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TITULO DEL INVENTO
USO DE CELULAS T MODIFICADAS POR RECEPTOR DE ANTIGENO
QUIMERICO PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER

REFERENCIA TRANSVERSAL CON LA SOLICITUD RELACIONADA

Esta solicitud reivindica priqridad sobre la Solicitud Provisional U.S. No.
61/421,470, radicada en Diciembre 9 de 2010, y la Solicitud Provisional U.S. No.
61/502,649, radicada en Junio 29 de 2011, todas las cuales se incorporan al

presente instrumento a manera de referencia en forma total.
ANTECEDENTES DEL INVENTO

La gran mayoria de pacientes con condiciones malignas de las células B, incluso

la leucemia linfocitica crénica (CLL), fallecen a causa de su patologia.

Un enfoque para el tratamiento de estos pacientes consiste en modificar
genéticamente las células T para apuntarle a los antigenos expresados en células
tumorales mediante la expresion de receptores antigenos quiméricos (CARs).
Estos CARs son receptores antigenos disefiados para reconocer antigenos:de
superﬁcies celulares en forma de leucocitos humanos independiéntes del
antigeno. Se han realizado intentos para utilizar células genéticamente
modificadas que expresen CARs para el tratamiento de estos tipos de pacien:tes

pero el éxito ha sido muy limitado. Consultar por ejemplo, Brentjens et al., 2010,
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Molecular Therapy, 18:4, 666-668; Morgan et at., 2010, Molecd_lar Therapy,
published online February 23, 2010, pages 1-9; y Till et al., 2008, Blod;d, 112:2261-
T:

2271.

En la mayoria de los canceres, los antigenos especificos tumorales no se
encuentran todavia bien definidos, sin embargo para el caso de condiciones
malignas de células B, el CD19 es un objetivo interesante para los tiumores. La
expresion para el CD19 se restringe a células normales y malignas B (Uckun, et al.
Blood, 1988, 71:13-29, de tal manera que CD19 es un objetivo émpliamente
aceptado para probar de manera segura los CARs. Si bien los CARS pueden
desencadenar la activacién de células T de manera similar a un receptor
endégeno de células T, un gran impedimento a la aplicacion clini;ca de esta
tecnologia a la fecha se ha limitado en la expansién in vivo de las células CAR +
T, con una rapida desapariciéon de las células después de la infu§i6n, y una
actividad clinica frustrante (Jena, et al., Blood, 2010, 116:1035-1044; Uckun, et al.

Blood, 1988, 71:13-29).
En este orden de ideas, existe una urgente necesidad en la técnica para lograr
composiciones y métodos de tratamiento del cancer utilizando los CARs que

puedan expandirse in vivo. El presente invento aborda esta necesidad.

RESUMEN DEL INVENTO
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El presente invento brinda una secuencia aislada del acido nucleico que codifica
un receptor antigeno quimérico (CAR), en donde dicho CAR comprende.un dominio
de aglutinacion de antigeno, un dominio de trans-membrana, una.regiéon de
sefializacion co-estimulatoria, y un dominio de sefalizacion CD3 zeta, eﬁh donde el
dominio de senalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos del

SEQ ID No.: 24.

En una presentacion, la secuencia del acido nucléico codifica un CAR que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 12

En una presentaciéon, la secuencia del acido nucléico que codifica un CAR

comprende la secuencia del acido nucléico del SEQ ID No.: 8.

En una presentacion, el dominio de unién del antigeno en el CAR es un anticuerpo
o bien un fragmento de unién del antigeno para el mismo. Preferiblemente, el

fragmento de unién del antigeno es un Fab o un scFv.

En una presentacion, el dominio de unién del antigeno en el CAR se un"‘e»a un
antigeno tumoral. En una presentacion, el antigeno tumoral se asocia con una
condicién maligna hematolégica. En otra presentacién, el antigeno tumoral se
asocia con un tumor solido. Ofra presentacion ademas, muestra el antigeno

tumoral seleccionado a partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22,
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ROR1, mesotelin, CD33/ILRa, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRuvlll, GD-2, NY-

ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR y cualquiera de sus combinaciones.

En una presentacién, la region de sefializacién co-estimulatoria eri el CAR
comprende el dominio intracelular de una molécula co-estimulatoria seléccionada
a partir del grupo conformado por CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1,
1COS, antigeno asociado a la funcién de linfocitos -1 (LFA-1), CD2, CD?, LIGHT,
NKG2C, B7-H3, un ligando que se une especificamente con CD83, y cﬂ;alquiera

de sus combinaciones.

En una presentacion, el dominio de sefializacién CD3 zeta en el CAR se codifica

por medio de la secuencia del acido nucleico del SEQ ID No.: 18

El invento también proporciona un CAR aislado que comprende un dorﬁinio de
unién de antigeno, un dominio de trans-membrana, una regién de seﬁalizad,ién co-
estimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta, en donde el dominio de
senalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.:

24.

El invento ademas proporciona una célula que comprende una secuencia del
acido nucleico que codifica un CAR, en donde el CAR comprende un dominio de

union de antigeno, un dominio de trans-membrana, una region de sefalizacién co-
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sefializacién CD3 zeta que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
No.: 24, en donde el dominio de unién del antigeno se selecciona para reconocer

especificamente la poblacién de células objetivo o los tejidos.

El invento ademas brinda un método para suministrar una inmunidad anti-tumoral
en un mamifero. En una presentacion, el método comprende la administrgcién a
un mamifero de una cantidad eficaz de una célula modificada genéticamente para
expresar un CAR en donde el CAR comprende un dominio de union de anTtigeno,
una regién de sefalizaciéon co-estimulatoria y un dominio de seﬁalizacic‘;)n que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24, proporcionando de

esta manera una inmunidad antitumoral en el mamifero.

El invento incluye ademas un método péra el tratamiento de un mamifero que
tenga alguna patologia, trastorno o condicion que se asocie con una expresion
elevada de un antigeno tumoral. En una presentacion, el método comprende la
administracién a un mamifero de una cantidad eficaz de una célula genéticamente
modificada para expresar un CAR en dondé dicho CAR comprende un dominio de
unién de antigeno, una region de sefalizacién co-estimulatoria y un dominio de
sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

No.: 24, tratando de esta manera al mamifero.

En una presentacion, la célula es del tipo autologa T.

Ko
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En una presentacion, el antigeno tumoral se selecciona a partir del grupo
conformado po‘r CD19, CD20, CD22, ROR1, mesotelin, CD33/ILRa, c-Met, PSMA,
Glicolipido F77, EGFRvIIl, GD-2, NY-ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR y cualquiera de
sus combinaciones.

El invento ademas brinda un método para el tratamiento de un humano Eque
padezca leucemia linfocitica crénica. En una presentacion, el método comprende
la administracién a un humano de una celular T modificada genéticamente para
expresar un CAR en donde el CAR comprende un dominio de unién de antigeno,
una region de sefalizacidén co-estimulatoria y un dominio de sefializacién CD3 zeta

que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24.

En una presentaciéon, el humano es resistente a por lo menos un agente

quimioterapéutico.

En una presentacion, la leucemia linfocitica crénica es del tipo refractario CD19+

leucemia y linfoma.

El invento también incluye un método para generar una poblacion persistente de
células genéticamente modificadas del tipo T en un humano que tenga

diagnostico de cancer. En una presentacion, el método comprende la

administracion a un humano de una célula T genéticamente modificada para

expresar un CAR en donde el CAR comprende un dominio de unién de antigeno,

10
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una regién de sefalizacion co-estimulatoria y un dominio de sefalizacién CD3 zeta
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24, en donde la
poblacién persistente de las células T genéticamente modificadas persiste en el

humano durante un mes como minimo después de la administracién.

En una presentacion, la poblacion persistente de células T genéticamente
modificadas comprende como minimo una célula seleccionada a partir del grupo
conformado por una célula T que se administro a un humano, una progienie de

células T que se administro al humano y una combinacién de las anteriores.

En una presentacién, la poblacion persistente de células T genéticamente

modificadas comprende una célula T de memoria.

En una presentacion, la poblacion persistente de células T genéticamente
modificadas persiste en el humano como minimo en tres meses después de la
administracién. En otra presentacion, la poblacién persistente de células T
genéticamente modificadas persiste en el humano por 4 meses como minimo, o
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce meses, dos afios o tres afos

después de la administracion.

En una presentacion, se trata la leucemia linfocitica crénica.

11
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El invento brinda ademas un método para expandir una poblaciéh de células T
genéticamente modificadas en un humano diagnosticado con cancer. En una
presentacion, el método comprende la administracion en un humano de una célula
T genéticamente modificada para expresar un CAR en donde este ultimo
comprende un dominio de unién de antigeno, una regién de se:,ﬁalizacién co-
estimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia

de aminoacidos de SEQ ID No.: 24 en donde la célula T genéticamente modificada

que se administro produce una poblacién de células T de progenie eh el humano.

En una presentacién, las células T de progenie en el humano comprenden una
célula T de memoria.

En una presentacion, la célula T es del tipo célula autologa T.

En otra presentacion, el humano es resistente por lo menos a un agente

quimioterapeéutico.

En una presentacion, el cancer es una leucemia linfocitica cronica. En otra
presentacion, la leucemia linfocitica crénica es del tipo refractaria CD19+ leucemia

y linfoma.

En una presentacion, la poblacion de células T de progenie persiste en el humano
como minimo durante tres meses después de la administraciéon. En otra

presentacion, la poblacién de células T de progenie persiste en el humano como

12
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minino durante cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce meses, dos

afnos o tres afios después de la administracién.

En una presentacion, se somete el cancer a tratamiento.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La siguiente descripcion detallada de presentaciones preferidas del invento se
comprendera mejor si se lee en conjunto con los dibujos adjuntos. Con el fin de
ilustrar el invento, aparecen en los dibujos presentaciones que actualiente son
preferenciales. Debera entenderse de todas maneras que el invento no ise limita a
las disposiciones e instrumentalidades precisas de las presentacibnes que

aparecen en los dibujos.

La Figura 1, que comprende las Figuras 1A hasta 1C, es una serie de imagenes
de las representaciones esquematicas del vector de transferencia genética y del
transgene, de la celular T modificada genéticamente y dei disefio del ‘;protocolo
clinico. La Figura 1A muestra los vectores lentivirales y los transgenes que
muestran los elementos funcionales principales. Se produjo un vector lentiviral de
grado clinico seudo-tipeado de proteina G correspondiente al virus de estomatitis
vesicular (designado como pELPs 19BBz) que dirige la expresién de anti-CD19
scFv que se deriva a partir del anticuerpo monoclonal FMC63 murine, de la unién

CD8a humana y del dominio de trans-membrana, ademas de dominios humanos

13
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4-1BB y de sefializacién CD3 zeta. La expresion constitutiva del transgene se
dirigié mediante inclusiéon de una EF-1a (factor de elongacién -1a promotor); LTR,
repeticion terminal larga; RRE, elemento de respuesta rev, (cPPT) y secu}tencia de
terminacion central (CTS). La Figura no estd hecha a escala. La Filigura 1B
muestra la elaboracién de la célula T. Se obtuvieron las células autélégas via
aféresis, y las células T fueron enriquecidas por elutriacion celular mono nuclear, y
las células de leucemia lavadas y residuales fueron agotadas por adicion dle beads
paramagnéticas recubiertas con anti-CD3/CD28 para la seleccion po%;itiva y
activacién de las células T. Se adiciono el vector lentiviral en el momélanto de
activacion celular y luego se lavo el dia 3 posterior a la iniciaciéon del cuItiVo. Las
células fueron expandidas en un dispositivo de plataforma oscilante (WAVE
Cioreactor System) durante 8 — 12 dias. El dia final del cultivo se retiraron las
esferas pasandolas por un campo magnético y se cultivaron las células CART19 T
y luego fueron crio preservadas en un medio infusible. La Figura 1C muestra el
disefio de protocolo clinico. A los pacientes se les aplico quimioterapié linfo
agotadora segun se describi, seguida de infusion CART19 #1 por goteo de flujo
por gravedad intravenosa en un periodo de 15 — 20 minutos. La infusién se aplico
utilizando una dosis dividida durante 3 dias (10%, 30%, 60%) a partir de 1 a 5 dias
después de finalizar la quimioterapia. Se hicieron estudios de punto final en la
semana de estudio numero 4. Al finalizar el monitoreo activo, los sujetos fueron
transferidos a un protocolo de destino para realizar un seguimiento de largo plazo

de acuerdo con la guia FDA.

14
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La Figura 2 comprende Figuras 2A hasta 2F, y es una serie de imagenes que
demuestran expansion sustancial in vivo y persistencia en sangre y medula de las
células CART19. EI ADN se aisl6 a partir de la sangre entera como §e aprecia en
las Figuras 2A hasta 2C o de medula como se demuestra en las Figuras 2D hasta
2F, luego se obtuvieron muestras de UPN 01 como se aprecia en las ﬁ'iguras 2Ay
2D, UPN 02 como se aprecia en la Figura 2B y 2E y UPN 03 como sé aprecia en
la Figura 2C y 2F, sometiéndose en general al analisis Q-PCR utv'glizando un
ensayo calificado para detectar y cuantificar la secuencia CART19. C?da uno de
los puntos de datos representa el promedio de mediciones por triplic?do en un
ADN genémico 100 — 200 ng, con niveles maximos %CV menores a 1.56%. Los
parametros de supera/no supera para el ensayo incluyeron rangos pre-
establecidos para inclinacién y eficiencia de amplificacion y amplificacidn de una
muestra de referencia. El limite inferior de cuantificacion para el ensayo
establecido por la curva estandar fue de 2 copias de transgene/ADN gienémico
microgramos; los valores de muestra por debajo de dicho numero se co:hsideran
como estimativos y se presentan si por lo menos 2/3 de replicados gene&aron un
valor Ct con % CV para los valores 15%. Las células CART19 fueron infusionadas

en los dias 0, 1y 2 para UPN 01 y UPN 03y los dias 0, 1, 2y 11 para UPN:02.

La Figura 3 comprende las Figuras 3A hasta 3D y son una serie de imagenes que
demuestran las citoquinas de suero y medula 6ésea antes y después de la infusion
celular CAR T; mediciones longitudinales de cambios en citoquinas del suero,

quimoquinas y receptores de citoquina en UPN 01 como se aprecia en la Figura
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3A, UPN 02 como se aprecia en la Figura 3B y UPN 03 como se aprecia en la
Figura 3C, el dia sefalado después de la infusion celular CART19 y evaluaciones
seriales de los mismos analitos en la medula o sea a partir de UPN:03 como se
muestra en la Figura 3D. Las muestras fueron sometidas al anéliéis multiplex
utilizando tecnologia de distribucién de esferas Luminex y kits multiplex
ensamblados y validados. Los analitos con cambios de A >= 3 veces se indican y
grafican como un cambio relativo a partir de la linea basal como se muestra en las
Figuras 3A hasta 3C o como valores absolutos como se muestra en Ia.:Figura 3D.
Los valores absolutos para cada analito en cada punto del tiempo se derivaron a
partir de una curva estandar basada en proteina recombinante en una serie de
diluciones de 8 puntos y 3 veces, con limites superiores e infériores de
cuantificacion (ULOQ, LLOQ) determinados por los valores de corte
observados/esperados de 80 — 120% para las curvas estandar. Cada muestra
fue evaluada en duplicado con valores promedio calculados y % CV en la mayoria
de los casos inferior al 10%. Para manejar la presentacién de datos consolidados
dentro del contexto de la amplia gama para valores absolutos, los datos se
presentan como cambios con respecto de la valoracién de linea basal para cada
analito. En los casos en los que no se pudieron detectar valores de linea ‘basal, la
mitad del valor de curva estandar inferior se utilizo como valor de linea basal. Los
rangos de curva estandar para los analitos y los valores de linea basal (dia 0)
(listados entre paréntesis en forma secuencial para UPN 01, 02 y 03), todos en
pg/ml: ILI-Ra: 35.5-29,318 (689, 301, 287); IL-6: 2.7-4, 572 (7, 10.1, 8.7); IFN-y:

11.2-23,972 (2.8, ND, 4.2); CXCL10: 2.1-5, 319 (481, 115, 287); MIP-1B83.3-7,233
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(99.7, 371, 174), MCP-1; 4.8-3,600 (403, 560, 828); CXCL9: 48.2-3,700 (1,412,
126, 177); IL2-Ra: 13.4-34,210 (4,319, 9,477, 610); IL-8: 2.4-5, 278 (15.3, 14.5,

14.6); 1L.-10: 6.7-13,874 (8.5, 5.4, 0.7); MiP-1a: 7.1-13,778 (57.6, 57.3, 48.1).

La figura 4, que comprende Figuras 4A hasta 4D, es una serie de imagenes que
muestran expresion prolongada de superficie CART19 y establecimiento ége CARs
in vivo para memoria funcional.v La Figura 4A muestra deteccién de C%AR que
expresa CD3+ linfocitos y ausencia de células B en periferia y medula. La sangre
periférica recientemente procesada o las células mononucleares de medula
obtenidas a partir de UPN 03 el dia 169 post-infusion celular CART19 se
evaluaron mediante citrometria de flujo para lograr la expresion de superficie de
CAR19 (superior) o presencia de células B (inferior); a manera de control, el
PBMC obtenido a partir de un donante saludable ND365 se pigmento. La
estrategia de division para CD3+ y poblaciones celulares B se presenté en la
Figura 9. Para evaluar la expresion CAR19 en linfocitos CD3+, las muestras se
co-pigmentaron con anticuerpos para CD14-PE-C y 7 y CD16-PE-Cy7 canal de
volteo) y CD3-FITC, con divisiones positivas en CD3+, y luego se hizo una
evaluacion para la expresién CAR19 en los compartimentos de linfocitos CD8+ y
CD8- mediante co-pigmentacion con CD8a-PE y anticuerpos idiotipos anti-CAR19
conjugados para formarAlexa-647. Los datos en las graficas estan divididos en la
pobiaciéon de células de canal de volteo-negativo/CD3- positivo. Para evaluar la
presencia de células B, se co-pigmentaron las muestras con anticuerpos para

lograr CD14-APC y CD3-FITC (canales de volteo) y se hizo la evaluacion para
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detectar la presencia de células B en la fraccion de canal de volteo-negqtiva
mediante co-pigmentacion con anticuerpos para formar CD20-PE y CD19-PE-Cy-
7. En todos los casos, se establecieron cuadrantes de division negativa en
controles sin tincion como se puede apreciar en las Figuras 4B y 4C. ' El
inmunofendtipeo de células T de CD4+ (Figura 4B) y CD8+ (Figura 4C). De los
subconjuntos de células T pueden apreciarse. Las muestras de sangre periférica
congelada tomadas de UPN 03 se obtuvieron mediante aféresis el dia 56 y 569
post infusion de celulas T y se dejaron en reposo durante la noche en un medio de
cultivo sin factores de adicién, luego se lavaron y se sometieron a una
inmunofenotipeo multiparametrico para lograr la expresiéon de los marcadores: de
memoria de célula T, activacién y agotamiento. La estrategia de divisiones cdmo
se puede apreciar en la Figura 8, requirieron de una division inicial en el canal de
volteo (CD14, CD16, Agua viva/muerta) — y células positivas CD3-, seguidas de
divisiones positivas en las celulas CD4+ y CD8+. Se establecieron las divisiones
y cuadrantes utilizando controles FMO (CAR, CD45RA, PD-1, CD25, CD127,
CCR?7) o bien haciendo divisiones en poblaciones de células positivas (CD3, CD4,
CD8) y los sub-conjuntos fueron claramente delineados (CD27, CD28, CD57);
posteriormente los datos fueron mostrados después de hacer una transformacion
bi-exponencial para lograr la visualizacién objetiva de los eventos. La Figura 4D
muestra la competencia funcional de las células CAR persistentes. Las muestras
de sangre periférica congelada tomadas de UPN 03 obtenidas por aféresis el dia
56 y 169 post infusion de células T permanecieron durante la noche en un medio

de cultivo sin factores adicionales, se lavaron y evaluaron directamente ex vivo
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para establecer la capacidad de reconocer las células objetivo que expresajCD19-
utilizando ceélulas de ensayos de desgranulacion CD 107. Luego de una
incubacién por dos horas en presencia de anti-CD28, anti-CD49d, y CD10?-F ITC,
se cultivaron las mezclas celulares, se lavaron y se sometieron a un énélisis
citometrico de flujo multi-parametrico para evaluar la capacidad de las :células
CAR19 de hacer una des granulacién como respuesta a los objetivos de exﬁ)resién
CD19. La estrategia de division involucro una compuerta inicial en los canales de
volteo (CD14-PE-Cy7, CD16-PE-Cy7, Agua viva/muerta)- negativa y células
positivas CD3-PE seguidas de divisiones en células positivas CD8-PE-Texas Red-
presentandose datos para la poblacion divisionad-a CD8+. En todos los casos, se

establecieron los cuadrantes de divisién negativa en controles sin tincion.

La Figura 5 que comprende las Figuras 5A hasta 5C, es una serie de imégenes
que muestran los resultados de experimentos que evallan respuestas clinicas
después de la infusion de células CART19. La Figura 5A muestra que UPN 02 se
trato con dos ciclos de rituximab y bendamustine con respuestg minima (R/B,
flecha). Las células CART19 T fueron infusionadas a partir de 4 dias después de
la administracion de bendamustina solamente (flecha B). La leucemia resistente a
rituximab y bendamustine se evacu6 rapidamente de la sangre, como lo muestra
el de'scenso.en el conteo de linfocitos absolutos (ALC) desde 60,600/ul hasta
200/ul en un lapso de 18 dias a partir de la infusiéon. El tratamien!to con
corticosteroides se inicio el dia 18 post infusién debido a sindrome-fqbril no

infeccioso y malestares. La linea de referencia (punteada) indica el limite superior
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de lo normal para ALC. La Figura 5B muestra los resultados de experimgntos de
ejemplo que tincionan la biopsia secuencial de medula osea o mue#tras de
éoagulacién tomadas del paciente UPN 01 y 03 para CD20. La in;‘iltracién
pretratamiento con leucemia presente en ambos pacientes estuvo preé:ente en
muestras post tratamiento acompafiadas por normalizacion de celularidad y
hematopoyesis trilineaje. UPN 01 no ha presentado detecciéon de célulllas CLL
como las evaluadas por medio de citometria de flujo, citogenética y fluorelscencia
de hibridizacion in situ ni se detectaron células normales B mediante citoméetria de
flujo en medula dsea o sangre. EI UPN 03 presento 5% residual norm;ell CD5-
células B negativas confirmadas por citometria de flujo el dia +23, lo cual iambién
demostré que eran policlonales; sin que se detectaran células normales B en el
dia +176. La Figura 5C muestra los resultados de experimentos uﬁilizando
imagenes secuenciales CT para evaluar la rapida resolucion de limfadenopatias
generalizadas resistentes a la quimioterapia. Las masas axilares bilaterales se

resolvieron al cabo de 83 (UPN .01) y 31 (UPN 03) dias post infusién, domo lo

sefalan las flechas y circulos.

La Figura 6, que comprende Figuras 6A hasta 6C, es una serie de imégeqes que
exhiben conteos absolutos de linfocitos y células totales CART19+ en circulacién
para UPN 01, 02, 03. El numero total de linfocitos (total normal y células dLL) VS.
Total CART19+ células en circulacion se grafica para todos los tres sujetos que
utilizan el conteo absoluto de linfocitos a partir de valores CBC, y asumiendo que

existe un volumen de 5.0 L de sangre. El numero total de células CART19 en
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circulacion se calculo empleando los valores tandem CBC con conteos absolutos
de linfocitos y los valores de marcacion Q-PCR como se sefiala en la Figura 2,
convirtiendo las copias/ug ADN en promedio porcentual de marcacién,.como se

describié en otro apartado de este mismo documento. La marcacion Ci:z-PCR %

demostré6 que se correlacionaba muy intimamente (variacién <2 veces) con la

caracterizacion citometrica de flujo de los productos de infusiéon y con los datos
tomados de las muestras en donde existié disponibilidad de datos de citornetria de

flujo concomitantes para enumerar directamente las células CART19 por tincién.

