 480

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met
485 490 495

Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu
500 505 510

Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser
515 520 525

Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly
530 535 540

Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala
545 550 555 560

Ala Tyr Arg Ser Gly Gly Gly Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp
565 570 575

Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn
580 585 590

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg
595 600 605

Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly
610 615 620

Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu
625 630 635 640

Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu
645 650 655

Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His
660 665 670

Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
675

<210> 12

<211> 672

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de aminoacidos del constructo 26292CAR(S228P+L235E+N297Q)

39



<400> 12

Met

1

Ala

Leu

Tyr

Gln

65

His

Ser

Ser

Gln

Gly

145

Ser

Ala

Gly

Leu

Phe

vVal

Thr

50

Gly

Tyr

Ser

Ala

Gly

130

Gly

Tyr

Ser

Lys

Leu

Leu

Arg

35

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

115

Thr

Ser

Leu

Lys

Thr
195

Leu

Leu

20

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

100

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ser

180

Asn

Val

Ile

Gly

Ser

Trp

Lys

85

Ala

Tyr

Leu

Gly

Ala

165

Ile

Lys

Thr

Pro

Ala

Tyr

Ile

70

Phe

Tyr

Cys

Thr

Gly

150

Ser

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

Trp

55

Gly

Lys

Met

Ala

Vval

135

Gly

Pro

Lys

Leu

Leu

Val

Val

40

Met

Arg

Asp

Gln

Arg

120

Ser

Ser

Gly

Asp

Ile
200

ES 2747099 T3

Leu

Gln

25

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

105

Gly

Ser

Asp

Glu

Leu

185

Tyr

Leu

10

Leu

Leu

Trp

Asp

Ala

90

Ser

Asn

Gly

val

Thr

170

Ala

Ser

Cys

Gln

Ser

Val

Pro

75

Ile

Ser

Trp

Gly

Gln

155

Ile

Trp

Gly

40

Glu

Gln

Cys

Lys

60

Tyr

Leu

Leu

Asp

Gly

140

Ile

Thr

Tyr

Ser

Leu

Pro

Lys

45

Gln

Asp

Thr

Thr

Asp

125

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr
205

Pro

Gly

30

Ala

Arg

Ser

Val

Ser

110

Tyr

Ser

Gln

Asn

Glu

190

Leu

His

15

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

95

Glu

Trp

Gly

Ser

Cys

175

Lys

Gln

Pro

Glu

Gly

Asp

Thr

80

Lys

Asp

Gly

Gly

Pro

160

Arg

Pro

Ser



Gly

Leu

225

Gln

Glu

Pro

Lys

Val

305

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

385

Lys

Asp

Lys

Ser

Ile

210

Thr

Gln

Ile

Glu

Asp

290

Asp

Gly

Gln

Trp

Pro

370

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg
450

Pro

Ile

His

Lys

Phe

275

Thr

Val

val

Ser

Leu

355

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

435

Leu

Ser

Ser

Asn

Glu

260

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

340

Asn

Ser

Gln

Val

Val

420

Pro

Thr

Arg

Ser

Lys

245

Ser

Gly

Met

Gln

Val

325

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

405

Glu

Pro

Vval

Phe

Leu

230

Tyr

Lys

Gly

Ile

Glu

310

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

390

Leu

Trp

val

Asp

Ser

215

Glu

Pro

Tyr

Pro

Ser

295

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

375

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys
455

Gly

Pro

Tyr

Gly

Ser

280

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

360

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

440

Ser

ES 2747099 T3

Ser

Glu

Thr

Pro

265

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

345

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

425

Ser

Arg

Gly

Asp

Phe

250

Pro

Phe

Pro

Val

Thr

330

Val

Cys

Ser

Pro

val

410

Gly

Asp

Trp

Ser

Phe

235

Gly

Cys

Leu

Glu

Gln

315

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

395

Lys

Gln

Gly

Gln

41

Gly

220

Ala

Gly

Pro

Phe

Val

300

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

380

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu
460

Thr

Met

Gly

Pro

Pro

285

Thr

Asn

Arg

val

Ser

365

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

445

Gly

Asp

Tyr

Thr

Cys

270

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

350

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

430

Phe

Asn

Phe

Tyr

Lys

255

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

335

His

Lys

Gln

Met

Pro

415

Asn

Leu

Val

Thr

Cys

240

Leu

Ala

Pro

Val

Val

320

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

400

Ser

Tyr

Tyr

Phe



Ser

465

Ser

Gly

Ile

Met

Pro

545

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

625

Arg

Thr

Cys

Leu

Gly

Phe

Asn

530

Tyr

Vval

Asn

val

Arg

610

Lys

Arg

Lys

<210> 13

<211> 229

Ser

Ser

val

Trp

515

Met

Ala

Lys

Gln

Leu

595

Arg

Met

Gly

Asp

<212> PRT

val

Leu

Leu

500

Val

Thr

Pro

Phe

Leu

580

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