La Fligura 7, que comprende Figuras 7A hasta Figura 7D es una serie de imagenes
que muestran experimentos que tienen que ver con la deteccion directa ex vivo de
celulas positivas CART19 en UPN-01 PBMC 71dias post- infusién de células T.
UPN-01 PBMC recolectadas frescas post aféresis el dia 71 post inftjsién, o}
congeladas en el momento de aféresis para manufactura del producto de ¢élula T
(linea basal) y descongelacion viable con anterioridad a la tincion, se sometieron a
andlisis citometrico de flujo para detectar la presencia de células CART19 que
expresan el medio CAR19 sobre la superficie. Para evaluar la expresii()n de
CART19 en linfocitos, las muestras fueron tincionadas con CD3-PE y el anticuerpo
idiotipo CAR19 se conjugo en Alexa-647, o se cotinciono con CD3-PE solamente
(FMO para CAR19). La Figura 7A muestra que se establecié una division inicial
de linfocitos de acuerdo con la dispersiéon hacia adelante y lateral (FSC vs SSC)
seguida de la division en las células CD3+. La Figura 7B muestra la division de

linfocitos CD3+; la Figura 7C muestra la tincion de idiotipos CAR; la Figura 7D
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muestra FMO idiotipos CAR. La division positiva CAR19 se establecié en las

muestras CAR19 FMO.

LA Figura 8, que comprende Figuras 8A hasta Figura 8C es @na serie de
imagenes que muestran la estrategia de divisidon para identificar la expresion
CAR19 utilizando citometria de flujo policromatico en muestras de sadgre UPN 03.
La estrategia de divisidn para la Figura 8C se observa para la muestraiUPN 03 dia
56 y es una representacion de la estrategia utilizada en la muestra UPN 03 dia
169. La Figura 8A muestra division primaria: Volteo (CD14, CD16, Agua
viva/muerta) negativa, CD3 positiva. La Figura 8B muestra divisiones secundarias:
CD4-positiva, CD8 positiva. La Figura 8C muestra divisiones terciariés: CAR19
positiva y CAR19 negativa, establecidas en las muestras CAR FMO (paneles
totaimente hacia la derecha).

‘La Figura 9 muestra la estrategia de divisién para identificar directamente la
expresion CART19 y células B en muestras de sangre y medula. La estrategia de
division para la Figura 4A, que muestra deteccion de CAR expresa CD3+ ‘,Iinfocitos
y ausencia de células B en la periferia y medula: grafico izquierdo: divisién celular;
panel superior: division positiva para células CD3+, panel inferior: divisién negativa
(negativa CD14, negativa CD3) para células B. NC365, células de control de

sangre periférica provenientes de un donante saludable.

La Figura 10 es una imagen que resume la informacién demografica del paciente y

la respuesta de este ultimo.
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La Figura 11 muestra el proceso de manufactura de las células CART-}19.

La Figura 12 comprende Figuras 12A hasta 12D, y es una serie de imi{agenes que
exhiben la respuesta clinica en un paciente. La Figura 12A muestrfa el vector
lentiviral utilizado para infectar células T provenientes del péciente. Seg p\rodujo un
vector seudotipeado, lentiviral de grado clinico de proteina G del virus iestomatitis
vesicular (pELPs 19-BB-z) que dirige la expresion del anti CD19 scFv derivado del
“anticuerpo monoclonal murine FMC63, en el dominio humano CD8a vy
trarisme'mbrana y dominios de sefializacién 4-1BB y CD3{. Los detalles del
transgen CAR19 en la base de la Figura 12A muestran los elementos funcionales
principales. Esta Figura no estad hecha a escala. 3 Prima LTR dé nota 3’
repeticion larga terminal; 5°° LTR, 5  repeticién larga terminal, Amp R, gen de
resistencia a la ampicilina; Bovino GH Poly A, hormona del crecimientb bovino
con poliadenilacion; cPPT/ CTS, tracto de polipurina central con secuéncia de
terminacion central; EF-a, factor de elongacién 1-alfa; env, envoltura; gag,
antigeno especifico de grupo; Pol, HIV gen VIH que codifica poIimérasa y
transcriptasa reversa; R, repeticion; RRE, elemento de respuesta rev; scFv,
fragmento de variable de cadena sencilla; TM, transmembrana y WPRE, elemento
regulatorio post-transcripcional del virus de hepatitis woodchuck. La Figu‘ra 12B
muestra creatinina de suero, acido urico y niveles de hidrogenasa de lactato. (LDH)
desde el dia 1 hasta el dia 28 después de la primera infusién de células CART19.

Los niveles pico coincidieron con hospitalizaciéon para el sindrome de lisis tumoral.
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La Figura 12C muestra medﬁla 6sea — muestras de biopsia obtenidas 3 dias
después de la quimioterapia (dia — 1, antes de la infusion celular CA;RT19) y 23
dias y 6 meses después de la infusién celular CART19 (hematoxiliné y eosina).
La muestra de linea basal indica medula 6sea hipercelular .5(60%) con
hematopoyesis trilinaje, infiltrada por agregados predominantemente ihtersticiales
de linfocitos pequefios y maduros qu son el responsable del 40% de la
celularidad total. La muestra obtenida el dia 23 indica agregados linfoides
residuales (10%) que fueron negativos para leucemia linfoide crénica (CLL), con
una mezcla de células T y células B negativas CD5. EIl espécimen obtenido 6
meses después de la infusién indica hematopoyesis trilinaje, sin' agregados
linfoides y ausencia continuada de CLL. La Figura 12D muestra scan CT
mejorados de contraste obtenidos antes de que el paciente se registrara en el
estudio y 31 dias y 104 dias despﬁés de la primera infusién. El scan de preinfusion
revela 1 a 3 cm de masas bilaterales. La regresiéon de la linfa de limfadenopatia
axilar ocurrié dentro de 1 me‘s después de la infusion y se sostuvo. Las flechas
resaltan los distintos nodos linfaticos aumentados antes de la ter‘;apia y las

respuestas de nodo linfatico en los scans CT comparables después de la terapia.

La Figura 13 que comprende Figuras 13 A hasta 13E, constituye una serie de
imagenes que sefalan citoquines de medula 6sea y suero antes y después de la
infusién de células T del receptor antigeno quimérico. Las mediciones seriales del
interferon-y de citoquina (Figura 13A), el interferon gama de quemoquinas

estimuladas C-X-C motif quemoquina 10 (CXCL 10) (Figura 13B) y C-=X-C motif
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ligando 9 (CXCL9) (Figura 13C), y intérleuquina 6 (Figura 13D) se midieron‘en los
puntos indicados para el tiempo. Los incrementos de estas citoquinas
inflamatorias y quemoquinas coincidieron con la aparicién del sindrome de lisis
tumoral. Los bajos niveles de interleuquina 6 fueron detectados en la linea basal,
en tanto que el interferon-y , CXCL9, y CXCL10 estuvieron por debajo de los
limites de deteccion en la linea basal. Los rangos de curva estandar pazara los
analitos y valore de linea basal en el paciente, que aparecen entre paréntesis,
fueron como sigue: interferon-y, 11.2 hasta 23,972 pg. por mililitro (1.4 pg por
mililitro); CXCL10, 2.1 hasta 53 19 pg. por mililitro (274 pg. por mililitro); CXCLS9,
48.2 HASTA 3700 pg. por mililitro (177 pg. por mililitro); interleukin-6, 2.7 hasta
4572 pg. por mililitro (8.3 pg. por mililitro); factor a de necrosis tumoral (TNF-a), 1.9
hasta 4005 por mililitro (sin detectar); y receptor interleuquina 2 soluble, 13.4
hasta 34.210 pg. por mililitro (644 pg. por mililitro). La Figura 13E muéstrala
induccién de la respuesta inmune en medula ésea. Las citoquinas TNF-q,
interleuquina-6, interferon-y, quimoquina CXCL9, y receptor interleuquina 2 soluble
fueron medidas en fluidos supernatantes obtenidos a partir de aspirados de
medula 6sea en los dias sefialados antes y después de la infusién celular
CART19. Los incrementos en niveles de interleuquin-6, interferon-y, CXCL9 e
interleuquina 2 soluble del receptor coincidieron con el sindrome de lisis tumoral,
infiltracion de células T de receptor de antigeno quimérico pico, y erradicaciéon de

infiltrado leucémico.
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La Figura 14 que comprende Figuras 14A hasta 14C es una serie de imégenes
que muestra expansion y persistencia de células T del receptor antigeno quimérico
in vivo. EI ADN Gendémico (QADN) se aisl6 de las muestras de sangre entiera del
paciente (Figura 14A) y los aspirados de medula 6sea (Figura 1¢iiB) se
recolectaron en puntos seriales del tiempo antes y después de la infuéién de
células T de recepcién de antigeno quimérico y se utilizaron para anél'isis de
reacciéon de cadena de polimerasa en tiempo real cuantitativa (PCR). De a;cuerdo
con las evaluaciones con base en ADN transgénico y valor porcentual ide los
linfocitos que expresan el CAR19, se expandieron las células T del réceptor
antigeno quimérico hasta niveles que fueron superiores a mil veces tan eljévados
como los niveles iniciales de injertos en sangre periférica y medula 6sea. Los
niveles pico de células T de receptor de antigeno quimérico se correlacipnaron
temporalmente con el sindrome de lisis tumoral. Una muestra de sangre obtenida
en el dia 0 y una muestra de medula 6sea obtenida el dia 1 no preséntaron
sefiales PCR en linea basal. El analisis citometrico de flujo de aspira@os de
medula 6sea en linea basal (Figura 14C) muestra un infiltrado predominaré;xte con
células CD19+CD5+ que fueron clonales, de acuerdo con la evaluacion Fue se
hizo utilizando inmuno-globulina kappa tincién luz-cadena, con una pauciéjad de
células T. El dia 31 despues de la infusion, las células CD5+ T que estuvieron
presentes, y no se detectaron células normales o malignas B. Los n@meros
indican la frecuencia relativa de las células en cada cuadrante. Tanto el eje X
como el eje Y muestran una escala log 10. La estrategia de divisibn por

compuertas implico una divisién inicial en las células CD19+ y CD5+ en las
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casillas ubicadas a la izquierda, con la identificacion posterior de expresiones
kappa y lambda de inmunoglobulina en el sub-conjunto CD19+ CD5+ (casillas al

lado derecho).
DESCRIPCION DETALLADA

El invento se relaciona con posiciones y métodos para tratamiento de canicer, que
incluyen pero no se limitan a malignancias hematologicas y tumores sélfdos. El
presente invento se relaciona con una estrategia de transferencia de células
adoptivas de células T transducidas para expresar un receptor antigeno quimérico
(CAR). Los CARs son moléculas que combinan especifidad basada en
anticuerpos para un ant_igeno deseado (por ejemplo un antigeno tumoral) con un
dominio intracelular que activa el receptor de célula T para generar una proteina

quimérica que exhiba una actividad inmune celular especifica antitumoral.

El presente invento se relaciona en términos generales con el uso de células T
genéticamente modificadas para expresar en forma estable un CAR deseado. Las
células T que expresan un CAR se conocen en este documento corho células CAR
T o como células modificadas CAR T. Preferiblemente, la célula 'puede
modificarse genéticamente para expresar en forma estable un dominio de unién de
anticuerpos sobre su superficie, confiriendo especificidad novedosa de antigeno
que es independiente MHC. En algunos casos, la celular T es modificada

genéticamente con el fin de expresar de manera estable un CAR que combjne un
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dominio de reconocimiento de antigeno de un anticuerpo especifico con un
dominio intracelular de la cadena zeta CD3 o proteina FcyRI dentro de una sola
proteina quimérica.

En una bresentacién, el CAR del invento comprende un dominio extracel‘ju|ar que
tiene un dominio de reconocimiento de antigeno, un dominio de transmembrana y
un dominio citoplasmico. En una presentacion, el dominio de transmembrana que
se asocia en forma natural con uno de los dominios en el CAR es el utilizado en
este caso. En otra presentacion, se puede seleccionar el dominio de
transmembrana o bien modificarse mediante una sustitucidn aminoacida con el
objeto de evitar la unién de dichos dominios con los dominios de transmembrana
de las mismas o distintas proteinas de membrana de superficie con el objeto de
minimizar las interacciones con los demas miembros del complejo receptor.

Preferiblemente, el dominio de transmembrana es el dominio de vinculo CD8a.

Con respecto del dominio citoplasmico, el CAR del invento puede disenarse para
que comprenda el dominio de sefializacion CD28 y/o 4-1BB por si mismo o bien
combinarse con cualquier otro dominio o dominios citoplasmicos deseados Utiles
dentro del contexto del CAR del invento. De acuerdo con una presentacion, el
dominio citoplasmico del CAR puede disefiarse para que comprenda ademas el
dominio de sefializacion de CD3 zeta. Por ejemplo, el dominio citoplasmico del

CAR puede incluir pero sin limitarse a los médulos de sefalizacion CD3 zeta, 4-
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1BB y CD28 y sus combinaciones. En este orden de ideas, el invento proporciona

células CAR T y métodos para su uso dentro de la terapia adoptiva.

Segun una presentacion, las células CAR T del invento se pueden igenerar
mediante la introduccién de un vector lentiviral que comprende un CAR deseado,
por ejemplo un CAR que comprenda unién anti-CD19, CD8a y domfinio de
transmembrana, ademas de dominios de sefializacién humana 4-1BB y CD3 zeta
dentro de las células. Las células CAR T del invento pueden replicarse: in vivo
produciendo persistencia a largo plazo que puede conducir al control tumoral

sostenido.

Segun una presentacion el invento se relaciona con la administracion de una
célula genéticamente modificada T que expresa un CAR para el tratamiento de un
paciente que tenga cancer o se encuentre en riesgo de tenerlo utilizando infusién
linfocita.  Preferiblemente, la infusién de linfocito autologo se utiliza en el
tratamiento. Los PBMCs autologos se recolectan a partir de un paciente que
necesite de tratamiento y las células T se activan y expanden aplicando los
métodos descritos en este documento y conocidos en la técnica y luego haciendo
la infusibn nuevamente al paciente. En otra presentacién mas, el invento se
relaciona en términos generales con el tratamiento de un paciente en condiciones
de riesgo de desarrollarle CLL. El invento también incluye el tratamiento de

malignancia o de enfermedad autoinmune en la cual la quimioterapia y/o
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inmunoterapia en un paciente produce inmunosupresidn significativa en el mismo,

aumentando de esta manera el riesgo de que el paciente desarrolle CLL,

El invento incluye el uso de células T que expresan un anti-CD19 CAR due incluye
dominio costimulatorio CD3 zeta y el 4-1 BB (que se conoce también como células
CART19 T). Las células CART19 T del invento pueden someterse a una
expansion celular robusta in vivo T y ademas pueden' establecer éélulas de
memoria especifica CD19 que persisten a altos niveles durante un periodo
prolongado de tiempo en la sangre y medula 6sea. En algunos casos, las células
CART19 T del invento infusionadas al paciente pueden eliminar células de
leucemia in vivo en pacientes con CLL avanzado resistente a la quimioterapia. Sin
embargo, el invento no se limita a las células CART19. Mas bien, é;l invento
incluye un medio de uniéon de antigeno fusionado con uno o mas dominios
intracelulares seleccionados a partir del grupo del dominio de sefalizacién CD137
(4-1BB), un dominio de sefalizacion CD28, un dominio de sefial CD3 zeta y

cualquiera de sus combinaciones.
Definiciones

A menos que se defina de otra manera, los términos técnicos y cientificos
utilizados en este documento tienen los mismos significados que se entienden en
forma comun por parte de una persona con conocimientos corrientes en la técnica

a la cual pertenece el invento. Aun cuando algunos métodos y materiales
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similares o equivalentes a los descritos en este documento puedan utilizarse en la
practica para la prueba del presente invento, los materiales y métodos preferidos
son los que aqui se describen. Al describir y reivindicar el presente invento, se

utilizara la siguiente terminologia.

Debe igualmente entenderse que la terminologia aqui utilizada es con el fin de

describir presentaciones en particular solamente y su objeto no es limitante. -

Los articulos indefinidos para masculino y femenino se utilizan en este documento
para hacer referencia a uno o mas de uno (por lo menos uno) de los objetos
gramaticales de ese articulo. A manera de ejemplo “un elemento” se refiereia un

elemento o mas de uno.

El término “aproximadamente” como se utiliza en este-documento al referirse a un
valor medible como cantidad, duracién temporal y similares tiene por objeto
abarcar variaciones de +20% o 1£10% y mas preferiblemente +5% incluso se
prefiere mas +1% e incluso se prefiere mas 10.1% con respecto del \Zalor
especifico, en la medida en que dichas variaciones son apropiadas para realizar

los métodos revelados.

“Activacion”, segun se utiliza en este documento, se refiere al estado de una cella
T que se estimul6 suficientemente para inducir proliferaciéon celular detectable. La

activaciéon también se puede asociar con la produccién inducida de citoquina y
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funciones detectables del efector. El término “células T activadas” se refiere entre

otros aspectos a las células T que se estan sometiendo a una divisién celular.

El término “anticuerpo”, segun se utiliza en este documento se refiere é una
molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno. Los
anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas intactas que se derivan de fuentes
naturales o de fuentes recombinantes y pueden ser porciones inmunoreactivas de
inmunoglobulinas intactas. Los anticuerposv son tipicamente tetrémer;)s de
moléculas de inmunoglobulina. Los anticuerpos del presente invento p,"ueden
existir en una variedad de formas que incluyen por ejemplo anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales, Fv, Fab y F (ab), al igual que anticherpos
de cadena sencilla y anticuerpos humanizados (Haarlow ct al., 1999, In: Using
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Presé, NY;
Harlow et al., 1989, In: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New
York; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al.,

1988, Science 242: 423-426).

El término “fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcién de un anticuerpo
intacto y ademas hace referencia a las regiones variables determinadas por el

antigeno de un anticuerpo intacto. .
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Entre los ejemplos de fragmentos de anticuerpos estan, pero no se limitan a Fab,
Fab’, F (ab’)2 y fragmentos Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos: scFv y

4 anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

El término “cadena pesada de anticuerpo”, como se utiliza en este documento se
refiere a la mayor de los dos tipos de cadenas de polipéptidos presentes en todas

las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones de ocurrencia natural.

Una “cadena ligera de anticuerpo” segun se utiliza en este documento se refiere a
la mas pequena de las cadenas de dos tipos de polipeptidos presentes én todas
las moléculas de anticuerpos en sus conformaciones de ocurrencia natural. Las
cadenas ligeras kappa y lambda se refiere a los dos principales isotopos de

cadena ligera de anticuerpos.

El término “anticuerpo sintético” como se utiliza en este documento, se refiere a un
anticuerpo que se genera utilizando tecnologia ADN recombinante, por ejemplo el
anticuerpo expresado por un bacteriéfago segln se describe en este docgmento.
El termino debe ser también interpretado como el anticuerpo que ha sidd generado
por la sintesis de una molécula ADN que codifica el anticuerpo y donde la
molécula ADN expresa una proteina de anticuerpo, o bien una secuehcia de
aminoacidos que especifica el anticuerpo, donde el ADN o la secuencia de

aminoacido se obtuvo utilizando ADN sintetice o tecnologia de secuercia de
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aminoacidos que se encuentra disponible y se conoce perfectamente dentro de la

técnica.

i
i

El término “antigeno” o “Ag” como se utiliza en este documento se define como
una molécula que provoca una respuesta inmune. Esta respuesta inmune puede
implicar produccién de anticuerpos, o la activaciéon de células especificas
competentes desde el punto de vista inmunolégico, o ambos casos. El experto:en
el tema comprendera que cualquier macromolécula, incluyendo practicamente
todas las proteinas o péptidos pueden actuar como antigeno. Por otra parte, los
antigenos se pueden derivar a partir de ADN recombinantes o genémicos. El
experto en el tema comprendera que cualquier ADN, que comprenda una
secuencia nucleotida o una secuencia nucleotida parcial que codifique una
proteina mostrara una respuesta inmune y por lo tanto codifica un “antigeno” tal y
como ée utiliza este término en la presente documentaciéon. Por otro lado,i la
persona experta en la materia comprendera que un antigeno no necesita
codificarse unica y exclusivamente mediante el uso de una secuencia nucleotida
de longitud completa de un gen. Resulta obvio que el presente invento incluye
pero sin limitarse al uso de secuencias nucleotidas parciales de mas de un gen'y
que estas secuencias nucleotidas se disponen en diversas combinaciones con el
fin de mostrar la respuesta inmune deseada. Ademas de lo anterior, el experto
entendera que un antigeno no necesariamente es codificado por un “gen”.

Resulta notoric que un antigeno se puede generar sintetizado o puede derivarse a
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partir de una muestra biolégica. Esta muestra bioldgica podra incluir pero sin

limitarse a una muestra de tejido, muestra tumoral, célula o tejido bioldgico.

El término “efecto anti-tumoral” como se utiliza en este documento se refiere a un
efecto bioldégico que puede ser manifestado por un descenso en el volumen
tumoral, un descenso en el niumero de células tumorales, disminu:pién en el
numero de metastasis, aumento en la esperanza de vida o reduccion de diversos
sintomas fisioldégicos asociados con la condicién cancerosa. El “efecto
antitumoral” puede también manifestarse mediante la capacidad que tengan los
péptidos, poli-nucledtidos, células y anticuerpos del invento para prevenir la

ocurrencia de tumor en primer lugar.

El término “auto-antigeno” se refiere de acuerdo con el presente invento a
cualquier auto-antigeno que se reconozca errbneamente por parte del sistema
inmune como extrafio. El auto-antigeno comprende pero no se limita a protginas
celulares, fosfoproteinas, proteinas de la superficie celular, lipidos celulares,

acidos nucléicos, glicoproteinas, incluyendo receptores de superficie celular.

El término “enfermedad autoinmune” como se utiliza en este documento se define
como un trastorno que resulta a partir de una respuesta autoinmune. La
enfermedad autoinmune es el resultado de una respuesta inapropiada y excesiva

a un auto-antigeno. Entre los ejemplos de enfermedades autoinmunes estan pero

sin limitarse a la enfermedad de Addison, alopecia greata, espondilitis

35



L

WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

anquilosante, hepatitis autoinmune, parotitis autoinmune, enfermedad de Crohn,
diabetes (Tipo 1), 'epidermélisis bullosa distrofica, epididimitis, glomerulonefritis,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barr, enfermedad de Haéhimoto,
anemia hemolitica, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, miiastenia
gravis, pemfigus vulgaris, soriasis, fiebre reumatica, artritis reur‘%1atoide,

sarcoidosis, escleroderma, sindrome de Sjogren, espondiloartropatias, t;roiditis,

vasculitis, vitiligo, mixedema, anemia perniciosa, colitis ulcerativa, entre otras.

De acuerdo con este documento el término “autologo” se refiere a cualquier
material derivado del mismo individuo al cual debera reintroducirse

posteriormente.

El termino “Alogénico” se refiere a un injerto derivado de un animal distinto que

sea de la misma especie.

El término “Xerogeneico” se refiere a un injerto derivado de un animal de distinta

especie.

El término “Cancer” como se utiliza en este documento se define como la
enfermedad caracterizada por el crecimiento rapido y descontrolado de células
aberrantes. Las células del cancer se pueden diseminar localmente o a través del
flujo sanguineo y del sistema linfatico a otras partes del organismo. Entre los

. . . ra - . - I r
ejemplos de los distintos canceres estan pero sin limitarse al cancer de seno, de
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prostata, de ovario, cervical, piel, pancreatico, colorectal, renal, higado, cerebro,

linfoma, leucemia, pulmonar y similares.

El término “ligando Co-estimulatorio” tal y como se utiliza en este documento
incluye una molécula sobre un antigeno que presenta una célula (por ejemplo una
aAPC, célula dendrigena, célula B y similares) que se une especificamente a una
molécula co-estimulatoria conocida en una célula T, suministrando de esta manera
una sefal que en forma adicional a la sefial primaria suministrada, por ejemplo se
une a un complejo TCR/CD3 con una molécula MHC cargada con péptido, que
media una respuesta de célula T, inc]uyendo pero sin limitarse a la prolifefacién,
activacién, diferenciacién y procesos similares. Un ligando co-estimulatorio puede
incluir pero sin limitarse a CD7,B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL,
OX40L, ligando co-estimulatorio inducible (ICOS-L), molécula de adicién
intercelular (ICAM), CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM,
beta receptor de limfotoxina, 3/TR6, ILT3, ILT4, HVEM, un agonista o anti¢uerpo
que una el recéptor ligando Toll como un ligando que una especificamente con B7-
H3. Un ligando co-estimulatorio comprende entre otros aspectos un anticuerpo
que se una especificamente con una molécula co-estimulatoria presente en una
célula T, que puede ser pero sin limitarse a, CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30,
CD40, PD-1, ICOS, antigeno-1 asociado con la funcion linfocitico (LFA-1),E CD2,

CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une especificamente con &D83.
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Una “molécula co-estimulatoria” se refiere a la compafiera conocida d_‘e unién en
una celula T que se vincula especificamente con un ligando co-estimulatorio,
mediando de esta manera una respuesta co-estimulatoria por parte de Il‘ta célula T,
incluyendo pero sin limitarse a la proliferacion. Las moléculas co-estiﬁ_nulatorias
incluyen pero no se limitan a las moléculas MHC clase |, BTLA y receptor ligando

Toll.

Una “sefal co-estimulatoria” como se utiliza en este documento se refiere a una
sefial que en combinacién con otra sefal primaria, que puede ser el ligado
TCR/CD3, conduce a una proliferacion de célula T y/o sobre regulacién o sub-

regulacién de moléculas claves.

Una “enfermedad” es un estado de salud de un animal en el cual este no puede
mantener homeostasis, y si la enfermedad no se mejora la salud del animal
continua deteriorandose. Por el contrario, el “desorden” en un animal es un estado
de salud en el cual este (ltimo esta en condiciones de mantener la homeostasis,
pero el estado de salud del animal es menos favorable que lo que podria ser en
ausencia del desorden o trastorno. Si el trastorno se deja sin tratar, este no

necesariamente causa una disminucién posterior en el estado de salud del animal.

Una “cantidad eficaz” como se utiliza en este documento, se refiere a una cantidad

que proporciona un beneficio terapéutico o profilactico.
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“Codificacidon” se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de
nucleétidos en un polinucleotido, que puede ser un gen, un cADN, o un '\}mARN,
que sirvan como plantillas para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas
dentro de procesos bioldgicos que tengan uné secuencia definida de nucleétidos
(por ejemplo, rARN, tARN y mARN) o bien una secuencia definida de aminoécidos
y propiedades biolégicas que resulten de dichas condiciones. En este orcien de
ideas, un gen codifica una proteina si la transcripcion y traslado del rhARN
correspondiente a dicho gen produce la proteina dentro de una célula otro siétema
biolégico. Tanto la cadena de codificacion, la secuencia de nucleétidos de I% que
es idéentica a la secuencia mARN por lo general se suministra en listados de
secuencias y la cadena no-codificante utilizada como plantilla para transcrigcion
de un gen o cADN se puede conocer como codificacién de la proteina u otro

producto de dicho gen o cADN.

Como se utiliza en este documento el término “endégeno” se refiere a cualquier
material proveniente de o producido dentro de un organismo, célula, tejido o

sistema.

De acuerdo con el uso en este documento el término “exégeno” se refiere a
cualquier material introducido a partir de o producido por fuera de un organismo,

célula, tejido o sistema.
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El término “expresion” como se utiliza en este documento se define como la

transcripcion y/o traslado de una secuencia nucleétida en particular accionada por

su promotor.

“Vector de expresion” se refiere a un vector que comprende un polinucleétido
recombinante conformado por secuencias de control de expresion vinculadas
operativamente a una secuencia de nucleétidos que debe expresarse. Un vector
de expresion comprende elementos suficientes cis-actuantes para la expresion;
otros elementos para expresién se pueden suministrar por medio de las células
huéspedes o en un sistema de expresién in vitro. Los vectores de expresion
incluyen todos aquellos cqnocidos en la técnica, como cosmidos, plasmidos (por
ejemplo, descubiertos o contenidos en liposomas) y virus (por ejemplo, lentivirus,
retrovirus, adenovirus y adeno-asociados) que incorporan el polinucleotido

recombinante.

El término “homologo” se refiere a la similaridad de secuencia o identidad de
secuencia entre dos polipeptidos o entre dos moléculas del acido nucléico.
Cuando una posicién en las dos secuencias comparadas se ocupa por la misma
base o sub-unidad de monémero aminoacido, por ejemplo si una posicién en cada
una de las dos moléculas ADN se ocupa por adenina, entonces las moléculas son
homologas en dicha posicién. El porcentaje de homologia entre dos secuencias
es una funciéon del numero de posiciones coincidentes u homologas compartidas

por las dos secuencias divididas por el numero de posiciones comparadas X100.
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Por ejemplo si 6 de 10 de las pbsiciones en dos secuencias son coincidenites u
homologas entonces las dos secuencias son homologas al 60%. Por via de
ejemplo, las secuencias ADN, ATTGCC y TATGGC comparten una homologia al
50%. En términos generales, se hace una comparacion cuando dos secuerécias

quedan alineadas para proporcionar una homologia maxima.

El término “inmunoglobulina” o “Ig”, como se utiliza en 'este documento se deifine
como una clase de proteinas, que funcionan a manera de anﬁcuerpos. ‘Los
: !
anticuerpos expresados por celulas B se conocen algunas veces como BCR
(receptor de célula B) o receptor de antigeno. Los cinco miembros incluidosté en
esta clase de proteinas son IgA, IgG, IgM, IgD e IgE. IgA es el anticuerpo primario
que se encuentra presente en las secreciones corporales, tales como saliva,
lagrimas, leche materna, secreciones gastrointestinales y secreciones de la
mucosa de los tractos respiratorio y genitourinario. 1gG es el anticuerpo circulaﬁte
mas comun. IgM és la inmunoglobulina principal producida en la respuesta
inmune primaria de la mayoria de sujetos. Se trata de la inmunoglobulina mas
eficiente en aglutinacion, fijacion de complemento y otras respuestas de
anticuerpos y es importante en la defensa contra las bacterias y virus. IgD es'la
inmunoglobulina que no tiene funcién de anticuerpos conocida, pero que pueide
servir como recebtor de antigeno. IgE es la inmunoglobulina que media uha

hipersensibilidad inmediata causando liberacion de mediadores a partir de células

madres y basofilos en el momento de exposicién a un alérgeno.
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De acuerdo con el presente documento, el “material instructivo” incluye una
publicacidn, registro, diagrama o cualquier otro medio de expresién que se pueda
utilizar para comunicar la utilidad de las composiciones y métodos del invénto. El
material instructivo del kit del invento puede por ejemplo colocarse. en un
recipiente que contenga el acido nucléico, péptidos y/o composicién del invento o
bien enviarse junto con un recipiente que contenga el acido nucléico, péptido y/o
composicion. De manera alterna, el material instructivo puede ser enviado por
separado del contenedor con el proposito que dicho material y el compuesto

puedan ser utilizados conjuntamente por parte del receptor de dicha informacion.

“Aislado” se refiere a lo alterado o retirado de su estado natural. Por ejemplo, un
acido nucléico o péptido presentes en forma natural en un animal vivo no se

encontraran “aislados” sin embargo el mismo acido nucléico o péptido sepatados

t

total o parcialmente de los materiales coexistentes de su estado natural quedaran
‘aislados”. Un acido nucléico o proteina aislada pueden existir en forma
sustancialmente pura, o incluso pueden existir en un ambiente no nativo por

ejemplo en una célula huésped.

En el contexto del presente invento, las siguientes abreviaturas se utilizan para las
bases del acido nucléico que ocurren cominmente. “A” se refiere a la adenosina,
“C” se refiere a la citocina, “G” se refiere a la guanocina, “T” se refiere a la timidina,

y “U” se refiere a la uridina.

42



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

A menos que se especifique un procedimiento distinto, una “secuencia nucl?étida
que codifique una secuencia de aminoacidos” incluye todas las secuéncias
nucleotidas que son versiones degeneradas de cada una y que codifican la misma
secuencia de aminoacidos. La frase secuencia nucleotida que codificé una
proteina o un ARN pueden también incluir intrones en la medida en que la
secuencia nucleotida que codifique la proteina pueda en cierta versién contener

uno o0 mas intrones.

Un “lentivirus” como se utiliza en este documento se refiere a un genero de la
familia Retroviridae. Los lentivirus son Unicos entre los retrovirus en el sentido que
son capaces de infectar células que no se dividen y pueden proporcionar’una
cantidad significativa de informacién genética dentro del ADN de la célula
huésped, de tal manera que constituyen uno de los mas eficientes métodos de
vectores de entrega de genes. El VIH, SIV y el FIV son todos ejemplos de
lentivirus. Los vectores derivados de los lentivirus ofrecen los medios necesarios

para alcanzar niveles significativos de transferencia de genes in vivo.

El término “modulador” como se utiliza en este documento, significa la mediacion
de un incremento o decremento detectables en el nivel de una respuesta en 'un
sujeto en comparacién con el nivel de una respuesta en el sujeto en ausencia de
un tratamiento o compuesto y/o en comparac_ién con el nivel de una respuesta en
un sujeto idéntico bero sin tratar. El término comprende perturbacién y/o

afectacion de una sefal o respuesta nativa mediando de esta manera una
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respuesta terapéutica beneficiosa en un sujeto, preferiblemente un humano. A
menos que se especifique un procedimiento distinto, la “secuencia nucleotida que
codifica una secuencia de aminoacidos” incluye todas las secuencia$ nucleotidas
que son versiones degeneradas de cada una de ellas y que codifié.an la misma
secuencia de aminoacidos. Las secuencias nucleotidas que codificarh proteinas y

ARN pueden incluir intrones.

El término “operativamente vinculadas” se refiere a una union funcional entre una
secuencia regulatoria y una secuencia del acido nucléico heterologo resultante en
la expresion de este ultimo. Por ejemplo, una primera secuencia del acido
nucléico se vincula de una manera operacional con una segunda secuencia del
acido nucléico cuando la primera secuencia del acido nucléico se coloca en una
relacién funcional con la segunda secuencia del acido nucléico. Por eje;mplo, un
promotor se une operacionalmente a una secuencia de codificacion si el promotor
afecta la transcripcién o expresion de la secuencia de codificacion. En términos
generales, las secuencias ADN vinculadas operacionalmente son contiguas y en la
medida de lo necesario unen dos regiones de codificacién de proteinas, dentro del

mismo marco de lectura.

El término “sobre expresado” para antigeno tumoral o “sobre expresién” del
antigeno tumoral indicara un nivel anormal de expresion del antigeno tumoral en
una célula a partir de un area de enfermedad como tumor solido dentro de un

tejido u érgano especificos del paciente en relacion con el nivel de expresién

44

s



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

dentro de una célula normal a partir de dicho tejido del 6rgano. Los pacientes que
tienen tumores solidos o malighancia hematolégica caracterizada por sobre
expresién del antigeno tumoral se pueden determinar mediante ensayos estandar

conocidos en la técnica.

La administracién “parenteral” de una composiciéon inmunogenica incluye, . por
ejemplo, técnicas subcutaneas (s.c.), intravenosas (i.v.), intramusculares (i.m.) o

inyeccién intrasternal o infusion.

Los términos “paciente”, “sujeto”, individuo” y similares se utilizan de maﬁera
indistinta en este documento y hacen referencia a un animal o células del mismo,
ya sea in vitro o in situ, referentes a los métodos descritos en este trabajo. En
algunas presentaciones no limitantes, el paciente, el sujeto o el individuo es un

humano.

El término “polinubleotido” como se utiliza en este trabajo se define como una
cadena de nucle6tidos. Ademas de lo anterior, los acidos nucleicos son polimeros
de nucledtidos. De esta manera, los acidos nucléicos y polinucleotidos como: se
utilizan en este trabajo son intercambiables. Una persona conocedora de qsta
técnica tiene la informacién general en el sentido que los acidos nucléicos éon
polinucleotidos, que pueden hidrolizarse para formar “nucleétidos” monomeéricos.
Los nucleétidos monoméricos pueden hidrolizarse para formar nucleosidos. De

acuerdo con la terminologia de este documento los polinucleotidos incluyen pero
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no se limitan a la totalidad de secuencias del acido nucléico que .se obtienen

aplicando cualquier medio disponible en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a
los medios recombinantes, como son el clonado de secuencia del écid"p nucléico a
partir de una libreria recombinante o un genoma celular, utilizando Ia"l tecnologia

corriente del clonado y el PCR™ y similares, como también por medios sintéticos.

De acuerdo con la terminologia utilizada en este trabajo, los términos “b‘plipéptido”
y “proteina” se utilizan indistintamente y se refieren a un compuesto cénformado
por residuos de aminoacidos vinculados en forma covalente por Iapsosi; péptidos.
Una proteina o péptido debera contener como minimo dos aminoécido§ Yy no se
impone ninguna limitaciéon sobre el nimero maximo de aminoacidos qué puedan
comprender una secuencia de proteinas o péptidos. Los polipeptidos incluyen
cualquier peptido o proteina que comprenda dos o méé aminoacidos unidos entre
si por enlaces de péptidos. De acuerdo con esta terminologia, el concepto se
refiere a cadenas cortas, que también se conocen cominmente en la ‘f_técnica
como péptidos, oligopeptidos y oligomeros, por ejemplo y como cadenas mas
largas que se conocen en términos generales en la técnica como proteinas,".v de las
cuales existen muchos tipos. El término “polipeptidos” incluye por ejemplo
fragmentos bioloégicamente activos, polipeptidos sustancialmente homd_logos,
oligopeptidos, homodimeros, heterodimeros, variantes de polipeétidos,
polipeptidos modificados, derivados, analogos, proteinas de fusién, entre otros.
Los polipeptidos incldyen péptidos naturales, péptidos recombinantes, péptidos

sintéticos o una combinacion de los mismos.
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El término “promotor” como se utiliza en este documento se define como una
secuencia ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o la maquinaria
sintética introducida, que se requiere para iniciar la transcripcion especifica de una

t

secuencia de polinucleotidos.

De acuerdo con esta terminologia, el término “secuencia promotora/regulatoria” se
refiere a una secuencia del acido nucléico que se requiere para expresién de, un
producto de gen vinculado operacionalmente a la secuencia promotora/regulatoria.
En algunos casos, esta secuencia puede ser la secuencia promotora nucleé y?en
otros casos, esta secuencia puede también incluir una secuencia de aumento y
otros elementos regulatorios que se requieren para la expresion del produbto
genético. La secuencia promotora/regulatoria puede por ejemplo ser aquella que

exprese el producto genético en una forma especifica para el tejido.

Un promotor “constitutivo” es una secuencia nucleétida que, cuando se vincula en
forma operacional con un polinucleotido que codifique o especifique un producto
genético, hace que este producto se genere en una célula bajo la mayoria o la

totalidad de condiciones fisiolégicas de dicha célula.

El promotor “inducible” es una secuencia de nucleétidos que cuando se vincula en

forma operacional con un polinucleotido que codifique o especifique un producto
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de gen, hace que este producto se elabore en una célula sustancialmente cuando

esté presente un inductor que corresponda al promotor dentro de la célula.

Un promotor “especifico para el tejido” es una secuencia nucleétida que cuando se
vincula en forma operacional con un polinucleotido codifica o se especifica por un
gen, haciendo que el producto genético se elabore dentro de una célula

sustancialmente tan solo si la célula corresponde al tipo celular del promotor.

El término “especificamente une” tal y como se utiliza en este trabajo con
respecto de un anticuerpo, se refiere al anticuerpo que reconozca un antigpno
especifico, pero que no reconozca sustancialmente ninguna otra molécula dentro
de una muestra. Por ejemplo, un anticuerpo que una especificamente a un
‘antigeno proveniente de una especie puede también unirse a dicho antigeno a
partir de una o mas especies. Sin embargo esta reactividad a través de especies
no modifica por si misma la cIasificacién de un anticuerpo como especifico. En
otro ejemplo, un anticuerpo que especificamente se una a un antigeno puede
también unirse a distintas formas alelicas del antigeno. Sin embargo, esta
reactividad transversal no modifica por si misma la clasificacion de un anticuerpo
como especifico. En algunos casos, los términos “uniones especificas” o
“‘especificamente unidas” se pueden utilizar con referencia a la interacciéon de un
anticuerpo, una proteina o un péptido con una segunda especie quimica, para
significar que la interaccion depende de la presencia de una estructura en

particular (por ejemplo, un determinante antigénico o epitope) en las especies
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quimicas; por ejemplo un anticuerpo reconoce y se une a una estructura especifica
de proteina en lugar de hacerlo a las proteinas en términos generales. Si un
anticuerpo es especifico para el epitope “A”, la presencia de una molécula que
contenga epitope A (o A libre sin etiquetar), dentro de una reaccién que cohtenga
“A” etiquetada y el anticuerpo, reduciran la cantidad de A etiquetada que se una al

anticuerpo.

El término “estimulacion” se refiere a una respuesta primaria inducida por la ‘Eunién
de una molécula estimulatoria (por ejemplo el complejo TCR/CD3) con su ligando
conocido mediando por lo tanto un evento de transduccién de sefial, que puede
ser entre otros la transduccién de sefal via complejo TCR/CD3. La estimulacion
puede mediar la expresion alterada de ciertas moléculas, como la subregulacion

de TGF-B y/o reorganizacién de estructuras cito esqueléticas y similares.

Una “molécula estimulatoria” tal y como se utiliza este término en el presente
documento, se refiere a una molécula en una célula T que se una especificamente
con un ligando conocido estimulatorio presente en una celular que presente el

antigeno.

El “ligando estimulatorio” como se utiliza en este trabajo se refiere a un ligando
que cuando esta presente en una célula que presente el antigeno (por ejemplo
aAPC, célula dendritica, célula B y similares) puede unirse especificamente con un

asociado conocido de vinculacién (que se conoce aqui como ‘“‘molécula
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estimulatoria”) en una célula T, mediando de esta manera una respuesta primaria
por medio de la célula T, incluyendo pero sin limitarse a la activacién, iniciacién de
respuesta inmune, proliferacién y similares. Los ligandos estimulatorios soh bien
conocidos en la técnica y comprenden entre otros aspectos las moléculas Clase |
MHC cargadas con un péptido y el anticuerpo anti-CD3, el anticuerpo anti-CD28

superagonista y un anticuerpo anti-CD2 superagonista.

El término “sujeto” incluye organismos vivientes en los cuales se puede observar
la respuesta inmune (por ejemplo en los mamiferos). Entre los ejemplos de
sujetos estan los humanos, perros, gatos, ratas machos, ratas y sus espépies

transgénicas.

De acuerdo con esta terminologia una “célula sustancialmente purificada” es
aquella que se encuentra esencialmente libre de otros tipos de células. Una
celular sustancialmente purificada se refiere también a una célula que ha sido
separada de los demas tipos celulares con los cuales se asocia normalmente en
su estado de ocurrencia natural. En algunos casos, una poblacién de células
sustancialmente purificadas se refiere a una poblacion homogénea de células. En
otros casos, este término se refiere simplemente a la célula que ha sido separada
de aquellas células con las cuales se asocia en forma natural en su estado natural.
En algunas presentaciones, las células se cultivan in vitro y en otras

presentaciones estas no se cultivan in vitro.
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El término “terapéutico” como se utiliza en este documento se refiere .a un
tratamiento y/o profilaxis. Se obtiene el objeto terapéutico mediante supresion,

remisioén o erradicacion de un estado patolégico.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidaci del
compuesto sujeto que mostrara la respuesta biolégica o medica de un tejido,
sistema o sujeto que se esta tratando de buscar por parte del investigédor,
veterinario, medico humano u otro clinico. E! término “cantidad terapéuticamfente
eficaz” incluye la cantidad de un compuesto que cuando se administré es
suficiente para prevenir el desarrollo de signos o sintomas del trastornb o
enfermedad que se trate o bien lo alivia hasta cierto punto. La cantibad
terapéuticamente eficaz variara de acuerdo con el compuesto, la patologia y su

severidad y edad, peso, etc., del sujeto que se somete a tratamiento.

“Tratar” una enfermedad segun implica este término, se refiere a reducir la
frecuencia o severidad de por lo menos un signo o sintoma de una enfermedad o

trastorno experimentado por un sujeto.

El término “transfectado” o “transformado” o “transducido” como se utiliza en este
documento se refiere a un proceso mediante el cual el &cido nucléico exégeno és
transferido o introducido dentro de la célula huésped. Una célula “transfectada” .o

“transformada” o “transducida” es aquella que ha sido transfectada, transformada
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o transducida con acido nucléico exégeno. La celular incluye la célula del sujeto

primario y su progenie.

La frase “bajo control transcripcional” o “unida operacionalmente” como se utiliza
en este documento se refiere a que el promotor esta en el sitio y orientacion
correctos en relacion con un polinucleotido para controlar la iniciacion de

transcripcion por medio de la polimerasa ARN y la expresion del polinucleotido.

Un “vector’ es una composicién de materia que comprende un acido nucléico
aislado y que puede utilizarse para administrar el acido nucléico aislado al inteqior
de una celula. Se conocen numerosos vectores en la técnica incluyendo pero sin
limitarse a los polinucleotidos lineales, polinucleotidos asociados con compuestos
ibnicos o amfifilicos, plasmidos y virus. Asi las cosas, el término “vector” inclu%ye

un plasmido o virus de replicacién auténoma. El termino también debera

interpretarse de manera que incluya compuestos no plasmidos y no virales que

faciliten la transferencia del acido nucléico al interior de las células, como es el
caso de compuestos polilicina, liposomas y similares. Entre los ejemplos de
vectores virales estan entre otros los vectores adenovirales, vectores de virus

adenoasociados, vectores retrovirales y similares.

Rangos: a través de toda esta revelacion, existen varios aspectos del invento que
se pueden presentar en un formato de rango. Deberd entenderse que la

descripcién en el formato de rango es simplemente por conveniencia y brevedad y
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no debera interpretarse como una limitacién inflexible con respecto del alcance del
invento. En este orden de ideas, la descripcién de un rango debera considérarse
como una presentacion especifica de todos los sub-rangos posibles al igual qUe de
los valores numéricos individuales al interior de dicho rango. Por ejemplo, la
descripcion de un rango de 1 a 6 deberd considerarse como revelado
especificamente en sub-rangos como aquelde 1a3,de1a4,de1a5, de2 a4,
de 2 a 6, de 3 a 6, etc., al igual que los nimeros individuales al interior de dicho
rango, por ejemplo, 1, 2, 2.7, 3, 4, 5, 53 y 6. Lo anterior se aplica

independientemente de la profundidad de dicho rango.

Descripcion

El presente invento proporciona composiciones y métodos para el tratamiento del
cancer entre otras enfermedades. El cancer puede ser una malignancia
hematoloégica, tumor solido, tumor primario o metastasis tumoral. Preferiblemente,
el cancer es una malignancia hematolégica y mas preferiblemente el cancer es
una Leucemia Linfocitica Crénica (CLL). Otras enfermedades tratables que
utilizan las composiciones y métodos del invento incluyen infecciones virales

bacteriales y parasiticas al igual que enfermedades autoinmunes.

En una presentacion, el invento proporciona una célula (por ejemplo, celular T)
modificada para que exprese un CAR en donde la célula CAR T exhibe una

propiedad anti-tumoral. El CAR del invento puede modificarse de manera que
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comprenda un dominio extracelular que tenga un dominio de unién de antigeno
fusionado con un dominio de sefalizacion intracelular de la cadena. zeta del
complejo receptor antigeno celular T (por ejemplo CD3 zeta). El CAR dél invento
cuando se expresa en una célula T estar4& en condiciones de redirigir el
reconocimiento de antigenos de acuerdo con la especificidad de unibnes del
antigeno. Un antigeno ejemplar es el CD19 por cuanto este antigeno se expresa
en las células malignas B. Sin embargo, el invento no esta limitado a enfocarse al
CD19. Mas bien, el invento incluye cualquier medio de unién del antigeno que
cuando se une a su antigeno conocido, afecta una célula tumoral de tal.manera
que la célula tumoral no puede crecer, esta llevada a morir o se afecta de alguna
manera de tal forma que la carga tumoral en un paciente disminuye o bien se
elimina. El medio de unién del antigeno se fusiona preferiblemente Eon un
dominio intracelular a partir de una o mas moIéchas co-estimulatorias y una
cadena zeta. Preferiblemente, el medio de unién del antigeno se fusiona con uno
o mas dominios intracelulares seleccionados a partir del grupo de un dominio de
sefalizacion CD137 (4-1BB), un dominio de sefalizaciéon CD28, un dominio de

sefial CD3 zeta y cualquiera de sus combinaciones.