660

Met

Ser

485

Ala

Arg

Pro

Pro

Ser

565

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

645

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 13

His

470

Leu

Cys

Ser

Arg

Arg

550

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

630

His

Asp

Glu

Gly

Tyr

Lys

Arg

535

Asp

Ser

Glu

Arg

Gln

615

Tyr

Asp

Ala

Ala

Lys

Ser

Arg

520

Pro

Phe

Ala

Leu

Gly

600

Glu

Ser

Gly

Leu

ES 2747099 T3

Leu

Met

Leu

505

Ser

Gly

Ala

Asp

Asn

585

Arg

Gly

Glu

Leu

His
665

His

Phe

490

Leu

Arg

Pro

Ala

Ala

570

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

650

Met

Asn His Tyr

475

Trp

Val

Gly

Thr

Tyr

555

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

635

Gln

Gln

Val

Thr

Gly

Arg

540

Arg

Ala

Arg

Glu

Asn

620

Met

Gly

Ala

Leu

Val

His

525

Lys

Ser

Tyr

Arg

Met

605

Glu

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Ala

510

Ser

His

Gly

Gln

Glu

590

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
670

Gln

Val

495

Phe

Asp

Tyr

Gly

Gln

575

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

655

Pro

Lys

480

Val

Ile

Tyr

Gln

Gly

560

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

640

Ala

Arg

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe

1

5

10

42

15



Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

145

val

Pro

Thr

Vval

Leu
225

Gly

Met

Gln

50

Val

Tyr

Gly

Ile

val

130

Ser

Glu

Pro

Val

Met

210

Ser

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

195

His

Leu

Pro

20

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

Val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Phe

Pro

val

55

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

Val

Gly

Asp

Trp

His
215

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

ES 2747099 T3

Phe

25

Val

Phe

Pro

Thr

Val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Asn

Thr

43

Lys

Val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
220

Pro

Vval

45

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

205

Lys

Lys

30

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Thr

Vval

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser
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15
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ES 2747099 T3

REIVINDICACIONES

1. Un gen del receptor de antigeno quimérico de CD123 (CD123CAR), que comprende una region de scFv anti-
CD123 fusionada en el marco a una regién bisagra de IgG4 modificada que comprende una secuencia nucleotidica
que codifica una sustitucion de aminoacidos S228P y una sustitucion de aminoacidos L235E; y

un dominio de sefalizacién de cadena zeta de un receptor de células T (TCR), en el que la region bisagra de IgG4
modificada comprende ademas una secuencia nucleotidica que codifica una sustitucion N297Q.

2. El gen de CD123CAR de la reivindicacion 1, en el que la region de scFv anti-CD123 codifica un dominio VH y un
dominio VL de la inmunotoxina recombinante 26292 o 32716.

3. El gen de CD123CAR de la reivindicacién 1, en el que la region de scFv anti-CD123 esta humanizada.

4. El gen de CD123CAR de la reivindicacién 1, que comprende ademas al menos un dominio de sefalizacién
coestimulante seleccionado de un dominio de sefalizaciéon coestimulante de CD27, un dominio de sefalizacién
coestimulante de CD28, un dominio de sefalizacién coestimulante de 4-1BB, un dominio de sefalizacién
coestimulante de OX40, o cualquier combinacion de los mismos.

5. El gen de CD123CAR de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de SEQ ID
NO: 3, 0 SEQ ID NO: 4.

6. El gen de CD123CAR de la reivindicacién 1, en el que el gen codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende SEQ ID NO: 11, 0 SEQ ID NO: 12.

7. El gen de CD123CAR de la reivindicacion 1, en el que el gen es parte de un casete de expresidon que se inserta
en un vector virico.

8. El gen de CD123CAR de la reivindicacion 7, en el que el casete de expresion comprende ademas un gen
accesorio seleccionado de un receptor del factor de crecimiento epidérmico truncado (EGFRt), un gen de CD19
truncado (CD19t), o un gen de caspasa 9 inducido.
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Fig. 6
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10 (cont.)
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Fig. 10 (cont.)
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Fig. 11
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Fig. 11 (cont.)
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Fig. 11 (cont.)
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Fig. 12
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Fig. 12 (cont.)
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Fig. 12 (cont.)
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Fig. 13
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Fig. 13 (cont.)
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Fig. 13 (cont.)
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