En una presentacion, el CAR del invento comprende un dominio de sefializacion
CD137 (4-1BB). Lo anterior se debe a que el presente invento se basa
parcialmente en el descubrimiento que las respuestas de células T mediadas por
CAR pueden posteriormente mejorarse con la adicion de dominios co-

estimulatorios. Por ejemplo, la inclusién del dominio de sefializacion CD137 (4-
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1BB) que tiene una actividad anti-tumoral significativamente aumentada y una
persistencia in vivo de las células CAR T en comparacién con una célula CAR T

idéntica no se disefian para que expresen CD137 (4-1BB).

Composicién

El presente invento proporciona un receptor antigeno quimérico (CAR) que
comprende un dominio extracelular e intracelular. El dominio extracelular
comprende un elemento de unidn especifico del objetivo que se conoce: ademas
como un medio de unién con el antigeno. El dominio intracelular o més bien el
dominio citoplasmico comprende una régi()n de sefalizacion co-estimulatoria y
una porcion de cadena zeta. La region de sefializacion co-estimulatoria se refiere
a una porcién del CAR que comprende el dominio intracelular de una molécula co-
estimulatoria. Las moléculas co-estimulatorias son moléculas de superficie celular
diferentes de los receptores antigenos o de sus ligandos y se requieren para una

respuesta eficiente de los linfocitos al antigeno.

Ente el dominio extracelular y el dominio transmembrana del CAR, o entlre el
dominio citoplasmico y el dominio transmembrana del CAR, puede incorporarse un
dominio espaciador. De acuerdo. con esta terminologia “dominio espaciador” se
refiere generalmente a un oligo-o polipeptido que funciona de manera que vincule
el dominio trans-membrana al dominio celular o al dominio citoplasmico dentro de

la cadena polipeptida. ElI dominio espaciador puede comprender hasta 300
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aminoacidos, preferiblemente 10 a 100 aminoacidos y mas preferiblemente 25 a

50 aminoacidos.

Medio de unién con el Antigeno

En una presentacién, el CAR del invento comprende un elemento de. unién
especifico del objetivo al cual se conoce como un medio de unién del antigebo. La
escogencia del medio dependera del medio del tipo y numero de Iigénddbs que
definen la superficie de una célula objetivo. Por ejemplo, el dominio de unién del
antigeno puede escogerse con el fin de reconocer un ligando que actie como
marcador de superficie celular en células objetivo asociadas con un estado
particular de enfermedad. De esta manera los ejemplos de marcadores de
superficie celular que puedan actuar como ligandos para el dominio del medio de
antigeno en el CAR del invento incluyen los que se asocian con infecciones
virales, bacterianas y parasiticas, enfermedades autoinmunes vy células

cancerigenas.

En una presentacion, el CAR del invento puede disefarse para abordar un
antigeno tumoral de interés por medio de la modificacién de un medio desea@o de
uniéon del antigeno que se vincule especificamente con un antigeno o cor@ una
celula tumoral. Dentro del contexto del presente invento, los términos “antigeno
tumoral” o “antigeno de trastorno proliferativo” o “antigeno asociado con un

desorden hiperproliferativo” se referirda a los antigenos que son comunes a los
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trastornos hiperproliferativos tales como el cancer. Los antigenos analizados en
este trabajo se incluyen simplemente a manera de ejemplo. El listado no tiene por
objeto ser exclusivo y los ejemplos que se proporcionan son obvios para aquellas

personas conocedoras de la técnica.

Los antigenos tumorales son proteinas producidas por células tumorales que
despliegan una respuesta inmune, especificamente respuestas inmunes mediadas
por las células T. La seleccién del medio de unién del antigeno del presente
invento dependera del tipo en particular de cancer materia del tratamic—;nto. Los
antigenos tumorales son muy conocidos en la técnica e incluyen por ej“,emplo un
antigeno asociado con glioma, antigeno carcinoembrionico (CEA), gonadotropina
corionica B-humana, alfafetoproteina (AFP), AFP reactiva a la lectina, tiroglobulina,
RAGE-1, MN-CA IX, transcriptasa reversa de telomerasa humana, RUI, RU2
(AS),esterasa carboxilo intestinal, mut hsp70-2, M-CSF, prostata, antigeno
especifico de prostata (PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGE-1a, P53, prosteina, PSMA,
Her2/neu, survivin y telomerasa, antigeno -1 de tumor de carcinoma de prostata
(PCTA-1), MAGE, ELF2M, elastrasa neutrofila, ephrinB2, CD22, faétor de

crecimiento de insulina (IGF)-I, IGF-II, IGF-I receptor y mesotelina.

En una presentacion, el antigeno tumoral comprende uno o mas epitopes de
cancer antigénico asociados con un tumor maligno. Los tumores malignos
expresan una serie de proteinas que pueden servir como antigenos objetivo para

ataques inmune. Estas moléculas incluyen pero sin limitarse a los antigenos
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especificos del tejido tales como MART-1, tirosina y GP 100 en melanoma y
fosfatasa del acido prostatico (PAP) y antigeno especifico de préstata (PSA) en
cancer de préstata. Otras moléculas objetivo pertenecen al grupo de moléculas
relacionadas con transformacion tales como HER-2/Neu/ErbB-2 oncogeno. Sin
embargo otro grupo de antigenos objetivo son los onco-fetales como el antigeno
carcino-embrionico (CEA). En el linfoma de célula B la inmunoglobulina idiotipo
especifica del tumor constituye un antigeno real de la inmunoglobulina especificé
para el tumor que es Unica para dicho tumor en particular. Los antigenos de
diferenciacjén de célula B tales como CD19, CD20 y CD37 son otros candidatos
para los antigenos objetivo en el linfoma de Célula B. Algunos de estos antigenos
(CEA, HER-2, CD19, CD20, idiotipos) se han utilizado como objetivos Lz)ara

inmunoterapia pasiva con anticuerpos monoclonales con éxito limitado.

El tipo de antigeno tumoral al cual se hace referencia en este invento puede
también ser un antigeno especifico de tumor (TSA) o un antigeno asociado de
tumor (TAA). Un TSA es Unico para las células tumorales y no ocurre en otras
células del organismo. Un antigeno asociado con TAA no es Unico para una
célula tumoral y mas bien se expresa en una célula normal bajo condiciones que
no pueden inducir a un estado de tolerancia inmunolégica al antigeno. iLa
expresion del antigeno en el tumor puede ocurrir bajo condiciones que le permiten
al sistema inmune responder al antigeno. Los TAA pueden ser antigenos que se
expresan en células normales durante el desarrollo fetal cuando el sistema inmune

esta inmaduro y no puede responder o puede tratarse de antigenos que estan
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normalmente presentes en niveles extremadamente bajos en células normales,

pero que se expresan como niveles mucho mas elevados en células tumorales.

Los ejemplos no limitantes de antigenos TSA o TAA incluyen los siguientes:
antigenos de diferenciacion tales como MART-1/MelanA (MART-1), gp100 (Pmel
17), TIROSINA, TRP-1, TRP-2 y antigenos multilinaje especificos del tumor tales
como MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, p15; antigenos embrionicos
sobre-expresados tales como CEA; oncogenos sobreexpresados y genes mutédos
de supresor del tumor tales como p53, Ras, HER-2/neu; antigenos unico§ del
tumor resultantes de translocaciones cromosomales; tales como BCR-ABL, E2A-
PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-RAR; y antigenos virales, tales como EBVA de
antigenos del virus Epstein Barr y el papiloma virus humano (HPV) con sus
antigenos E6 y E7. Otros antigenos grandes basados en proteinas son TSP-180,
MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESO, p185erbB2, p180erbB-3, c-met,
nm-23HI, PSA, TAG-72, CA 19-9, CA 72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, beta-Catenin,
CDK4, Num-1, p 15, p 16, 43-9F, 5T4, 791Tgp72, alfa-fetoproteina, beta-HCG,
BCA225, BTAA, CA 125, CA 15-3\CA 27.29\BCAA, CA 195, CA 242, CA-50,
CAM43, CD68\PI, CO-029, FGF-5, G250, Ga733\EpCAM, HTgp-175, M344, MA-
50, MG7-Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO-1, RCASI, SDCCAG16, TA-90\Mac-2

proteina de unién\ciclofilina C- proteina asociada, TAAL6, TAG72, TLP y TPS.

En una presentacion preferida, la porcion del medio de unién del antigeno para el

CAR se enfoca en un antigeno que incluye pero sin limitarse al CD19, CD20,
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CD22, RORI, Mesotelina, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRviIll,

GD-2, MY-ESO-1 TCR, MAGE A3 y similares.

De acuerdo con el antigeno deseado que se va a abordar, el CAR del invento:se
puede disefiar para incluir el medio de unién del antigeno apropiado que sea
especifico para el objetivo deseado del antigeno. Por ejemplo, si CD19 es el
antigeno deseado que debe abordarse, se puede utilizar un anticuerpo para CD19

como medio de unién del antigeno para incorporaciéon al CAR del invento.

En una presentacion, el medio de unién del antigeno en su porcién del CAR del
invento se enfoca en CD19. Preferiblemente, la porciéon del medio de unién del
antigeno en el CAR del invento es anti-CD19 scFV, donde la secuencia del acido
nucléico del anti-CD19 scFV comprende la secuencia establecida en CEQ ID: 14.
En una bresentacién, el anti-CD19 scFV comprende la secuencia del acido
nucléico que codifica la secuencia del aminoacido de SEQ ID No.; 20. En o;'tra
presentacion, la porcién anti-CD19 scFV del CAR del invento comprende la

secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID No.:20.

Dominio de Transmembrana

Con respecto del dominio de transmembrana, el CAR se puede disefiar para que
comprenda un domino de transmembrana que se fusiona con el dominio

extracelular del CAR. En una presentacién, el dominio de transmembrana que se
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asocia en forma natural con uno de los dominios en el CAR que es el que se utiliza

para estos propoésitos. En algunos casos, el dominio de transmembrana se puede
seleccionar o modificar mediante sustitucion de aminoacidos para evitar la uhién
de tales dominios con los dominios de transmembrana de las mismas o distintas
proteinas de membrana de superficie con el objeto de minimizar las interacciones

con otras membranas del complejo receptor.

El dominio de transmembrana se puede derivar de una fuente natural o sinté?ica.
Cuando la fuente es natural, el dominio se puede derivar a partir de una protéina
unida a la membrana o de la transmembrana. Las regiones de transmembrana de
uso particular en este invento se pueden derivar (por ejemplo de por lo menos las
regiones de transmembrana) de la cadena alfa, beta o zeta del receptor de célhlas
T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37,
CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. De manera alterna el dominid de
transmembrana puede ser sintético, caso en el cual comprendera esencialmente
residuos hidrofobicos tales como leucina y valina. Preferiblemente se encontrara
una tripleta de fenilalanina, triptofan y valina en cada extremo de un dominio de
transmembrana sintética. Opcionalmente, una unién corta oligo-o polipeptfida,
preferiblemente entre 2 y 10 aminoacidos de longitud podran formar el enlace
entre el dominio de transmembrana y el dominio de seﬁali;acién citoplasmicajdel

CAR. Una pareja glicina-serina proporcionara un elemento particularmente

adecuado de unidn.
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Preferiblemente, el dominio de transmembrana en el CAR del invento es el de
trasmembrana CDS8. En una presentacion, el dominio transmembrana CD8
comprende la secuencia del acido nucléico de SEQ ID No.: 16. En una
presentacion, el dominio de transmembrana CD8 comprende la secuencia del
acido nucléico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 22. En

otra presentacién, el dominio transmembrana CD8 comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID No. 22.

En algunos casos, el dominio de transmembrana del CAR para el invento
comprende el dominio de unién CD8a. En una presentacion, el dominio de
vinculacion CD8 comprende la secuencia del acido nucléico de SEQ ID No.: 15.
En una presentacién, el dominio de vinculacion CD8 comprende la secqencia del
acido nucléico que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.;21. En
otra presentacion, el dominio de vinculacion CD8 comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID No.: 21.

Dominio Citoplasmico

El dominio citoplasmico o mas bien el dominio de sefalizacion intracelular del CAR
del invento es el responsable de la activacién de por lo menos una de las
funciones normales del efector para la célula inmune en donde el CAR se coloco.
El término “funcion de efector” se refiere a una funcion especializada de una

celula. La funcién de efector de una célula T, por ejemplo, puede ser la actividad
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citolitica o la actividad de ayuda que incluye la secrecién de las citoquinas. Asi las
cosas el termino “dominio de sefalizacion intracelular’ se refiere a la porcion de
una proteina que transduce la sefal de funcioén del efector y dirige la célula para
ejecutar una funcion especializada. Si bien en términos generales el dominio de
sefalizacion intracelular total puede utilizarse, en muchos casos no es hecesario
emplear la cadena completa. En la medida en que se utilice una porciéné truncada
del dominio de sefalizacién intracelular, dicha porcién truncada puede e}nplearse
en lugar de la cadena intacta siempre y cuando haga la transduccion de la sefal
de funcidén del efector. El termino dominio de sefalizacién intracelular tiene
entonces el significado de incluir cualquier porcién truncada del dominio de
sefializacién intracelular suficiente para transducir la sefial de la funciéon del

efector.

Los ejemplos preferidos de dominios de sefalizacién intracelulares para utilizarlos
en el CAR de este invento son entre otros las secuencias citoplasmicas del
receptor de celular T (TCR) y los correceptores que actian coordinadamente para
iniciar la transduccion de sefal luego de un enganche del receptor de antigenos, al
igual de lo que sucede con los derivados o variantes de estas secuencids y de

cualquier secuencia sintetice que desempefie la misma capacidad funcional.

Se sabe que las sefales generadas a través del TCR solamente son insuficientes
para la plena activaciéon de las células T y que se requiere por lo tanto una sefal

secundaria o co-estimulatoria. Asi las cosas, la activacion de la célula T estara
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mediada por dos clases diferenciadas de secuencias de sefalizacién citoplasmica:
aquellas que inician la activacién primaria dependiente del antigeno a trj‘avés del
TCR (secuencias primarias de sefializacion citoplasmica) y las que actlan de
manera independiente del antigeno para lograr una sefial secundaria o co-

estimulatoria (secuencia secundaria de sefializacioén citoplasmica).

Las secuencias primarias de sefalizacion citoplasmica regulan la activacion
primaria del complejo TCR bien sea de manera estimulatoria o inhibitoria. Las
secuencias primarias de sefalizacién citoplasmica que acthian enh forma
estimulatoria pueden contener motifs de sefalizacion que son conocidos como

motifs de activacién basados en tirosina inmuno-receptora o ITAMs.

Entre los ejemplos de las secuencias del ITAM que contienen sefializacion
primaria citoplasmica y que son de uso particular en el presente invento estan las
que se derivan TCR zeta, FeR gamma, FeR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3
epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b y CD66d. Se prefiere de manera lespecial
que la molécula de sefializacién citoplasmica en el CAR para el presente invento

comprenda una secuencia de sefializacion ciitoplasmica derivada de CD3 zeta.

En una presentacion preferida, el dominio citoplasmico del CAR se puede disedar
de manera que comprenda el dominio de sefializacion CD3 zeta por si mismo o en
combinacién con cualquier otro dominio o dominios citoplasmicos deseados Utiles

dentro del contexto del CAR del presente invento. Por ejemplo, el dominio
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citoplasmico del CAR puede comprender una porcién CD3 zeta de cadena y una
region de sefalizacidn co-estimulatoria. La region de senalizacion co-
estimulatoria se refiere a una porcibn del CAR que comprende el dominio
intracelular de una molécula co-estimulatoria. La molécula co-estimulatoria es de
superficie celular diferente del receptor antigeno o de sus ligandos y se requiere
para lograr una respuesta eficaz de linfocitos al antigeno. Entre los ejemplos de
dicha molécula estan CD27, CD28, 4-1BB, (CD137) OX40, CD30, CD40, PED-1,
ICOS, antigeno-1 asociado con la funcién linfocitico (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une especificamente con CD83, y similares.
De esta forma, si bien el invento se ejemplifica esencialmente con 4-1BB como
elemento de sefalizaciéon co-estimulatoria, existen otros elementos de esta misma

naturaleza que estan dentro del alcance del presente invento.

Las secuencias de sefalizacion citoplasmica al interior de la porcion de
sefalizacion citoplasmica del CAR del invento se pueden conectar entre si en
forma aleatoria o siguiendo un orden especifico. Opcionalmente, un enlace coro
oligo o polipéptido preferiblemente entre 2 y 10 aminoacidos de longitud pueden
formar el vinculo. La pareja glicina-serina proporciona un vinculo especialmente

adecuado.

En una presentacion, el dominio citoplasmico esta disefiado para que comprenda
el dominio de senalizacion de CD3-zeta y el dominio de sefializacién de CD28.

En otra presentacién, el dominio citoplasmico esta disefiado para que comprenda
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el dominio de senalizacion de CD3-zeta y el dominio de sedalizacion de 4-1BB.
En otra presentacién todavia, el dominio citoplasmico esta disefiado para que
comprenda el dominio de sefializacién de CD3-zeta y el dominio de skﬁalizacién

de CD28 y 4-1 BB.

Segun otra presentacién, el dominio citoplasmico en el CAR del in\:i(ento esta
disefiado para que comprenda el dominio de sefializacién de 4-1 BB y el dominio
de senalizacion de CD3-zeta, donde el dominio de sefializacién 4-1 BB cbmprende
la secuencia del acido nucléico establecida en SEQ ID No.: 17 y el dominio de
sefializacion de CD3-zeta comprende la secuencia del acido nucléico e%tablecida

en SEQ ID No.: 18.

En otra presentacion, el dominio citoplasmico del CAR enel invento esta disefiado
para que comprenda el dominio de sefalizacién de 4-1 BB vy el dorhinio de
sefializacion de CD3-zeta, donde el dominio de sefializacion de 4-1 BB comprende
la secuencia del acido nucléico que codifica la secuencia del aminoacido SEQ ID
No.: 23 y el dominio de sefalizacién de CD3-zeta comprende la secuedcia del

acido nucléico que codifica la secuencia del aminoacido SEQ ID No.:24

En otra presentacion mas, el dominio citoplasmico del CAR del invento esta
disefado para que comprenda el dominio de sefializacion de 4-1 BB y el dominio
de sefializacion de CD3-zeta, en donde el dominio de sefalizacion de 4:1 BB

comprende la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID No.:23 y el

L
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dominio de sefalizacién de CD3-zeta comprende la secuencia de aminoacidos

establecida en SEQ ID No.:24.
Vectores

El presente invento comp'rende un constructo ADN conformado por secuencias de
un CAR, donde dicha secuencia estd conformada por la secuencia del acido
nucléico de un medio de unién del antigeno que se vincula en forma operacional
con la secuencia de un acido nucléico de un dominio intracelular. Un dominio
intracelular ejemplar que se puede utilizar en el CAR del invento incluye pero sin
limitarse al dominio intracelular de CD3-zeta, CD28, 4-1BB y similares. En
algunos casos, el CAR puede comprender cuaiquier combinacién de CD3-zeta

CD28, 4-1 BB y similares.

En una presentacion, el CAR del invento comprende uniones anti-CD19 scFv, CD8
humano y dominio de transmembrana y dominios humanos 4-1 BB y CD3 zeta
para sefializacion. En una presentacion, el CAR del invento compredde la
secuencia de acido nucléico establecida en SEQ ID No.: 8. En otra presentacion,
el CAR del invento comprende la secuencia del acido nucléico que codifica la
secuencia del aminoacido de SEQ ID No.: 12. Segun otra presentacion, el CAR
del invento comprende la secuencia del aminoacido establecida en SEQ ID

No.:12.
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Las secuencias del acido nucléico que se codifican para las moléculas deseadas
pueden obtenerse utilizando métodos recombinantes conocidos en la técnica,
como son por ejemplo la busqueda en librerias a partir de células que expreSan el
gen, derivando el gen a partir de un vector conocido para incluir los mismos, o
aislandolos directamente de las células y tejidos que los contengan aplicando
técnicas estandar. De manera alterna, el gen de interés puede producirse

sintéticamente en lugar de clonarse.

El presente invento proporciona ademas vectores en los cuales un ADN del
presente invento se inserta. Los vectores derivados de retrovirus tales corﬁo el
lentivirus constituyen herramientas adecuadas para lograr la transferencia de
genes a largo plazo puesto que permiten una integracién estable a largo plazo de
un transgen y su programacion en las células hijas. Los vectores lentivirales
tienen la ventaja adicional sobre vectores derivados de onco-retrovirus como los
virus de la leucemia murine en cuanto a que pueden transducir células no
proliferantes, como los hepatocitos. Igualmente tienen la ventaja adicional de baja

inmunogenicidad.

En un corto resumen, la expresion de écidos nucleicos naturales o sintéticos que
codifican los CARs se logran basicamente mediante la vinculaciéon operacional de
un acido nucléico que codifica el polipeptido CAR o sus porciones con un
promotor, y que luego incorpora el constructo dentro de un vector de expresién.

Los vectores pueden ser adecuados para replicacion e integracion de eucariotas.
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Los vectores tipicos de clonado contienen terminadores de transcripcién vy
traslado, secuencias de iniciacién y promotores utiles para la regulacion de la

expresion de la secuencia deseada del acido nucléico.

La expresion constructo que se utiliza en el presente invento puede también
emplearse para inmunizacion del acido nucléico y terapia genética, aplicando Ila
entrega estandar de genes en protocolos. Los métodos para la aplicacion de
genes se conocen en la técnica. Ver por ejemplo las patentes de lés Estados
Unidos Nos. 5, 399, 346, 5, 580, 859, 5, 589, 466 que se incorporan a este
documento a manera de referencia en forma total. Segun otra presentacion, el

invento proporciona un vector para terapia genética.

El acido nuciéico se puede clonar en una serie de tipos de vectores. Por ejemplo,
el acido nucléico puede clonarse en un vector que incluya pero no se limite a un
derivado plasmido, fagemido, fago, virus animal y cosmido. Los vectores de
interés en particular incluyen vectores de expresién, de replicacion, de generacién
de sonda y vectores de secuenciamiento.

Ademas de lo anterior, el vector de expresidon puede aportarse a una célula en la
forma de vector viral. La tecnologia de vector viral es muy conocida en la técnica
y se describe por ejemplo en Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning; A
Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, New York) y en otros manuales

de virologia y biologia molecular. Los virus que son utiles como vectores son
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entre otros los retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes y
lentivirus. En términos generales, un vector adecuado contiene un origen de
replicacién funcional por lo menos en un organismo, una secuencia promotora,
sitios convenientes para endonucleasa de restriccion y uno o mas marcadores

seleccionables (ejemplo WO 01/96584; WO 01/29058; y U.S.Pat. no. 6, 326,193).

Una serie de sistemas basados en virus se han desarrollado para lograr la
transferencia de genes hacia las células mamarias. Por ejemplo, los retrovirus
proporcionan una plataforma adecuada para los sistemas de descarga de genes.
Un gen seleccionado se puede insertar dentro de un vector‘y un paquete en
articulos retrovirales empleando las técnicas conocidas en este campo del
conocimiento. El virus recombinante puede luego aislarse y pasarse Iuegq hacia
las células del sujeto bien sea in vivo 0 ex vivo. Se conoce una serie de sistemas
retrovirales en la técnica. En algunas presentaciones, se utilizan los vectores
adenovirus. Se conoce una serie de vectores adenovirus en la técnica y en una

presentacion se emplean los vectores lentivirus.

Existen algunos elementos promotores adicionales como mejoradores, que
regulan la frecuencia de iniciacion transcripcional. Basicamente, estos elementos
se ubican en la regién 30 — 110 bp hacia arriba del sitio de inicio, aun cuando una
serie de promotores hubiesen demostrado recientemente que contienen
elementos funcionales en sentido descendente con respecto del sitio de ini;Cio. El

espaciamiento entre los elementos promotores es flexible frecuentemente, de tal
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:
t

manera que la funcion de promocion se preserva cuando los elementos son
invertidos o movidos en relacién de uno al otro. Para el caso del promotor de la
quinasa timidina (tk) el espaciamiento entre los elementos promotores se puede

aumentar hasta 50 bp de separacion antes de que empiece a declinar la actividad.
]

De acuerdo con el promotor, se observa que los elementos individuales pueden

funcionar bien sea de manera cooperada o independiente para activar la

transcripcion.

Un ejemplo de un promotor adecuado es la secuencia promotora citomegalévirus
temprana e inmediata (CMV). Esta secuencia promotora es un fuerte constiftutivo
capaz de accionar altos niveles de expresion de una secuencia polinucleotida que
se v‘incule operacionalmente a esta operacion. Otro ejemplo de un promotor
adecuado es el Factor de Crecimiento de Elongacion -1a (EF-1a). Sin emtjbargo,
se pueden también utilizar otras frecuencias promotoras constitutivas, incluyendo
pero sin limitarse al promotor temprano del virus del simio 40 (SV40), el vitus de
tumores mamarios de ratas machos (MMTV), el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), el promotor de repeticion terminal larga (LTR), el promotor l\;/IoMuL
V, el promotor del virus de leucemia aviar, el promotor temprano e inmediato del
virus Epstein-Barr, el promotor del virus de sarcoma Rous, al igual que los
promotores del gen humano como son entre otros el promotor actin, el promotor
miosin, el promotor de hemoglobina y el promotor de la quinasa creatina. Por otra

parte, el invento no debe limitarse al uso de promotores constitutivogﬁ. Los

promotores inducibles también se contemplan como parte del presente invénto. El
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uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaj’i de
desencadenar una expresidon de la secuencia polinucle;’)tida que se. une
operacionalmente cuando dicha expresion se requiera, o bien desactiva la
expresion cuando esta ya no se necesita. Entre los ejemplos de los prom(;btores

inducibles estan el promotor metalitionina, el glucorticoide, el del progesterona y u

promotor de tetraciclina.

Con el propdsito de evaluar la expresion de un polipeptido CAR o porciones del
mismo, el vectof de expresidén que deba introducirse al interior de una célula
puede ademas contener un gen marcador seleccionable o un gen repq‘rtero o}
ambos para fécilitar la identificacion y seleccion de células de expresién a partir de
la poblacion de células que deban ser transferidas o infectadas a través de
vectores virales. En otros aspectos, el marcador seleccionable' puede
transportarse en un elemento separado del ADN y utilizado en procedimiéntos de
co-transfecciones. Ambos marcadores seleccionables y genes de reportes
pueden proveerse de secuencias regulatorias apropiadas para permitir la
expresion en las células huésped. Los marcadores seleccionables Gtiles son por

ejemplo los genes resistentes a antibiéticos tales como el neo y similares.

Los genes reporteros se utilizan para identificar células potenciaimente
transfectadas y para evaluar la funcionalidad de secuencias regulatorias. En
general, un gen reportero es aquel que no esta presente ni se expresa por parte

del organismo o tejido receptor y que codifica un polipéptido cuya expresion se
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manifiesta mediante ciertas propiedades facilmente detectables como es la
actividad enzimética. La expresion del gen reportero se ensaya en un momento
adecuado después que el ADN hubiese sido introducido a las células recéptoras.
Los genes reporteros adecuados pueden incluir los genes que codifican la
luciferasa, beta-galactosidasa, cloramfenicol acetil transferasa, fosfatasa alcalina
secretada o gen de proteina fluorescente verde (por ejemplo, Ui-Tei et al., 2000
FEBS Letters 479: 79 — 82). Los sistemas adecuados de expresion son muy
conocidos y se pueden elaborar aplicando técnicas conocidas o aquellas
obtenidas a nivel comercial. En general, el constructo con la regién minima de
flanqueo de 5°'que muestra el nivel mas elevado de expresion del gen reportero se
identifica como promotor. Dichas regiones promotoras pueden unirse a un gen
reportero y utilizarse para evaluar agentes para lograr la capacidad de modular la

transcripcion accionada por el promotor.

Los métodos para introducir y expresar genes dentro de una célula son conocidos
en la técnica. Dentro del contexto de un vector de expresion, este puede
rapidamente introducirse en una célula huésped, por ejemplo mamaria, bacterial,
de moho o insectq mediante uno de los métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, el vector de expresion se puede transferir al interior de una célula

huésped por accién fisica, quimica o biolégica.

Los metodos fisicos para introducir un polinucleotido dentro de una célula huésped

son entre otros la precipitacion de fosfato calcico, la lipofeccion, bombardeo de
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particulas, microinyeccion, electroporacion y similares. Los métodos para producir
células que comprendan vectores y/o acidos nucleicos exégenos se conocen
perfectamente en la técnica. Consultar por ejemplo Sambrook et al. (2001,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York). Un método preferido para la introduccion de un polinucleotido dentffo de

una célula huésped es la transfeccion de fosfato calcico.

Los métodos biologicos para introducir un polinucleotido de interés dentro de una
célula huésped son entre otros el uso de ADN y vectores ARN. Los vectores
virales y especialmente los retrovirales, se han convertido en el método mas
ampliamente utilizados para insertar genes dentro de células mamarias, por
ejemplo las humanas. Se pueden derivar otros vectores virales a partir del
lentivirus, poxvirus, virus del herpes simple |, adenovirus y virus asociados al

adeno y similares. Consultar por ejemplo U.S. Pat. Nos. 5, 350,674 y 5, 585,362.

Los medios quimicos para introducir un polinucleotido dentro de uha célula
huésped son entre otros los sistemas de dispersién coloidal, como los éomplejos
macromoleculares, monocapsulas, microesferas y sistemas basados én lipidos
entre los cuales estan las emulsiones de aceite en agua, miceles{', miceles
mezclados y liposomas. Un sistema coloidal ejemplar para utilizarlo como
vehiculo de entrega in vitro e in vivo es una liposoma (puede ser una vesicula de

membrana artificial).
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En el caso en el que se utilice un sistema de descarga no viraI{, el vehiculo
ejemplar para este caso es un liposoma. El uso de formulacion?s lipidas se
contempla para la introduccién de los acidos nucléicos dentro %de la célula
huésped (in vitro, ex vivo o in vivo). En otro aspecto, el acido nucléico se puede
asociar como un lipido. El acido nucléico asociado con un lipido puede
encapsularse en el interior acuoso de un liposoma, interesparcido aliinterior de la
capa doble de lipido en un liposoma, adhiriéndose a un liposoma ;ﬁor medio de
una molécula de unién que se asocie con el liposoma y el oligonucleétido,
atrapandose en un liposoma, haciendo complejo con liposoma, dispersandose en
una solucién que contenga un lipido, mezclandose con un lipido, combinandose
con un lipido, conteniéendose como una suspension dentro de un lipido,
conteniéndose o complejarse con un micele, o de alguna otra manera-asociandose
con un lipido. El lipido, Lipido/ADN o vector de lipido/expresiéon que se asocien a
composiciones no se limitan a ninguna estructura en particular de la solucién. Por
ejemplo, pueden estar presentes en una estructura de capa doble, como miceles o
con una estructura “colapsada”. Igualmente pueden diseminarse dentro de una
solucion, formando posiblemente agregados que no sean uniformes en cuanto a
tamario o forma. Los lipidos son sustancias grasosas que pueden ocurrir en forma
natural o a manera de lipidos sintéticos. Por ejemplo, los lipidos incluyen las gotas
grasosas que ocurren en forma natural en el citoplasma al igual qu§ la clése de
compuestos que contienen hidrocarbonos alifaticos de cadena larga y sus

derivados, como acidos grasos, alcoholes, aminos, amino-alcoholes y aldehidos.
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Los lipidos que pueden utilizarse se obtienen de fuentes comerciales. ;Por
ejemplo, se puede obtener el fosfatidilcolina dimiristi (‘DMPC”) de Sigma, ST.
Louis, MO; el dicetil fosfato (“DCP”) se puede obtener de K & K Laborat;brios
(Plainview, NY); el colesterol (“Chol”) puede obtenerse en Calbiochem — Behring;
el fosfatidilglicerol dimiristil (‘DMPG”) y otros lipidos se pueden obtener en Avanti
Polar Lipids, Inc. (Birminghan, AL). Las soluciones Stock de lipidos en clordformo
o cloroformo/metanol se pueden almacenar a una temperatura elevada de -§20° C.
El Cloroformo se utiliza como el unico solvente ya que se evapora mas fécif'imente
que el metano. El “Liposoma” es un términp genérico que comprende una s‘;erie de
vehiculos lipidos sencillos y multilaminares formados por la generacién de capas
dobles lipidas encerradas o agregados. Los liposomas se pueden caracterizar
como aquellos que tienen estructuras vesiculares con una membrana de dos
capas de fosfolipidos y un medio interno acuoso. Los liposomas muitilaminares
tienen capas de lipidos separadas por un medio acuoso. Estas se forman
espontaneamente cuando se suspenden los fosfolipidos en un exceso dej; solucién
acuosa. Los componentes lipidos se someten a un auto-reagrupamientd antes de
la formacion de estructuras cerradas y agua atrapada y solutos disueltos entre las
capas dobles del lipido (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505 — f10) Sin
embargo, las composiciones que tienen estructuras en solucion difert;i;nte de las
estructuras vesiculares normales también se incluyen en esta acti\(:idad. Por
ejemplo, los lipidos pueden asumir una estructura micelar o sencillanﬁente existir
como agregados no uniformes de moléculas de lipidos. Se contemdlan también

los complejos conformados por lipofectamina-acido nucléico.
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Independientemente del método utilizado para introducir acidos nucléicos
exégenos dentro de una célula huésped o exponer de otra manera una célula al
inhibidor del presente invento, para confirmar la presencia de la secuencia ADN
recombinante en la célula huésped,. se puede llevar a cabo una serie dé ensayos,
los cuales incluyen por ejemplo, los de “Biologia Molecular” muy bien conocidos
entre los expertos en esta campo, tales como Southern y Northern blotting, RT-
PCR y PCR,; ciertos ensayos “bioguimicos” como detectar la presencia d ausencia
de un péptido particular, por ejemplo utilizando medios inmunolégicos' (ELISA y
Western blots) o aplicando ensayos descritos en este documento para identificar

agentes que puedan ubicarse dentro del alcance de este invento.

Fuentes de células T

Antes de la expansién y modificacidn genética de las células T del invento, se
obtiene una fuente de celulas T a partir de un sujeto. Se pueden obtener ¢élulas T
de una serie de fuentes, que incluyen células mononucleares de sangre périférica,
medula 6sea, tejido de nodo linfatico, sangre del corddn, tejido del tim(p, tejido
proveniente de un sitio de infeccién, ascitos, efusion pleural, tejido de yejiga y
tumores. En algunas presentaciones de este invento, cualquier niumero de lineas
de células T disponibles en la técnica podran utilizarse y en ciertas presentaciones
de este invento, se pueden obtener las células T a partir de una unidad de'sangre

recolectada de un sujeto aplicando una serie de técnicas conocidas entre los
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expertos, tales como la separaciéon Ficoll™. En una presentacion préferida, las
células provenientes del torrente circulatorio de un individuo se obtienen mediante
aféresis. El producto aféresis contiene basicamente linfocitos, que incluyen
células T, monocitos, granulocitos, células B, otras células de glébulos blancos
.nucleadas, células de glébulos rojos y plaquetas. En una presentacion, las células
recolectadas mediante aféresis pueden lavarse para retirar la fraccion del plasma
y colocar luego las células en un buffer apropiado o medios para realizar los pasos
posteriores de procesamiento. Segun una presentacion del invento, las células
son lavadas con solucién salina bufferada en fosfato (PBS). En una presentacion
alterna, a la solucién de lavado le falta calcio y puede incluso faltarle magﬁesio y
muchos por no decir todos |os' cationes divalentes. Nuevamente sorprerﬁde la
serie de pasos iniciales de activacion en ausencia del calcio lo cual conduce a una
activacion aumentada. Como podrian observar las personas expertas en este
campo un paso de lavado puede aplicarse mediante los métodos conocidos. en ia
técnica, como puede ser la utilizaciéon de un equipo de centrifugado semi-
automatico “flow - through” (por ejemplo, el procesador de células Cobe 2991, el
Baxter CytoMate o el Haemonetics Cell Saber 5) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Después del lavado, las células pueden re-suspenderse en una Lserie
de buffers bio-compatibles que pueden ser por ejemplo, Ca®" -free, Mg?* -free
PBS, Plasma Lyte A, o cualquier otra solucion salina con buffer o sin este. De
manera alterna, los componentes no deseables de la muestra de aféresis pueden

retirarse y las células re-suspenderse directamente en medios de cultivo.
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En otra presentacién, las células T se aislan de los linfocitos de sangre periférica
haciendo lisado de las células de los glc')bulos rojos y agotando por ejemplo los
monocitos, mediante centrifugacion a través de un gradiente PER("_:OLLTM o}
mediante elutriacion centrifuga de contraflujo. Una sub-pobiacién esp..ecifica de
células T, como CD3*, CD28", CD4", CD8*, CD45RA" y CD45RO" puedé aislarse
posteriormente mediante la aplicacion de técnicas de seleccién positiva o
negativa. Por ejemplo, en una de las presentaciones, las células T se aislan
mediante incubacion utilizando esferas conjugadas anti-CD3/anti-CD28 (es decir 3
x 28), tales como DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, por un periodo de tiempo
suficiente para lograr la seleccién positiva de las células T deseadas. Seguln una
presentacién, el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos. En otra
presentacién adicional, el periodo de tiempo va desde 30 minutos hasta 36 horas o
mas y todos los valores integrales intermedios. En una presentacion adicional, el
periodo de tiempo es por lo menos de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas. En otra presentacion
preferida el periodo de tiempo es de 10 a 24 horas. En una presentacion
preferida, el tiempo de incubaciéon es de 24 horas. Para lograr el aislamiento de
las células T con respecto de pacientes que tienen leucemia, el uso de tiempos
mas prolongados de incubacién tal como 24 horas, pueden incrementar la
produccion celular. Los tiempos de incubacién mayores pueden utilizarse ¢on el
fin de aislar las células T en cualquier situacion en las cuales existan pocas células
T en comparacion con otros tipos celulares, como es el caso de aislar los linfocitos
de infiltracién tumoral (TIL) desde un tejido tumoral o desde individuos inmuno-

comprometidos. Por otra parte, el uso de tiempos mayores de incubacién podra
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incrementar la eficiencia de captura de la célula CD8+ T. Asi las cosas, mediante
la reduccion o alargamiento simple de las células T en el tiempo se |puede hacer
la unién con la esfera CD3/CD28 y/o aumentando o disminuyendo la pi;roporcién de
esferas con respecto de las células T (segun se describe mas adelajnte en este
mismo documento), las sub-poblaciones de las células T pueden seleccionarse
preferencialmente a favor o en contra en la iniciacién de cultivos o en cualquier
otro punto del tiempo durante el proceso. Adicionalmente, al aumentarse o
disminuirse la proporcion de anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28 en las esferas u
otra superficie, las sub-poblaciones de células T se pueden seleccionar
preferencialmente a favor o en contra en el inicio de cultivos o en otros puntos
deseados del tiempo. El experto podria reconocer que se pueden emplear
multiples rondas de seleccion dentro del contexto de este invento. En algunas
presentaciones, resulta deseable realizar el procedimiento de seleccién y utilizar
las células “no seleccionadas” dentro de la activacidon y proceso de expansion.
Las células “No seleccionadas” pueden también someterse a rondas posteriores

de seleccion.

El enriquecimiento de una poblaciéon de células T mediante seleccion negativa
puede lograrse mediante una combinacion de anticuerpos dirigidos = hacia
marcadores de superficie Gnicos para las células negativamente seleccionadas.
Uno de los métodos es la clasificacion celular y/o seleccion via inmuno-adherencia
magnética negativa o citometria de flujo que utiliza un coctel de anticuérpos

monoclonales dirigidos hacia marcadores de superficie celular presentes en las
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|

células negativamente seleccionadas. Por ejemplo, para el enriquecimiento de las

CD4+ mediante seleccidn negativa, un coctel monoclonal de anticuerpos inclyye

anticuerpos para CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR, y CD8. En cieftas
presentaciones, puede ser deseable enriquecer o seleccionar positivaménte
células regulatorias T que basicamente expresen CD4", CD25", CD62L", GITR", y
FoxP3*. En forma alterna, en ciertas presentaciones, las células regulatorias T se
agotan medianté esferas conjugadas anti-CD25 o aplicando otro método similar{de

seleccion.

Para el aislamiento de una poblacién deseada de células mediante seleccién
positiva 0 negativa, la concentracion de células y superficie (por ejemplo ciertas
particulas como las esferas) pueden variarse. En algunas presentaciones, resulta
deseable disminuir significativamente el volumen en el cual las esferas y células
se mezclan entre si, (por ejemplo, incrementando la concentracion de células), con
el fin de garantizar el contacto maximo de células y esferas. Por ejemplo, en una
presentacién, se utiliza una concentracién de 2 billones de células/ml. En una
presentacion, se emplea una concentracién de 1 billon de células/ml. En
presentaciones adicionales, se utilizan mas de 100 millones de células/ml. En otra
presentacion, se utiliza una concentracién de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 o0 50 miliones de células/ml. Sin embargo en otra presentaciéon, se ‘utilizo uha
concentracién de células a partir de 75, 80, 85, 90, 95 o 100 millones de
células/ml. Segun presentaciones adicionales, se pueden utilizar concentraciones

de 125 o 150 millones de células/ml. El uso de concentraciones elevadas puege
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dar como resultado un incremento en la produccion celular, activacion celular y
expansion celular. Adicionalmente, el uso de altas concentraciones celulares
permite una captura mas eficaz de células que pudieran expresar débilmente
antigenos objetivo de interés, tales como las células CDZS-negativaé T o a partir
de muestras en las cuales exista la presencia de numerosas células tumorales
(por ejemplo sangre leucémica, tejidos tumorales, etc.). Estas poblaciones de
células pueden tener un valor terapéutico y es deseable su obtencion. Por
ejemplo, el uso de elevadas concentraciones de células permite ‘lograr una
seleccién mas eficaz de células CD8+ T que normalmente tienen una expresion

mas débil de CD28.

En una presentacion relacionada, puede resultar deseable utilizar concentracipnes
menores de células. Diluyendo significativamente la mezcla de células T y la
superficie (por ejemplo ciertas particulas como esferas), se mini“miza las
interacciones entre las particulas y las células. Este procedimiento permite
seleccionar células que expresen altas cantidades de éntigenos deseados que se
unan a las particulas. Por ejemplo, las células CD4* T expresan niveles rﬁés altos
de CD28 y se capturan mas eficazmente que la célula CD8" T en concentraciones
diluidas. Segun una de las presentaciones, la concentracion de células utilizadas
es de 5 x 108/ml. Segun otras presentaciones, la concentraciéon puede variar de
aproximadamente 1 x 10°/ml hasta 1 x 10%ml y asumir cualquiera de sus valores

integrales intermedios.

82

¥



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

Segun otra presentacion, las células se pueden incubar en un rotador por tiempos
variados a diversas velocidades a una temperatura de 2 — 10°C o0 a temfperatura
ambiente. Las ceélulas T para estimulacion también se pueden congelgr ‘Iueglo de
realizar un paso de lavado. Con el deseo de no sujetarse a la tjéoria, la
congelacién y posterior descongelacién es un paso que brinda un prod@ucto mas
uniforme mediante la remocién de granulocitos y en cierta medida los rﬁonocitos
que se encuentren en la poblacién celular. Luego de realizar el paso de lavado
que remueve el plasma y plaquetas, las células pueden suspenderse en una
solucion de congelacion. Si bien muchas de las soluciones de congelacién y sus
parametros se conocen en la técnica y resultan utiles dentro de este contexto,
existe un método que implica el uso del PBS que contenga 20% DMSO y 8% de
albumina del suero humano, o medios de cultivo que contengan 10% Dextran, 40
y 5% Dextrosa, 20% de Albumina de! Suero Humano y 7.5% DMSO, o 31.25%
Plasmalyte-A, 31.25% Dextrosa, 5%, 0.45% NaCl, 10% Dextran 40 y 5% Dextrosa,
20% Albumina de!l Suero Humano y 7.5% DMSO u otros medios adecuados de
congelacién celular que contengan por ejemplo Hespan y Plasmalyte A, donde las
células se congelan a una temperatura de -80°C y a una velocidad de 1° por
minuto y se almacenan dentro de la fase de vapor de un ténque de
almacenamiento de nitrégeno liquido. Se pueden utilizar otros métodos para
congelacién controlada como también para congelacién no controlada en forma

inmediata a una temperatura de -20°C o dentro de nitrégeno liquido.
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En algunas presentaciones, las células crio preservadas se descongelan y se
lavan como se describe en este documento y se les permite estar en reposo
durante una hora a temperatura ambiente antes de su activaciéon aplicando los

métodos descritos en el presente invento.

Se contempla ademas en el contexto del invento la recoleccion de muestras de
sangre o productos de aféresis tomados de un sujeto en un periodo de tiempo
anterior al momento de expansion celular tal y como se describe en este
documento en la medida de lo necesario. En estas condiciones, la fuente de las
células que deba expandirse se recolecta en cualquier punto del tiempo que fuere
necesario y las células deseadas tales como las células T, aisladas y congeladas
para uso posterior dentro de un procedimiento de terapia celular T para c,Uanuier
numero de enfermedades o condiciones que pudieren beneficiarse de la terapia

con células T, tales como las que se describen en este documento.

En una de las présentaciones se toma una muestra de sangre o una aferesis de
un sujeto generalmente saludable. En ciertas presentaciones, se toma una
muestra de sangre o una aferesis de un sujeto generalmente saludablé quien se
encuentre en condiciones de riesgo de desarrollar una enfermedad, pero que
todavia no la hubiese desarrollado, en donde las células de interés se aislan y se
conservan para uso posterior. En algunas presentaciones, se pueden expandir las
células T, luego congelarse y utilizarse posteriormente. En ciertas preséntaciones,

se recogen las muestras provenientes de un paciente poco tiempo después del
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diagnostico de una enfermedad en particular tal y como se describe en este
documento, pero con anterioridad al inicio de cualquier tratamiento. Sfégl]n una
presentacién adicional, las células se aislan de una muestra de sangre: 0 de una
aferesis a partir de un sujeto con anterioridad a una serie de modalidades
pertinentes de tratamiento, incluyendo pero sin limitarse al tratamiento con ciertos
agentes como natalizumab, efalizumab, agentes antivirales, quimioterapia,
radiacion, agentes inmunosupresores como ciclosporin, azatioprina, metotrexato,
micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos como
CAMPATH, anticuerpos anti-CD3, citoxan, fludarabina, ciclosporina, FK506,
rapamicina, acido micofenolico, esteroides, FR901228 e irradiacion. Estos
medicamentos inhiben bien sea el calcineurin fosfatasa dependiente del calcio
(ciclosporina y FK506) o bien inhiben la qujnasa p70S6 que es importa;nte para el
factor de crecimiento ue induce la sefalizacion (rapamicina) (Liu et al., Cell
66:807-815, 199i; Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr.
Opin. Immun. 5:763-773, 1993). En una presentacién adicional, las. células se
aislan para un paciente y luego se congelan para uso posterior conjuntamente con
(es decir antes en forma simultanea o posterior) medula 6sea o trasplante de
células madre, terapia ablativa de células T utilizando agentes de qlgimioterapia
como tales, fludarabina, terapia de radiacion de esfera externa (XRT),
ciclofosfamida o anticuerpos tales como OKT3 o CAMPATH. Segln otra
presentacion, las células se aislan con anterioridad y pueden congelarse para uso
posterior para aplicar un tratamiento segun terapia ablativa de células B tales

como agentes que reaccionen al CD20, como el Rituxan.
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En otra presentacion de este invento, se obtienen las células T a pértir de un
paciente directamente después del tratamiento; en esta perspectiva se ha
observado que después de ciertos tratamientos para el cancer, en particular
cuando se utilizan medicamentos que afectan el sistema inmune, pgfaco tiempo
después del tratamiento durante el periodo en el cual los pacientes Fse podrian
estar recuperando del tratamiento, la calidad de células T obtenidasg puede ser
optima o mejorarse para lograr una mejor capacidad de expansiéon ex vivo. De
igual manera, después de la manipulacién ex vivo aplicando los métodos descritos
en este trabajo, estas células pueden encontrarse en un estado prefefencial para
mejora de procesos de injerto y expansion in vivo. Asi las cosas, se¢ contempla
dentro del contexto de este invento recolectar células sanguineas, incluyendo
céluias T, células dendriticas u otras células de linaje hematopoyético, dentro de
esta fase de recuperacioén. Por otro lado, en ciertas presentaciones, se puede
utilizar la movilizacién, (por ejemplo, movilizacién con GM-CSF) y regimenes de
acondicionamiento para crear una condicién en un sujeto en el cual la repoblacion,
recirculacion, regeneracion y/o expansién de tipos particulares de células se
favorece, especialmente durante una ventana definida de tiempo posterior a la
terapia. Los tipos ilustrativos de células incluyen células T, células B, células

dendriticas y otras células del sistema inmune.

Activacién y Expansion de Células T
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Bien sea antes o después de la modificacién genética de las células T para
expresar un CAR deseable, estas células se pueden activar y expandir aplicando
en general los métodos descritos por ejemplo en las patentes conocidas cofno u.
S. Patents 6,352,694; 6,534,055; 6,905,680; 6,692,964; 5,858,358; 6,887,466;
6,905,681; 7,144,575; 7,067,318; 7,172,869; 7,232,566; 7,175,843; 5,883,223;
6,905,874; 6,797,514; 6, 867,041 'y la publicaciéon de solicitud de Patente de los

Estados Unidos No. 20060121005.

En'general, las células T del invento se expanden por contacto con una superficie
que tenga alli adherida un agente que estimule un complejo CD3/TCR de sefal
asociada y un ligando que estimule una molécula co-estimulatoria sobre las
superficies de las células T. en particular, se pueden estimular las poblaciones de
células T como se describe aqui, mediante contacto con un anticuerpo anti-CD3, o
uno de sus fragmentos de unién al antigeno, o mediante un anticuerpo anti-Cd2
inmovilizado sobre una superficie o por contacto con un activador de la “'quinasa C
proteinica (por ejemplo, briostatin) junto con ionofores calcicos. Para la co-
estimulacion de una molécula accesoria sobre las superficies de células T, se
utiliza un ligando que una la molécula accesoria. Por ejemplo, se puede contraer
una poblacién de células T utilizando un anticuerpo an-CD3 y un anticuerpo anti-
CD28, bajo condiciones apropiadas para la estimulacién de proliferacién de
células T. Para estimular la proliferacion de células T CD4" o células T CD8", se
utilizara un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti;CD28. Entre los ejemplos de

un anticuerpo anti-CD28 estan 9.3, B-T3, XR-CD28 (Diaclone, Besancon, Francia)
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que se pueden utilizar al igual que otros métodos conocidos comunmente en la
técnica (Berg et al., Transplant Proc. 30(8):3975-3977, 1998; Haanen et al., J. Exp.
Med. 190(9):13191328, 1999; Garland et al., J. Immunol Meth. 227(1-2):53-63,

1999).

En ciertas presentaciones, la senal estimulatoria primaria y la sefal co-
estimulatoria para las células T pueden obtenerse mediante diversos prdtocolos.
Por ejemplo, los agentes que proporcionan cada una de las sefiales. pueden
encontrarse en solucién o acoplados a una superficie. Cuando se acoplan a una
superficie, los agentes pueden unirse a la misma superficie (por ejemplo en una
formacién “cis”) o a superficies distintas (por ejemplo en formacién “trans”). De
manera alterna, se puede acoplar un agente a una superficie y el otrb agente
estara en solucién. Segun una presentacion, que el agente que proporcione la
sefial co-estimulatoria se unira a una superficie celular y el agente que proporcione
la sefial de activacion primaria estara en solucién o se acopla a una superficie. En
algunas presentaciones, ambos agentes pueden encontrarse en solucion. Segun
otra presentacion, los agentes pueden estar en forma de solucion y luego unirse
transversalmente a una superficie, como una célula que exprese receptores Fc o
un anticuerpo o cualquier agente de unién que se una a los agentes, En este
contexto, consultar por ejemplo las publicaciones de solicitudes de patente de los
| Estados Unidos Nos. 20040101519 y 20060034810 con respecto de células que
presentan antigenos artificiales (aAPCs) cuyo uso se contempla para activar y

expandir las celulas T en el presente invento.
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En una de las presentaciones, los dos agentes son inmovilizados sobre esferas,
bien sea en la misma esfera como “cis” o en esferas separadas como en “trans”.
A manera de ejemplo, el agente que proporciona la sefal primaria de actifvacic')n es
un anticuerpo anti-CD3 o bien un fragmento del mismo de unién del antigeno en
tanto que el agente que proporciona la sefial co-estimulatoria es un anticuerpo
anti-CD28 o bien uno de sus fragmentos de unién al antigeno; y ambos agentes
quedan co-inmovilizados en la misma esfera en cantidades moleculares
equivalentes. Segln una presentacion, se utiliza una proporcién 1:1 de cada
anticuerpo unido a las esferas para expansion celular CD4" T y cfecimiento
celular T. En ciertos aspectos de este invento, se utiliza una prohorcién de
anticuerpos anti-CD3:CD28 unidos a las esferas de tal manera que se observa un
incremento en la expansion de células T en comparacién con la expansioén que se
detecta utilizando una proporciéon de 1:1. En una presentacion en particular se
observa un incremento a partir de aproximadamente 1 hasta aproximaaamente 3
veces en comparacién con la expansion observada utilizando una proporcién de
1:1. Segun una presentacién, la proporcion de anticuerpos CD3:CD28 unidos a
las esferas estaran en un rango desde 100:1 hasta 1:100 y todos sus valores
integrales intermedios. Segun un aspecto de este invento, mas anticuerpos anti-
CD28 se unen a las particulas que los anticuerpos anti-CD3, es decir la: proporcion
de CD3:CD28 es inferior a uno. Segun ciertas presentaciones del .invento, la

proporcion del anticuerpo, CD28 con respecto del anticuerpo anti-CD3 unidos a
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las esferas es superior a 2:1. Segun una presentacion en particular, se utiliza una
proporcién 1:100CD3:CD28 de anticuerpos unidos a la esfera.

Segun otra presentacion, se utiliza una proporcién 1:75 CD3:CD28 de anticuerpos
unidos a la esfera.

En una presentacion adicional, se utiliza una proporcion 1:50 CD3:CD28 de
anticuerpos unidos a las esferas.

En otra presentacién, una proporcién 1:30 CD3:CD28 de anticuerpo unidp a las
esferas es lo utilizado.

En otra presentacion preferida, se utiliza una proporciéon 1:10 CD3:CD28 ae
anticuerpos unidos a esferas.

En otra presentacion, se utiliza una proporcién 1:3 CD3:CD28 de anticuerpos
unidos a las esferas.

En otra presentacién mas, se utiliza una proporcion 3:1 CD3:CD28 de anticuerpos

unidos a las esferas.

Las proporciones de particulas a células desde 1:500 hasta 500:1 y sué valores
integrales intermedios pueden utilizarse para estimular células T u otras células
objetivo. Segun lo pueden apreciar las personas expertas en este campo del
cbnocimiento, la proporcion entre particulas y células puede depender dél tamario
de las particulas en relacion con las células blanco. Por ejemplo, las esferas de
tamano pequefio podrian unirse Unicamente a unas cuantas células, en tanto que
las esferas de mayor tamafio podrian unirse a muchas células. En ciertas

presentaciones la proporcién entre células y particulas se ubica en un rango desde
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1:100 hasta 100:1 y en cualquiera de sus valores intermedios y en otras
presentaciones la proporcién comprende 1:9 hasta 9:1 y cualquiera de sus val&res
'integrales intermedios, pueden ser utilizados para estimular las células T. la
_proporcién de particulas anti-CD3 y particulas acopladas anti-CD28 con respecto
de las células T que produzcan una estimulacién de células T podra varia( de

|

acuerdo con lo sefialado anteriormente, sin embargo, ciertos valores preferidos

incluyen 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1,

2:1, 311, 4:1, 6:1, 6:1, 7:1, 81, 9:1, 10:1 y 15:1 con una proporcién preferida-que
se ubica por lo menos en una relacién de 1:1 de particulas por célula T. Sé;gl:ln
una presentacion, se utiliza una proporcion de particulas a células de 1:1 o menos.
En una presentacién en particular, una proporcién de particulas a células es de
1:5. En las presentaciones posteriores, la proporcion de particulas a céiulas
puede variar de acuerdo con el dia de estimulacién. Por ejemplo, en una
presentacion, la proporcion de particulas a células va de 1:1 hasta 10:1 el primer
dio y se adicionan otras particulas mas a las células cada dia o dia de por medio
de alli en adelante hasta completar 10 dias y lograr proporciones finales desdg 1:1
hasta 1:10 (de acuerdo con los conteos celulares que se registren el dié de
adicion). Segun una presentacién en particular, la proporcion de particulas a
células es de 1:1 el primer dia de estimulacion y se ajusta a 1:5 el tercero y quinto
dia de estimulacion. Segun otra presentacién, las particulas se adici?nan
diariamente o cada tercer dia hasta alcanzar una proporcién final de 1:1 el primer
dia y de 1:5 el tercero y quinto dia de estimulacién. En otra presentacion, la

proporcidén de particulas a células es de 2:1 el primer dio de estimulacion y se
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ajusta a 1:10 el tercero y quinto dia de estimulacién. Segun otra presentacion, las
particulas se adicionan diariamente o dia de por medio hasta alcanzar una
proporcion final de 1:1 el primer dia, y de 1:10 el tercero y quinto dia de
estimulacién. Una persona experta en el tema observara que otras proporciones
pueden ser adecuadas en el presente invento. En particular, las proporcl;iones
variaran de acuerdo con el tamafio de particulas y segin el tamaiio y tipo de

células.

En presentaciones adicionales del presente invento, las células como las del tipo
T, se combinan con esferas recubiertas con el agente, y las esferas y células se
separan posteriormente, y luego se hace el cultivo celular. Segun ‘una
presentacion alterna, antes del cultivo, las esferas recubiertas con el agente y las
células no se separan sino que se cultivan conjuntamente. En una presentabién
adicional, las esferas y células se concentran en primer término mediante
aplicacion de una fuerza, que puede ser una fuerza magnética, que produce un
aumento de ligaciéon de marcadores de superficie celular, induciendo de esta

manera la estimulacién celular.

A manera de ejemplo, las proteinas de superficie celular se pueden ligar
permitiendo que las esferas paramagnéticas a las cuales se unen los anti-CD3 y
anti-CD28 (esferas 3 x 28) para hacer un contacto con las células T. En otra
presentacion las células (por ejemplo, células 10* hasta 10° T) y las esferas (por

ejemplo las esferas paramagnéticas DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T en una
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proporcién de 1:1) se combinan en un buffer, preferiblemente PBS (sin cationes
divalentes tales como calcio y magnesio). Nuevamente, las personas expertas en
la materia pueden apreciar que se puede utilizar cualquier concentracion celular.
Por ejemplo, la célula blanco puede ser muy escasa en la muestra y comptender
tan solo 0.01% de la muestra o bien en toda la muestra (es decir 100%) puede
comprender la célula blanco de interés. En este orden de ideas, cualquier ndmero
celular se ubica dentro del contexto del presente invento. En ciertas
presentaciones, resulta deseable disminuir significativamente el volumen en el que
se mezclen las particulas y células conjuntamente (es decir, incrementando la
concentracion celular), con el objeto de garantizar el maximo contacto de células
con particulas. Por ejemplo, en una de las presentaciones se utiliza una
concentracion de aproximadamente 2 billones de células/ml. Segun otra
presentacion, se utiliza un niumero superior a 100 millones de células/ml. En otra
presentacién mas, se utiliza una concentracién de células de 10. 15, 20, 25,}30,
35, 40, 45 o 50 millones de células/ml. Todavia en una presentacién mas, se
utiliza una concentracién de células de 75, 80, 85, 90, 95 o 100 millones de
céelulas/ml. En otras presentaciones, se pueden utilizar concentraciones de 125 6
150 millones de células/ml. Al utilizar elevadas concentraciones se puede obtemer
un incremento en produccién celular, activacion de las mismas y expansion
celular. Adicionalmente, el uso de altas concentraciones celulares permite una
captura mas eficiente de células que pudieren expresar débilmente los antigenbs
blanco de interés, tales como las células T negativa CD28. Estas poblaciones de

células pueden tener un valor terapéutico y seria deseable obtenerlas en ciertas
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presentaciones. Por ejemplo, utilizando altas concentraciones de células se logra
una seleccidon mas eficiente de célula CD8+ T que normalmente tiene una

expresion CD28 mas débil.

Segun una presentacibn de este invento, la mezcla puede cultivarse durante
varias horas (aproximadamente 3 horas) hasta 14 dias aproximadamente o
cualquiera de sus valores horarios integrales intermedios. Segun ofra
presentacion, la muestra puede cultivarse durante 21 dias. En una de las
presentaciones del invento las esferas y las células T se cultivan conjuntamente
durante 8 dias aproximadamente. Segun otra presentacion, las esferas yllas
células T se cultivan conjuntamente durante 2 - 3 dias. Pueden resultar
deseables varios ciclos de estimulacion tales como el tiempo de cultivo de células
T que puede ser de 60 dias o mas. Las condiciones apropiadas para el cultivo de
celulas T incluyen medios adecuados (por ejemplo, medios esenciales minimos o
medios RPMI 1640 o X-vivo 15, (Lonza)) que pueden contener factores necesafios
para proliferacion y viabilidad, incluyendo el suero (por ejemplo suero bovino fetal
o humano), interleuquiné-Z (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10M |L-
12, IL-15, TGFB y TNF-a o cualquier otro aditivo para el crecimiento de células
conocidas entre los expertos de este campo. Otros aditivos para el crecimiento
celular son entre otros el surfactante, plasmanate y agentes reductores como el N
acetil-cisteina y el 2-mercaptoetanol. Los medios pueden incluir RPMI 1640, AIM-
V, DMEM, MEM, o-MEM, F-12, X-Vivo 15y X-Vivo 20, Optimizador, con adicién de

aminoacidos, piruvato de sodio y vitaminas, bien sea libres de suero o
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suplementadas con una cantidad adecuada de suero (o0 plasma) o una serie
definida de hormonas y/o una cantidad suficiente de citoquinas para el crecimiento
y expansion de las células T. Los antibiéticos como la penicilina y estre‘ptomicina,
se incluyen tan solo en cultivos experimentales, mas no en cultivos de células que
deben infusionarse a un sujeto. Las células blanco se mantienen bajo
condiciones necesarias para apoyar el crecimiento por ejemplo a una temperatura
apropiada (37°C) y a una atmosfera correspondiente (por ejemplo, aire més 5% de

CO,).

Las células T que se hubiesen expuesto a tiempos variados de estimulacion
pueden exhibir diversas caracteristicas. Por ejemplo, los productos tipicos de
sangre o de células mononucleares de sangre periférica aferesada tienen una
_poblacion de células T ayudantes (TH, CD4") superior a la poblacién de citotéxicos
o de células T supresoras (Tc, CD8%). La expansién ex vivo de células T mediante
estimulacién de receptores CD3 y CD28 produce una poblacion de célula‘;s T que
antes de los dias 8 — 9 produce esencialmente las células Ty, mientras que en los
dias 8 — 9 la poblacién de células T comprende una poblaciéon mucho mayor de
celulas T.. En este orden de ideas, de acuerdo con el propésito del tratamiento,
la infusién a un sujeto de células T que comprende en su poblacion esencialmente
células Ty, puede presentar ventajas. De manera andloga, si se aisla un
subconjunto de células T especificas para el antigeno puede resultar beneficioso

expandir este subconjunto hasta obtener un grado mayor.
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Por otro lado, ademas de los marcadores CD4 y CD8, otros ‘marcadores
fenotipicos varian en forma significativa, pero en gran medida se : reproducen
durante el curso del proceso de expansién celular. De esta férma, dicha
reproductibilidad permite disefiar un producto de celular T activada paré propdésitos

especificos.

Aplicacién Terapéutica

El presente invento se refiere a una célula (por ejemplo, célula T) trans@ucida con
un vector lentiviral (LV). Por ejemplo, el LV codifica un CAR que cqmbina un
dominio de reconocimiento de antigeno de un anticuerpo especifico con un
dominio intracelular de CD3-zeta, CD28, 4-1BB o cualquiera de sus
combinaciones. Por lo tanto, en ciertos casos, la célula transducida T puede

mostrar una respuesta de célula T mediada por CAR.

El invento brinda el uso de un CAR para re-direccionar la especificidad de una
célula T primaria para un antigeno tumoral. De esta forma, este: invento
4
proporciona también un método para estimular una respuesta inmune mediada por
célula T para una poblacién celular blanco o tejido en un mamifero que comprenda
el paso de administrarle a dicho mamifero una célula T que exprese un CAR,

donde el CAR comprenda un medio de unién que interactle especificamente con

un blanco predeterminado, una porcién de cadena zeta que comprenda por

[
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ejemplo el dominio intracelular de CD3 zeta humano y una regién de sefializacion

co-estimulatoria.

Segun una presentacion, este invento incluye un tipo‘_de terapia celular donde las
células T se encuentran genéticamente modificadas para expresar un QAR y la
célula T CAR se infusiona a un receptor que la requiera. La célula infusio‘pada es
capaz de eliminar células tumorales en el receptor. A diferencia de las terapias
anticuerpo, las células CAR T son capaces de replicarse in vivo dandb como
resultado persistencia a largo plazo que pueda conducir al control tumoral

'

sostenido.

En una presentacion, las células CAR T del invento pueden someterse a una
expansion robusta de células T in vivo y pueden persistir por un periodo
prolongado de tiempo. Seguln otra presentacién, las células CAR T del invento
evolucionan hacia células especificas de memoria T que pueden reactivarse para
inhibir cualquier formacion o crecimiento tumoral adicional. Por ejemplo, no se
esperaba que las células CART19 del invento pudieran someterse a una
expansion robusta in vivo de células T y persistir a altos niveles por un p;teriodo
prolongado de tiempo en sangre y medula 6sea y formar células especificas de
memoria T. Sin necesidad de vincularse a una teoria en particular, las células
CAR T pueden diferenciarse in vivo en un estado central similar a la memoria en el
momento de encuentro y posterior a la eliminacién de células objetivo que

expresen el antigeno surogado.
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Sin adherirse a una teoria en particular, la respuesta de inmunidad antitumoral
mostrada por las células T modificadas por CAR pueden convertirse en una
respuesta inmune activa o pasiva. - Adicionalmente, la respuesta inmune mediada
por CAR puede ser parte de un enfoque de inmunoterapia adoptiva en el que las
células T modificadas por CAR inducen una respuesta inmune especificé al medio
de unién de antigeno en el CAR. Por ejemplo, las células CART19 muestran una

respuesta inmune especifica contra las células que expresen CD19.

Si bien los datos revelados en este trabajo muestran especificamente el vector
lentiviral que comprende el anti-CD19 scFv derivado de anticuerpo momoc‘lo,nal
murine FMC63, dominio de vinculacibn humana CD8a y transmembrana, y
dominios de sefalizacién humana 4-1BB y CD3 zeta, el invento debera
interpretarse en el sentido de incluir cualquier serie de variaciones para cada uno
de los componentes del constructo tal y como se describié en otro apartado de
este trabajo. Es deci_r, el invento incluye el uso de cualquier medio de uniéon al
antigeno én el CAR para generar una respuesta celular T mediada por CAR
especifica para el medio de unién con el antigeno. Por ejemplo, el medio de‘ul union
con el antigeno en el CAR del invento puede detectar un antigeno tumoral para los

propésitos de tratamiento de cancer.

Los canceres que pueden ser tratados incluyen tumores que no éstén

vascularizados, o que todavia no se encuentren sustancialmente vascularizados,
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al igual que tumores vascularizados. Los canceres pueden comprender tumores
no séiidos (como los tumores hematolégicos, por ejemplo, las leucemias y
linfomas) o puede tratarse de tumores sélidos. Los tipos de canceres que se
trataran con los CARs del invento incluyen pero sin limitarse al carcinoma,
blastoma y sarcoma y ciertas malignancias de leucemia o linfoides, tumores
benignos y malignos y malignancias, como sarcomas, carcinomas y melanomas.

Se incluyen también tumores/canceres de adultos y tumores/canceres pediatricos.

Los canceres hematoldgicos son aquellos que ocurren en sangre o medula ésea.
Los ejemplos de canceres hematolégicos (0 hematogenos) incluyen leucemias,
como las leucemias agudas (tales como leucemia linfocitica aguda, leucemia
mielocitica aguda, leucemia mieloginosa aguda y mieloblasticos, promielociticos,
mielomonociticps, monociticos y eritroleucemia), leucemias cronicas (como la
leucemia (granulocitica) mielocitica crénica, leucemia mielogenosa crénica y
leucemia linfocitica crénica), policitemia vera, linfoma, enfermedad de Hodgkin,
linfoma no-Hodgkin (formas indolentes y de alto grado), mieloma multiple,
macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de cadena pesada, sindrome de

mielodisplasia, leucemia celular vellosa y mielodisplasia.

Los tumores sdlidos son mas anormales de tejido que usualmente no contienen
quistes ni areas liqueidas. Los tumores soélidos pueden ser benignos o malignos.
Los tipos diversos de tumores sélidos se nombran de acuerdo con el tipo de

células que los formen (como sarcomas, carcinomas y linfomas). Entre los
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ejemplos de tumores sdlidos, como los sarcomas y carcinomas estan los
fibrosarcomas, mixosarcomas, liposarcoma, codrosarcoma, osteosarcoma y otros
sarcomas, sinovioma y mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, malignancia linfoide, cancer pancreatico,
cancer de seno, canceres de pulmén, ovarico, de préstata, hepatocelular,
carcinoma de célula escamosa, carcinoma de célula basal, adenocarcinoma,
carcinoma de glandula sudoripara, carcinoma de tiroides medular, carcinoma de
tiroides papilar, carcinoma de glandula sebacea de feocromocitoma, carcinoma
papilar, adenocarcinoma papilar, carcinoma medular, carcinoma broy&wcogenico,
carcinoma de célula renal, hepatoma, carcinoma del ducto biliar, corioéarcinoma,
tumor de Wilm, cancer cervical, tumor testicular, seminoma, carcinoma. de vejiga,
melanoma y tumores del sistema nervioso central (como glioma (tales como el
glioma de tallo cerebral y gliomas combinados) glioblastomas (que se conocen
también como glioblastomas multiformes) astrocitoma, linfoma del Sistema
Nervioso  Central, germinoma, meduloblastoma, craniofariogioma de
Schwannoma, ependinoma, pinealoma, hemangioblsatoma, neuroma acustico,
oligodendroglioma, menangioma, neuroblastoma, retinoblastoma y metastasis

cerebral).

En una presentacion, la porcion del medio de antigeno del CAR del invento esta
disefiada para tratar un cancer en particular. Por ejemplo, el CAR disefiado para

abordar el CD19 puede también utilizarse para tratar canceres y desordenes que

incluyen pero no se limitan al pre-B ALL (indicacion pediatrica), ALL adulto, linfoma
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celular mantle, linfoma' celular difuso grande B, trasplante de medula 6ésea

alogenica salvaje y similares.

En otra presentacion, el CAR puede disefarse para abordar el CDZiZ para el

tratamiento de linfoma de células B difusas y grandes.

En una presentacion, los canceres y desordenes incluyen pero sin limitarse al pre-
B ALL (indicacién pediatrica), ALL adulto, linfoma celular mantle, linfoma celular B
grande y difuso, trasplante de medula 6sea post alogenica salvaje y similares que
pueden tratarse utilizando una combinacién de CARs que aborden CD19, CD20,

CD22 y RORI.

En una presentacién, el CAR se puede disefar para abordar mesotelina para

tratamiento de mesotelioma, cancer pancreatico, cancer de ovario y similares.

En una presentacion, el CAR puede disefiarse para abordar CD33/IL3Ra para el

tratamiento de leucemia mielogenosa aguda y similares.
En una presentacion, el CAR puede disefiarse para abordar c-Met para el

tratamiento del cancer de seno negativo triple, cancer de pulmén celular no

pequerfio y similares.
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En una presentacion, el CAR puede disefiarse para abordar PSMA para el

tratamiento de cancer prostatico y similares.

En una presentacion, el CAR puede disefiarse para abordar Glicolipido F77_: para el

tratamiento de cancer de prostata y similares.

En una presentacién, el CAR puede disefiarse para abordar el EGFRvIll para

!

tratar el gliobastoma y similares.

En una presentacion, se puede disefiar el CAR para abordar el GD-2 para, tratar el

neuroblastoma, melanoma y similares.

En una presentacion, se puede disefiar el CAR para abordar el NY-ESO-1 TCR

para tratar el mieloma, sarcoma, melanoma y similares.

En una presentacion, se puede disefar el CAR para abordar el MAGE A3 TCR

para tratar el mieloma, sarcoma, melanoma y similares.

No obstante lo anterior, el invento no debe interpretarse como limitado Unicamente
a los objetivos de antigeno y enfermedades descritas; mas bien, el invento debe
interpretarse de manera que se incluya el blanco antigénico asociado con una

enfermedad donde el CAR se puede utilizar para el tratamiento de la misma.
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Las células T modificadas por el CAR del invento también pueden utilizarse como
un tipo de vacuna par inmunizacién ex vivo y/o terapia in vivo en un mamifero.

Preferiblemente este mamifero es un humano.

Con respecto de la inmunizacién ex vivo, por lo menos uno de los siguientes
eventos ocurre in vitro antes de la administracion de la célula a un mamifero: i)
expansion de las células, ii) introduccidén d un acido nucléico que codifica un CAR

para las células, y/o iii) crio preservaciéon de células.

Los procedimientos ex vivo son bien conocidos en la técnica y se analizan de
manera mas completa a continuacion. En forma breve, las células se aislan de un
'mamifero (preferiblemente un humano) y se modifican genéticamente (es decir, se
transducen o transfectan in vitro) con un vector que expresa un CAR descrito en
este trabajo. La célula modificada por el CAR se puede administrar a un receptor
mamifero para suministrarle un beneficio terapéutico. El receptor mamifero puede
ser un humano y la célula modificada por el CAR puede ser autologa con respecto
del receptor. En forma alterna, las células pueden ser alogenicas, sing‘eneicas o

xenogeneicas con respecto del receptor.

El procedimiento para expansiéon ex vivo del tallo hematopoyético y de las células
progenitoras se describe en U.S. Pat. No. 5, 199,942, que se incorpora a este
documento a manera de referencia, y se puede aplicar a la célula de este invento.

Otros métodos adecuados se conocen en este campo de aplicacién, por lo tanto
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el presente invento no se limita a ningin método en particular de expgnsién ex
vivo de las ceélulas. En términos breves, el cultivo ex vivo y la expansién de
células T comprende: (1) recoleccion del tallo hematopoyético CD34+ y de las
células progenitoras a partir de un mamifero tomandose del cultivo de sangre
periférica o de los explantes de médula 6sea; y (2) expandiendo dichas células ex
vivo. Ademas de los factores de crecimiento celular descritos en U.S. Pat. No. 5,
199,942, existen otros factores como flt3-L, IL, I, IL-3 y c-kit ligandos, que se

pueden utilizar para cultivar y expandir las células.

Ademas de utilizar una vacuna basada en células en términos de inmunizacion ex
vivo, el presente invento también brinda composiciones y métodos para
inmunizacién in vivo con el objeto de mostrar una respuesta inmune dirigida

contra un antigeno en un paciente.

En términos generales, las células activadas y expandidas como se describe en
este trabajo se pueden utilizar para el tratamiento y prevenciéon de enfermedades
que surjan en individuos que se encuentren inmuno-comprometidos. En particular,
las celulas T modificadas por CAR del invento se utilizan para el tratamielnto de
CCL. Para ciertas presentaciones, las células del invento se utilizan en el
tratamiento de pacientes que se encuentren en condiciones de riesgo para
desarrollar CCL. Asi las cosas, el presente invento proporciona métodos para el

tratamiento o prevenciéon de CCL e incluye la administracién a un sujeto que lo

104

\@%



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

necesite de una cantidad terapéuticamente eficaz de las células T modificadas por

CAR del invento.

Las células T modificadas por CAR del presente invento se pueden administrar
bien sea solas, o en forma de compbsicic’an farmacéutica en combinacién con
diluyentes y/o con otros componentes tales como IL-2 u otras citoquinas o
poblaciones celulares.  Brevemente, las composiciones farmacéuticas del
presente invento pueden comprender una poblaciéon de células blanco como se
describe en este documento, en combinacién con uno o mas portadores
farmacéutica o fisiologicamente aceptables, diluyentes o excipientes. Dichas
composiciones pueden comprender buffers tales como solucién salina buferada
neutra, solucién salina buferada de fosfato y similares; carbohidratos tal.es como
glucosa, manosa, sucrosa o dextranes, manito; proteinas; polipe;:)tidos o}
aminoacidos tales como glicina, antioxidantes; agentes quelantes como EDTA o
glutatione; adyuvantes (por ejemplo, hidréxido de aluminio); y preservativos. Las
composiciones del presente invento se formulan preferiblemente‘_? para

administracién por via intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas de este invento se pueden administrar de
manera apropiada para la enfermedad que deba tratarse (o prevenirse). La
cantidad y frecuencia de administracion se determinaran por medio de factores

como la condicion del paciente y el tipo y severidad de la patologia del paciente,
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aun cuando las dosificaciones apropiadas pueden ser establecidas por medio de

ensayos clinicos.

Cuando se sefialan las expresiones “cantidad inmunoldégicamente t' eficaz”,
‘cantidad antitumoral eficaz’, “cantidad inhibidora de tumores” o “éantidad
terapéutica”, la cantidad precisa de las composiciones de este invento que deben
administrarse se estableceran por parte del médico teniendo en cuenta diferencias
individuales en términos de edad, peso corporal, tamafo del tumor, grédo de
infeccion o metastasis y condicién del paciente (sujeto). Se puede estable;:er en
términos generales que una composicion farmacéutica que comprenda las éiélulas

T que se describen en este documento pueden administrarse a una dosis de 10*

hasta 10° células/kg peso corporal, preferiblemente 10° hasta 10° células/kg pesos .

corporal, incluyendo todos los valores integrales que se encuentren dentro de
dichos rangos. Las composiciones de células T también se pueden administrar
multiples veces con estas dosis. Las células se pueden administrar utilizé',ndo
técnicas de infusién que son muy conocidas en la inmunoterapia (ver, Rosenb_erg
et al., New Eng. J.of Med. 319:1676, 1988). La dosificacién optima y el régimen
de trétamiento para un paciente en particular se puede establecer répidamehte
por parte de un experto en la ciencia de la medicina monitoreando el paciente para

detectar signos de la patologia y ajustando el tratamiento segn corresponda.

Para ciertas presentaciones, puede ser adecuado administrar células T activadas

a un sujeto y luego sacarle posteriormente sangre (o lograr que se realice una
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aféresis), activando las células T a partir de este procedimiento de acﬁerdo con
este invento, y haciendo re infusiéon al paciente de estas células T activadas y
expandidas. Este proceso se puede realizar multiples veces cadé! ciertas
semanas. Para algunas presentaciones, las células T se pueden activar a partir
de tomas de sangre desde 10 cc hasta 400 cc. En algunos casos, las célu[as T se
activan a partir de tomas de sangre de 20cc, 30cc, 40cc, 50cc, 60cc, 70ce¢, 80cc,
90cc o 100cc. Para no apegarnos a una teoria en particular, el uso de estas
multiples re infusiones de sangre el protocolo puede servir para seleccionar ciertas

poblaciones de células T.

La administracion de las composiciones del sujeto pueden realizarse de cualquier
manera adecuada, incluyendo la inhalacion de aerosol, inyeccion, ingesta,
transfusion, implante o transplante. Las composiciones descritas en este trabajo
se pueden administrar a un paciente por via sub-cutanea, intradérmica,
intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, por inyecciéon intravenosa
(i.v.) o intraperitoneal. En uno de los casos, la composicién de células T de este
trabajo se administran a un paciente por medio de inyeccion intradérmica o sUgb-
cutanea. En otro caso, las composiciones de las células T de este invento  se
administran preferiblemente por inyeccién i.v. Las composiciones de la célula T se

pueden inyectar directamente en un tumor, nodo linfatico o sitio de infeccion.

En algunas presentaciones de este invento, las células activadas y expandidas

que utilicen los métodos que se describen aqui, u otros métodos conocidos en:
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este campo en donde las células T queden expandidas a niveles terapeéuticos, se
les administra a un paciente conjuntamente con (por ejemplo, antes en forma
simultanea o posterior) cualquier numero de modalidades relevantes de
tratamiento, incluyendo pero sin limitarse al tratamiento con agentes tales ¢omo
terapia antiviral, cidofovir e interluquina-2, Citarabina (que se conoce tarﬁbién
como ARA-C) o tratamiento natalizumab para pacientes MS o tratamiento
efalizumab para pacientes con soriasis u otros tratamientos para pacientesvcon
PML. En casos posteriores, las células T de este trabajo pueden utilizarse en
combinacidén con quimioterapia, radiacion, agentes inmunosupresores, tales cbmo
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u d,tros
agentes inmunoablativos como CAM PATH, aticuerpos anti-CD3 u otras terapias
de anticuerpos, citoxinas, fludaribina, ciclosporina, FK508, rapamicina, acido
micofenolico, esteroides FR901228, citoquinés e irradiacion. Estos medicameritos
inhiben el calcinerun fosfatasa dependiente del calcio (ciclosporina y FK506) o
bien inhiben la quinasa p70S6 que es importante para el factor de crecimiento que
induce sefalizacion (rafamicina) (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991; Henderson et
al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin. Immun. 5:763-773, 1993).
En una presentacion adicional, las composiciones celulares de este trabajo se
administran al paciente con (es decir, an tes, simultaneamente, o con
posterioridad) trasplante de medula ésea, terapia ablativa de células T utilizando
agentes de quimioterapia tales como fludarabina, terapia de radiacién con rayo
externo (XRT), ciclofosfamida o anticuerpos tales como OKT3 o CAMPATH. En

otro caso, las composiciones celulares de este invento se administran después de
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la terapia ablativa de células B tales como agentes que reaccionan con CD20, por
ejemplo Rituxan. Por ejemplo, e una presentacion los sujetos se pueden someter
a un tratamiento estandar con altas dosis de quimioterapia seguidas por trasp!ante
de células madre de sangre periférica. En ciertas presentaciones, después del
trasplante, los sujetos reciben una infusién de las células inmune expandidaé de
este trabajo. En un caso adicional, las células expandidas son administradas

antes o después de la cirugia.

La dosificacién de los tratamientos descritos anteriormente para administrarlc?s a
un paciente variara con respecto de la naturaleza precisa de la condicion qué se
trate y de los receptores del tratamiento. La escalada de dosis para
administracién humana se puede realizar de acuerdo con las practicas aceptadas
por este campo de investigacién. La dosis para CAMPATH, por ejemplo, se
ubicara en términos generales dentro del rango de 1 hasta 100 img
aproximadamente para un paciente adulto, con administracién diaria por lo general
durante un periodo entre 1 y 30 dias. La dosis diaria preferida es de 1 a 10 mg por

dia aun cuando en algunos casos se pueden utilizar dosis mayores hasta de 40

mg por dia (segun se describe en la patente U.S. Patent No. 6, 120,766).
EJEMPLOS EXPERIMENTALES

El invento se describe adicionalmente en detalle por referencia a los siguientes

ejemplos experimentales. Estos ejemplos se proporcionan para fines de
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ilustracién anicamente y no tiene por objeto ser limitantes a menos que: se
especifique un procedimiento distinto. De esta manera, el invento no deberia en
ninguna forma interpretarse como limitado a los siguientes ejemplos, sino mas
bien debe interpretarse como el encierro de todas y cada una de las variaciones

que se hacen evidentes como resultado de la demostracion que se explicita en

este frabajo.

Sin una descripcién adicional, se considera que una persona con conocimientos
en la materia puede mediante el uso de la descripciéon que precede y manejando
los siguientes ejemplos ilustrativos, realizar y utilizar los compuestos de este
invento y practicar los métodos reivindicados. Los siguientes ejemplos de trabajo
por consiguiente sefialan especificamente las presentaciones preferidas de este
invento'y no deben interpretarse como una limitacién en forma alguna de la pafrte

restante de la revelacion.

Eiemplo 1: Célula T que expresan receptores quiméricos, establecen memoria_y

efectos antitumorales potentes en pacientes con leucemia avanzada.

Los linfocitos modificados para expresar receptores de antigenos quiméricos
(CARs) han demostrado minima expansién in vivo y efectos antitumorales en
ensayos clinicos previos. Los resultados que se presentan en este trabajo
demuestran que las células CAR T.que contienen CD137 desempefian una

actividad clinica resistente y potente sin transversalidad a partir de la infusién en
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tres de los tres pacientes tratados con Leucemia Linfocitica Crénica Avanzada
(CLL). Las ceélulas T modificadas se expandieron mas de 1000 veces in Avivo,
migraron hacia la medula 6sea y continuaron expresando CARs funcionales a
L
niveles elevados durante 6 meses como minimo. En promedio, cada célula
infusionada CAR+ T erradico como minimo 1000 células CLL. Se demostrd, una
respuesta inmune especifica A CD19 en sangre y medula 6sea, acompaﬁadg de
remision completa en dos de los tres pacientes. Una porcién de las células
persiste como célula de memoria CAR+ T, indicando el potencial de este enfoque

restringido no-MHC para el tratamiento eficaz de condiciones malignas de células

B.

Los materiales y métodos utilizados en estos experimentos se describen a

continuacién.

Materiales y Métodos

Declaracion General de Laboratorio

El procesamiento, congelacién y analisis de laboratorio para las muestras de
investigacién se realizaron en el Laboratorio de Estudios Translacionales: y
Correlativos de la Universidad de Pensilvania que opera bajo los principios de
Buenas Practicas de Laboratorio con los SOP establecidos y/o protocolos para

recibo, procesamiento, congelado y analisis de muestras. El desempeiio de los
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ensayos y reporte de datos estan de acuerdo con las guias MIATA (Janetzki et

al., 2009, Immunity 31:527-528).

Disefno de Protocolo

El ensayo clinico (NCT01029366) se llevo a cabo como se diagrama en la Figura
. 1. Los pacientes con condicibn maligna hematolégica positiva CD19 con
enfermedad persistente luego de por lo menos dos regimenes previos de
tratamiento y que no fueron elegibles para trasplante de célula madre alogenica
fueron elegibles para el estudio. Luego de la reubicacion de tumor, las células T
de sangre periférica para elaboracion de CAR19 se recolectaron mediante aféresis
y a los sujetos se les aplico una serie sencilla de quimioterapia como se espeqifica
en la Figura 10 durante la semana anterior a la infusion. Se administraron las
células CAR19 mediante infusion intravenosa utilizando un régimen de dosis
dividida de 3 dias (10%, 30% y 60%) en la dosis que se indica en la Figura 10 y
dentro de las disponibilidades, se administro una segunda dosis el dia 10.
Solamente el paciente UPN 02 poseia células suficientes para una segunda
infusion. Los sujetos fueron evaluados en cuanto a toxicidad y respuesta a
intervalos frecuentes durante 6 meses como minimo. El protocolo fue aprobado
por la Agencia de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos, por el Comité
Asesor Recombinante ADN y por la Junta Institucional de Revisiéon de la
Universidad de Pensilvania. El primer dia de infusiéon se establecié como dia de

estudio 0.
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Sujetos: Resumen Clinico

Los resimenes clinicos se especifican en la Figura 10 y se suministran historias
clinicas detalladas en otro aparte de este documento. El paciente UPN 01 fue
diagnosticado bor primera vez con célula etapa [IB CLL a la edad de 55 afios. El
paciente se considero asintomatico y luego se observo durante 1-1/2 afos
aproximadamente hasta cuando requiri6 terapia para linfocitosis progresiva,
trombocitopenia, adenopatia y esplenomegalia. Durante el periodo de tiempo del
estudio, el paciente recibié lineas previas de terapia. La terapia mas reciente
correspondi6é a 2 ciclos de pentostatin, ciclofosfamida y rituximab 2 meses' antes
de la infusién celular CART19 con respuesta minima. El paciente luego recibié un
ciclo de bendamustina como quimioterapia linfoagotante con anterioridad a la

infusion celular CART-19.

El paciente UPN 02 fue diagnosticado en primer término con CLL ala edac‘él de 68
afos cuando se presento con eventos de fatiga y leucositosis. El paciente se
mostro relativamente estable durante 4 afios y luego desarrollo leucositosis
progresiva (195,000/ul) anemia y trombositopenia que requirieron de terapia. El
analisis cariotipico demostrd que las células CLL habian hecho eliminacion del
cromosoma 17p. En razén de la enfermedad progresiva, el paciente fue'tratado
con alemtuzumab con respuesta parcial pero dentro del término de uno y medio

anos el paciente presento una enfermedad progresiva. EIl paciente fue tratado
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nuevamente con alemtuzumab durante 18 semanas con respuesta parcial y un

afio de avance de intervalo libre. El paciente recibid luego dos ciclos de

bendamustina con rituximab sin observarse ninguna respuesta significativa

(Figura 5?). EIl paciente recibid luego un solo agente bendamustina como

quimioterapia linfoagotadora con anterioridad a la infusién celular CAR19.

El paciente UPN 03 se presento a la edad de 50 afios con una etapa asintomética
1CLL y se le hizo seguimiento durante varios afos. EI paciente presento
leucositosis progresiva (conteo de gldbulos blancos de 92,000/ul) y adenopatia
progresiva que requirié de terapia. E! paciente recibié dos ciclos de rituximab con
fludarabina que dio como resultado la normalizacién de conteos sanguineos y
mejoras significativas aun cuando no hubo una resolucién completa en cuanto a la
adenopatia. El paciente tuvo un intervalo libre de progreso de aproximadamente
tres afos. Las pruebas cariotipicas mostraron que las células contenian
eliminacién del cromosoma 17p con FISH que demostrdé una eliminacién TP53 en
170 de 200 células. En los siguientes afios el paciente requirié 3 lineas diversas
de terapia (Figura 10) para leucositosis progresiva y adenopatia, recibiendo por
ultimo alemtuzumab con respuesta parcial 6 meses antes de la infusion celular
CART-19. El paciente recibié pentostatin y cicofosfamida como quimioterapia

linfoagotante con anterioridad a la infusion celular CAR19.

Produccién de Vectores
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El transgen CD19-BB-z (GeMCRIS 0607-793) fue disefiado y construido sggun
descripcion (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17:1453-1464). El Vector Lentiviral se
produjo de acuerdo con las buenas practicas de manufactura vigentes, utilizando
un enfoque de produccién triplasmido en Lentigen Corporation segun descripcion

(Zufferey et al., 1997, Nature biotechnol 15:87-875).

Preparacion del producto celular CART19

Los métodos de preparacién T utilizando esferas de polistireno paramagnético
recubiertas con anticuérpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 se describiéron
en este estudio (Laport et al, 2003, Blood 102: 2004-2013) se realizo la
transduccion lentiviral de acuerdo con la descripcion (Levine et al., 20066, Ii'-’roc

Natl Acad Sci U.S.A. 103:17372-17377).

Métodos para calculo de carga tumoral

La carga CLL en linea basal se calculo como se aprecia en la Figura 10. La
cantidad de células CLL se calculé en medula 6sea, sangre y tejidos linfoides

secundarios de acuerdo con la descripcion que se presenta mas adelante.

Médula ésea: en adultos saludables la medula ésea representa aproximadamente
el 5% del peso total corporal (Woodard et al., 1960, Phys Med Biol, 5:57-59; Bigler

et al., 1976, Health Phys 31:213-218). La medula 6sea en muestras de cresta
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iliaca tiene un porcentaje cada vez mayor de medula inactiva (grasosa)'; con
respecto de la edad, elevandose a partir deAI, 20% de la medula total a la edad de 5
anos hasta el 50% aproximadamente a la edad de 35, época en la cual permanece
estable hasta la edad de 65 anos y luego se eleva al 67% aproximadament%a de
medula inactiva en la edad de 75 afos (Harstsocket al., 1965, Am J Clin i?ath
43:326-331). El valor internacional de referencia para el peso esquelético totél de
medula activa (roja) e inactiva (grasosa) para hombres a la edad de 35 es de
1170g actuaimente y de 2480g respéctivamente (datos anatémicos vy fisioldgicos
basicos que se utilizan en proteccion radioldgica): esqueleto de animales de ICRP,
Vol. 25(ed. Smith, H) 58 — 68 (Reporte de Grupo de Tareas del Comité 2 de la
Comisiéon Internacional sobre la Proteccion Radiolégica, Oxford, 1995)). Los
hombres adultos entre las edades de 35 a 65 afos tienen medulas que
representan el 5.0% del peso total corporal, que se conforma con 1.6% como
medula activa (roja) y 3.4% como medula inactiva (grasosa) (datos anatémicos y
fisiolégicos basicos utilizados en proteccién radiologica: esqueleto de animales ’del
ICRP, Vol. 25 (ed. Smith, H.) 58-68 (Informe de Grupo de Tareas del Comité 2de
la Comision Internacional sobre Proteccién Radiologia, Oxford, 1995)). De
acuerdo con la biopsia de medula 6sea y las muestras de aspirado, el peso de 1a
célula CLL para los tres pacientes en la linea basal se calculo como se puede
apreciar en la Tabla 1. Estos estimados en total de la masa ésea CLL ;e
transformaron luego en el nimero celular total CLL en la medula utilizando 1kg =
10" células, y los nimeros resultantes se pueden apreciar en la Figura 10. Estos

calculos se basan en el supuesto que el CLL tiene una distribuciéon uniforme en la
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medula 6sea. Para el paciente UPN 01, los calculos demuestran péra el caso de
una biopsia de medula que se obtuvo antes de la quimioterapia con bendamustina,
y para un aspirado obtenido después de la bendamustina y la infusién previa a
CART19. Los valores son menos precisos para el aspirado del dia 1 en
comparacién con la muestra de biopsia del dia 14debido a limitaciones técnicas
del aspirado del dia 1. El paciente UPN 02 tuvo una sola muestra de biopsia pre-
tratamiento que mostro reposicién completa de medula por CLL. Este paciente
presento una muestra sin cambios el dia 30 post CART19. La carga de medula
para el paciente UPN 03 se calculé de acuerdo con una post quimioterapia y una

biopsia pre CART19.

Tabla 1: Masa de Médula

Peso de medula | Peso de medula | Medula total
activa (kg) inactiva (kg) (kg)
Hombres normales
(norma de
referencia ICRP) 1.17 2.48 3.65
UPN 01 dia 14
(95% celular) 3.47 0.18 3.65
UPN 02 dia 47
(95% celular) 3.47 0.18 3.65
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UPN 03 dia 1

(60% celular) 219 1.46 3.65
Peso de CLL (KG)

UPN 01 dia 14
(70% CLL)
UPN 01 dia 1 2.43

(50% CLL por

coagulo) 1.73
UPN 02 dia 47

(>95% CLL) 3.29
UPN 03 dia 1

(40% CLL) 0.88

Sangre: solamente el paciente UPN 02 presento carga tumoral sustancial CLL en
la infusion sanguinea pre-CART19. La citometria de flujo demostré que las células
tenian un fenotipo tipico como poblacién clonal con una superficie leve restringida
por capa CD5+CD10-CD19 CD20 (dim)+ CD3 (variable)+ IgM-B de poblac"ién
celular. Aproximadamente el 35% de las células CLL co-expresaron CD38. La
carga CLL no se aclaro con tres ciclos de quimioterapia con bendamustina y
estuvo presente en el momento de la infusion de CART19. En el momento de la
infusion CART19, el conteo CLL en sangre fue de 55,000 células/ul. Asumiendo

un volumen sanguineo de 5.01l, el paciente UPN 02 tuvo 2.75 x 10" células CLL
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en sangre el dia cero. Dado el valor WBC normal en términos generales en los
pacientes 01 y 03, la carga circulante de enfermedad en estos pacientes no se
pudo calcular, lo cual podria conducir a un sub-estimado ligero de carga total

corporal.

Tejidos linfoides secundarios: el volumen de linfadenopatia y esplenomegalia se
cuantifico en los scan axial CT utilizando un software aprobado por la FDA. Los
volumenes se aplican a térax, abdomen y pelvis solamente. Las masas
provenientes del cuerpo vertebral T 1 hasta el nivel de bifurcacién de la arteria
femoral comin se midieron para todos los pacientes, y en algunos de ellos, los
nodos en el area inguinal también se incluyeron. Los nodos en cabeza/cuello y
extremidades se excluyeron d.el analisis e igualmente se retiraron del nimero de
células blanco CLL de linea basal, lo cual podria también conducir a un sub-
estimado ligero de la carga total del cuerpo. Los pacientes UPN 01 y 03 han
tenido remisiones sostenidas combletas superiores a 6 meses y de esta manera la
formula (volumen de linea basal — volumen a 3 meses) se utilizo para determihar
la reduccion en la carga tumoral a partir de la linea basal. El paciente UPN 02
presento una enfermedad estable en cuanto a la adenopatia y en estas
condiciones la masa tumoral de linea basal se calcuio restando el volumen
esplénico de referencia de la edad que se comparo con hombres saludables
(Harris et al., 2010, Eur J Radiol 75:€97-e101). La masa tumoral de linea basal se
convirtié en células CLL utilizando un enfoque de densidad (densidad 1 kg/l, y 1

kg = 1012 células) para las células o bien un enfoque de volumen (CLL que tienen
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un diametro de 10um o 600fl, asumiendo una forma esférica) y ambos valores de
presentan en la Figura 10. Los volimenes tumorales en tejidos linfoides
secundarios de los tres pacientes se pueden apreciar mas adelante en [a Tabla 2

de acuerdo con los calculos a partir de los scan CT disponibles.

Tabla 2: Volimenes de Tumor

Paciente Dia de Volumen LN | Volumen de Volumen
estudio (mm3) Vejiga (mm3) | Total:(mm3)

UPN 01 -37 239655 1619180 1858835

1 MES 105005 1258575 136358_0

3 MESES 65060 1176625 1241685
UPN 02 -24 115990 1166800 1282790

1 MES 111755 940960 1052715
UPN 03 -10 239160 435825 674985

1 MES 111525 371200 482725

3 MESES 47245 299860 347105

El scan CT de linea basal para el paciente UPN 01 se realiz6 8 dias después de 2
ciclos de pentostatin/ ciclofosfamide/ rituximab y no se mostro ninguna respuesta
ante este régimen de quimioterapia en comparacién con el scan previo CT. El

paciente tuvo un ciclo de bendamustine antes del CART 19 y en estas
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condiciones, el cambio en cuanto a volumen tumoral a partir del dia 37 hasta el dia
+31 para UPN 01 no puede excluir el aporte potencial del bendamusfine al igual
que del CAR 19. De manera analoga, el cambio en volumen tumoral para UPN 03

refleja el efecto combinado de un ciclo de pentastatin/ciclofosfamida y G,ART 19.

Método para calcular la eficacia in vivo de la proporcién E:T en pacientes

La proporcion E:T de células CAR T infusionadas con respecto del ﬁﬂmero de
células tumorales eliminadas se calculé utilizando el nimero de células tumorales
presentes en el momento de la inyeccién celular CAR Tcon el nimero de células
inyectadas CAR T (Carpenito et al., 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106:3360-
3365). Para el presente invento, el nimero de células inyectadas CART19+ T
como se observa en la Figura 10 se utilizé por cuanto no es posible determinar el
nimero absoluto de células CART19+ T presentes in vivo con suficiente exactitud
0 precision. Los datos disponibles sobre expansion CART19 en sangre y medula
son robustos como se muestra en las Figuras 2 y 6. Sin embargo no fug posible
determinar la migracién de CART19 hacia otros sitios tales como tejidos linfoides
secundarios, creando asi incertidumbre sustancial sobre el numero total dé células
CART19 logradas in vivo en el momento de la reduccion maxima de tum%or. Los
valores calculados a partir de la Tabla 3 se utilizaron para derivar las proporciones

eficaces E: T.

Tabla 3: Proporciones calculadas CART19 E:T logradas in vivo
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Paciente Carga tumoral (linea basal y delta) Células In vivo
CART19+ E:T
infusionada§
Linea Linea Linea Cambio |
basal de | basal de |basal de |total en
Medula Sangre Nodos/ carga CLL
bsea Bazo
UPN 01 1.70E+12 | N/A 8.1E+11 2.51E+12 | 1.13E+09 11:2200
UPN 02 3.20E+12 |2.75E+11 | 1.6E+12 | 2.74E+11° | 5.80E+08 - 1:1000
UPN 03 8.80E+11 | N/A 4.4E+11 1.32E+12 | 1.42E+07 193,000

1= Promedio de densidad y volumen

Rango 1000 — 93.000

2= El paciente UPN 02 no respondi6 en relacién con la medula ésea y presentd

una reduccion parcial en adenopatia (células 3.1E+11) en las masas tumorales

medidas por CT en bazo y nodos linfaticos. Ver Figura 5A donde se encuentra la

respuesta en sangre.

Procesamiento y congelacién de muestra:

Se coleccionaron las muestras (sangre periférica, medula) en tubos vacutainer

color lavender en parte superior (K2EDTA) o rojos en la parte superior (sin

122



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

aditivos) (Becton Dickinson) y se aplicaron al TCSL dentro de las 2 horas
siguientes a la toma. Las muestras fueron procesadas dentro de los 30. minutos
siguientes al recibo de acuerdo con el SOP establecido del laboratorio. Lé sangre
periférica y las células mononucleares de medula se purificaron via centri&ugacién
de gradiente de densidad Ficoll utilizando Ficoll-Paque (GE Health care, 17+1440-
03) y se congelaron en RPMI (Gibco 11875-135) suplementandose con albumina
de suero humano al 4% (Gemini Bio-Products, 800-120), Hetastarch al 2%
(Novaplus, NDC0409-7248-49) Y DMSO al 10% (Sigma, D2650) utilizando
contenedores de congelacion 5100 Cryo 1°; después de 24 — 72 horas a -80°C, las
células fueron transferidas a Nitrégeno liquido para almacenamiento a largo plazo.
Las muestras de aféeresis fueron obtenidas a través del hospital de la Universidad
de Pensilvania, Banco de Sangre y se procesaron en el CVPF mediante
purificacién de gradiente Ficoll y se congelaron como se describié anteriormente.
La viébilidad inmediatamente después de la congelacion fue superior a | 85% en el
momento en que se hizo la evaluaciéon. Para el aislamiento de suero, se permitio
que las muestras se coagularan durante 1.5 — horas a temperatura ambiente; y el
suero se aisl6 mediante centrifugacién, y las alicuotas para un solo uso de 100

se congelaron a -80°C.

Lineas Celulares

El K662 (CML, CD19- negativo) se obtuvo de ATCC (CCL-243). El K562/CD19,

| que fue un obsequio generoso de Carmine Carpenito, es un elemento K562
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transducido lentiviralmente a una frecuencia al 100% para expresar la m“olécula
CD19. El NALM-6, que es un CD19- positivo distinto de T, la linea celular
precursora B distinta de B ALL (Hurwita, et al., 1979, Int J Cancer 23:174-180) y
confirmada para expresar el antigeno CD19 fue un obsequio generc;so de
Laurence Cooper. Las lineas celulares antes descritas se mantuvieron en un
medio R10 (RPMI 1640) (Gibco, 11875) suplementado con suero bovino fetal al
10% (Hyclone) y Pen-Strep al 1% (Gibco, 15140 - 122). Las células
mononucleares periféricas (ND365) provenientes de un donante saludable se
obtuvieron mediante aféresis a partir del Core de Inmunologia Humana de la
Universidad de Pensilvania y luego se procesaron y congelaron como se describid

anteriormente.

Aislamiento del ADN vy analisis Q-PCR

Se recolectaron muestras de sangre entera o medula en tubos color lavanda
(K3EDTA) BD del tipo vacutainer (Becton Dickinson). ElI ADN Gendmico se aisld
directamente a partir de la sangre entera utilizando midi kits (Qiagen) de sangre
ADN Q1Aamp y el SOP de laboratorio establecido y luego se cuantifical'_ron
mediante espectro fotometro, y se almacenaron a una temperatura de -80°C. ‘Se
realizo el analisis Q-PCR en las muestras ADN genomicas en bruto utilizando
ADN genémico de 123 — 200ng/ punto en el tiempo, tecnologia ABI Tagman y un
ensayo validado para detectar la secuencia de transgene integrada CD19 CAR.

Los rangos paramétricos de aprueba/desaprueba inCIuyendo la inclinacién de
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curva estandar y los valores r?, la capacidad de cuantificar en forma exacta una
muestra de referencia (1000 copias/spike plasmid) y sin amplificacion en la
muestra ADN de donante saludable se calcularon a partir de los est@dios de
cualificacién y segun rangos de aceptacion pre-establecidos. El primef/sondas
para el transgene CD19 CAR correspondieron a lo descrito (Milone et al., 2009,
Mol Ther 17:1453-1464). Para determinar el numero/ ADN unitario de copia se
genero una curva estandar de 8 puntos consistente en 10° — 5 copias de plasmido
lentivirus colocados dentro del ADN gendmico de control no transducido de 100ng.
Cada punto de datos (muestras, curva estandar, muestras de referencia) se
evalué en triplicado con reporte de valores promedio. Para el paciente UPN 01,
todos los valores reportados se derivaron a partir de un valor positivo Ct en
replicas 3/3 con %CV inferior a 0.46%. Para el paciente UPN 02, con excepcion
de la muestra del dia +177 (2/3 de replicados positivos, alto %CV), todos los
valores reportados se derivaron a partir de un valor positivo Ct en 3/3 replicas con
%CV inferior a 0.72%. Para el paciente UPN 03, con excepcion de la muestra del
dia +1 (2/3 de replicas positivas, 0.8% CV) y la muestra del dia +3 (2/3 replicados
positivos, 0.67% CV), todos los valores reportados se derivaron a partir de un'}valor
positivo CT en 3/3 replicas con %CV inferior a 1.56%. El limite inferior de
cuantificacion (LLOQ) para el ensayo se determino a partir de la curva estandar en
dos copias /microgramo ADN (10 copias/200 ng input ADN); con valores promédio
por debajo de LLOQ (es decir, reportables y no cuantificables) que se
consideraron como aproximados. Se realizo una reaccién de amplificacion en

paralelo para controlar la calidad de ADN cuestionado utilizando ADN gendmico
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de input de 12 - 20 ng, una combinacién primer/sonda especifica‘; para la
secuencia gendémica no transcrita del gen CDKNIA (GENEBANK: 285996) (primer
de deteccion: GAAAGCTGACTGCCCCTATTTG; SEQ ID No: 25, primér anti —
sentido, GAGAGGAAGTGCTGGGAACAAT; SEQ ID NO. 26, sonda: \4IC- CTC
CCC AGT CTC TTTT,; SEQ ID No. 27) y curva estandar de 8 puntos créada por
dilucion de ADN gendmico de control, estas reacciones de amplificacion
produjeron un factor de correccion (CF) (ng detectado/ng input). Los trarﬁsgenes
de copias/ADN de microgramos se calcularon de acuerdo con la formula:i copias
calculadas a partir de la curva estandar CD19/ ADN input (ng) x CF x 1000 ng. La
precision de este ensayo se determino mediante la capacidad de cua?ntificar
marcaciones del producto de céluia infusionada por medio de Q-PCR de alcuerdo
con la siguiente férmula: marcacién promedio = copias detectadas/ADN imput x
6.3 pg ADN/célula somatica macho x CF versus positividad de transgene mediante
citometria de flujo utilizando reactivos de deteccidén especificos para CAR. Estas
determinaciones en ciego.generaron marcaciones de 22.68% para el produéto de
infusion UPN 01 (22.6% por citometria de flujo), 32.33% de marcacion. para
producto de infusién UPN 02 (23% por citometria de flujo) y 4.3% de marc?cién

para el producto de infusién UPN 03 (4.7% de marcacion por citometria de flujo).

Andlisis de Citoquina

La cuantificacibn de factores solubles de citoquina se realizo utilizando la

tecnologia de elementos esféricos Luminex y kits comprados en tecnologias Life
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(Invitrogen). Se realizaron los ensayos de acuerdo con el protocolo del fabricante
utilizando una curva estandar de 8 puntos generada utilizando una serie de
disolucién de 3 veces. Cada punto estandar y muestra se evaluaron en duplicado
en una dilucién 1:3, se calculo el porcentaje CV para las mediciones en duplicado
que fueron inferiores a un 15%. Se adquirieron los datos en un Bioplex 200 y se
analizaron con el software version 5.0 de Bioplex Manager utilizando analisis de
regresion de logistica de 5 parametros. Los rangds de cuantificaciéon de curva
estandar se determinaron mediante el rango 80 - 120% (valor
observado/esperado). Los rangos de cuantificacion de analitos individuales se

reportan en los textos de la Figura.

Ensayo celular para detectar la Funcion CAR

Las células fueron evaluadas con respecto de la funcionalidad después de la
descongelacién y del reposo durante toda la noche en TCM midiendo la
desgranulacion CD107 como respuesta a las células blanco. Los ensayos de
desgranulacion se realizaron utilizando ceélulas blanco 1 x 10° PBMC y 0.25 x 10°
en un volumen final de 500 pl en placas de 48 orificios durante 2 horas a 37°C en
presencia de CD49d (Becton Dickinson), anti-CD28, ménensin (e-Bioscience) y
anticuerpo  CD107a-FITC (eBiosciences) esencialmente como se describid

anteriormente (Betts et al., 2003, J Immunol Methods 281:6578).

Reactivos de Anticuerpos
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Se utilizaron los siguientes anticuerpos para estos estudios: MDA-CAR, anticuerpo
de murine anti CD19 CAR conjugado con Alexa 647 donados por los docFores
Bipulendu Jena y Laurence Cooper (MD Anderson Cancer Center). Para las
inmunofenotipeadas multiparametricas y ensayos funcionales: anti-CD3-A700,
anti-CD8-PE-Cy7, anti-PD-1FITC anti-CD25-AF488, anti-CD28-PercP-C vy 505,
anti CD57-eF450,anti CD27-APC-eF780, anti ~-CD17-APC-eF780, anti-CD45RA-
Ef605NC, CD107a-FITC (todos de e-Bioscience), anti-CD4-PE-Texas Red and
Agua viva/muerta (de Life Techologies) y anti-CED14-V500, anti-CD16-V500 (de
Becton Dickinson). Para inmunofenotipeo general: CD3-PE, CD14-APC, CD14-
PE-Cy7, CD16-FITC, CD16PE-Cy7, CD19-PE-Cy7, CD20-PE todos de Becton

Dickson.

Citometria de flujo Multiparametrica

Las células fueron evaluadas mediante citometria de flujo bien sea frescas
despues del procesamiento Ficoli-Paque o si estuvieran congeladas después del
reposo durante toda la noche a una densidad de 2 x 10° células/m! en un medio de
células T (TCM) (X- vivo 15 (Lonza, 04-418Q) suplementandose con suero
humano AB al 5%, (GemCall, 100 - 512), 1% Hepes (Gibco, 15630-080), 1% Pen
— Strep (Gibco, 15140-122), 1% Glutamax (Gibco, 35050-061) y 0.2% N-Acetil
Cisteina (American Regent, NDC0517-7610-03).El inmunofenotipeo

multiparametrico se realizo en 4 x 10° total de células/condicién, utilizando
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tinciones FMO como se describi6 en el texto. Las células fueron tincionadaﬁs auna
densidad de 1 x 10° células/100ul PBS durante 30 minutos en hielo utilizando
anticuerpo y concentraciones de reactivos recomendados por el fabricanté, luego
se lavaron re suspendieron en paraformaldehido al 0.5% y se adq;uirieron
utilizando un LSRII modificado (BD sistemas de inmunocitometria) equipados con
laser Azul (488 nm), Violeta (405 nm), Verde (532) y Rojo (633 nm) y un?a serie
apropiada de filtros para la deteccion y separacion de las combinaciones de
anticuerpos antes descritas. Se adquiri® un minimo de 100.000 CD3+ células
para cada tinciébn. Para los ensayos funcionales, las células fueron Ié;vadas,
tincionadas para marcadores de superficie, resuspendidas en parafolmaldehido al
0.5% y adquiridas segun se describié anteriormente; luego se recolecto un minimo
de 50.000 eventos CD3+ para cada una de las condiciones de tinciéréL Se
establecieron luego los valores de compensacién utilizando tinciones sencillas de
anticuerpo y esferas de compensacién BD (Becton Dickinson) que se calcularon y
aplicaron automaticamente por medio del instrumento. Los datos fueron
analizados utilizando software de flujo Jo (Versién 8.84, Treestar). Para el
inmunofenotipero general se adquirieron células utilizando un citometro Acquri C6
provisto de un laser azul (488) y rojo (633 nm). Se establecieron los valores de
compensacion utilizando tinciones sencillas de anticuerpo y esferas de
compensacidon BD (Becton Dickinson) y luego se hicieron los calculos
manualmente. Los datos fueron luego analizados utilizando el paquete de analisis

de software de flujo C (version 1.0.264.9, citometros Accuri).
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Historias medicas de los Pacientes y respuesta a las Terapia

Los resumenes de tratamientos clinicos se describen en la Figura 10. El Paciente
UPN 01 se diagnostico en primer término con células etapa Il B CLL a la edad de
55 anfos. El paciente fue asintomatico y se observo durante 1-1/2 afos
aproximadamente hasta cuando requiri6 terapia para linfocitosis progresiva,
trombocitopenia, adenopatia y esplenomegalia. Después de 4 ciclos de
fludarabina el paciente tenia una normalizacion total de conteos sanguineos y una
respuesta completa por medio de los scan CT. Se registro avance dentro de los 5
meses siguientes con linfocitosis asintomatica, trombocitopenia y adenopatia: en
aumento. El paciente fue observado sin sintomas durante 3 afios
aproximadamente, y después requirié de tratamiento con Rituximab y fludarabina
para la leucocitosis progresiva, anemia y trombocitopenia. El paciente fue tratado
con 4 ciclos de Rituximab con fludarabina registrando una mejora parcial en los
conteos sanguineos. El paciente nuevamente registro un progreso dentro del afio
siguiente requiriendo terapia manifestada por leucocitosis (WBC 150.000 - L) y
trombocitopenia (plaquetas 30.000 pL) y se trato con aletuzumab con
normalizaciéon de los conteos sanguineos. Se registro avance dentro de los 13
meses siguientes. El paciente luego recibié Rituximab de agente sencillo §in
respuesta significativa y seguida de Rituximab, ciclofosfamida, vincristina vy
prednisona (R-CVP) durante 2 ciclos con respuesta minima y seguida por
lenalidominda, la lenalidomida se suspendié en razén de la toxicidad. EIl paciente

recibié 2 ciclos de pentostatina, ciclofosfamida y Rituximab con respuesta minima.
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Posteriormente, el paciente recibi6 bendamustina como quimioterapia de
linfodeagotamiento 4 dias antes de la infusion celular CAR19. Con anterioridad a
la terapia, el WBC fue de 14.200/ul, hemoglobina 11.4 g/dl, conteo plaquetério
78.000/ul 'y ALC 8000/ul. El scan CT mostro adenopatia difusa y la medula 6sea
fue infiltrada extensivamente con CLL (67% de las células). El paciente recibié 1.6
x 107 CART-19 CELL/kg (1.13 x 10° total células CART 19 se evaluaron mediante
FACS). No se registraron toxicidades infusionales. El paciente se hizo
neutropenico aproximadamente a los 10 después de administracién de
bendamustina y 6 dias después de las infusiones celulares con CART19 y a partir
de 10 dias después de la infusidon con CART19, el paciente desarrollo fiebres,
temblores e hipotension transitoria. Al mismo tiempo, una placa de rayos X ;de
torax y scan CT demostraron que existia una neumonia del I6bulo superior
izquierdo que se traté con antibidticos. Las fiebres persistieron durante 2 semanas
aproximadamente y se resolvieron cuando se presento la recuperacion de
neutrofilos. El paciente no ha tenido ninguna otra infeccién posterior ni sintomhs
constitucionales. '

El paciente logro una respuesta rapida y completa como se muestra en la Figura
|

5. Entre 1 y 6 meses después de la infusién no se han detectado células no

circulantes CLL en la sangre segun citometria de flujo. La medula dsea al cabo de

1, 3, y 6 meses después de las infusiones celulares CART19 muestra una

ausencia sostenida del infiltrado linfocitico por morfologia y pruebas de citometria

131

\,aoﬁf



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

de ﬂUjo. Los scan CT al cabo de 1y 3 meses después de la infusion n:nuestran
una resolucion completa de adenopatia anormal. El paciente ha tenido una
leucopenia persistente (WBC 1000-3900 pi) y trombositopenia (planetas -
100,000 pl) y una hipogama globulina leve (IgG 525 mg/dL, normal 650 — 2000

mg/d|, pero sin complicaciones infecciosas.

El paciente UPN 02 fue tratado con células CART19 a la edad de 77 afos. El
paciente presento una historia relevante de enfermedad de arteria coronarié y fue
diagnosticado en primer término con CLL en 2000 a la edad 68 afios cuaﬁldo el
paciente presento fatica y leucocitosis. El paciente se mostro relativamente
estable durante 4 afios época en la cual desarrollo leucocitosis progresiva
(195.000/pl), anemia y trombocitopenia que requirieron terapia. Las pruebas
genéticas en ese momento demostraron que las células CLL tenianl una
eliminacién del cromosoma 17p. En razéon de la enfermedad progresivé, el
paciente fue tratado con un cursé de 12 semanas de alentuzumab con respuesta
parcial y mejora en los conteos sanguineos. Dentro del término de 1y ' afos
siguientes el paciente presento leucocitosis progresiva, anemia, trombocitopenia y
esplenomegalia. El analisis cariotipico confirmo la eliminacién del cromosoma ﬁ?p
ahora con una eliminacién del cromosoma 13q. El paciente fue nuevamente
tratado con alentuzumab durante 18 semanas con mejora de leucocitos y
estabilizacion de anemia y esplenomegalia. El paciente presento evidencia de
leucocitosis progresiva, anemia y trombositopenia dentro del afio siguiente. El

tratamiento incluyo dos ciclos de bentamustina con rituximab dando como
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resultado estabilidad en la enfermedad pero no se registro ninguna mejora

significativa como puede apreciarse en la Figura 5A.

El paciente recibié bentamustina sola como linfoagotador en quimioterapié con
anterioridad a la infusién celular CART19. El paciente recibié 4.3 x 10° células
CART19/kg (4.1 x 10° total de células) en 3 infusiones divididas complicadas por
fiebres transitorias hasta de 102° durante 24 horas. En el dia 11 después de la
primera infusion, el paciente recibié una elevacion de 4.1 x 10% (4.3 x 10% / kg)
células CART19 y esta infusion se complico por fiebres, temblores y dificultad
respiratoria sin hipoxia que requirié de una hospitalizacién de 24 horas. No hubo
evidencia de isquemia cardiaca, y se resolvieron los sintomas. El dia 15 después
de la primera infusiéon CART19 y el dia 4 después de la elevacidon de la infusién
celular CART19 el paciente fue admitido en el hospital con fiebres altas ;(hasta
104°F), escalofrios y temblores. Las pruebas extensivas con cultivos de sangre y
orina y el CXR no pudieron identificar una fuente de infeccion. El paciente se
quejo de dificultades respiratorias pero no tenia hipoxia. El eco cardiograma
mostro hipoquinesis severa. La fraccién de eyeccion fue del 20%. El paciente
recibié prednisona 1mg por kilogramo durante un dia y 0.3 mg por kilogramo
durante una semana aproximadamente. Lo anterior dio como resultado una rapida

resolucién de fiebres y disfuncién cardiaca.

En concordancia con la apariciéon de altos niveles de fiebre, el paciente tuvo una

caida rapida en los linfocitos a partir de la sangre periférica como se puede
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apreciar en la Figura 5 A. Adn cuando el paciente tuvo normalizacién del conteo
de glébulos blancos, si presento CLL circulante persistente, anemia moderada
estable y trombosiopenia. La medula 6sea mostro infiltraciéon persistente extensa
de CLL un mes después de la terapia a pesar de la cito-reduccién dramatica de
sangre periférica, y los scan CT mostraron una reduccién parcial de adenopatia y
esplenomegalia. Cinco meses después de infusiones celulares CART19, el
paciente desarrollo linfocitosis progresiva. Nueve meses después de las
infusiones el paciente tenia linfocitosis (16.500/pl) con anemia estable y modesta y
trombocitopenia con adenopatia estable. El paciente continua asintomatico y no

ha tenido mas terapias.

El paciente UPN 03 fue diagnosticado con CLL etapa 1 asintomatica a la edadi de
50 afos y se le hizo seguimiento con observacién de 6 afios. Posteriormente, el
paciente presento leucocitosis progresiva (conteo de globulos blancos 92.000/ul) y
adenopatia progresiva que requirié terapia. EL paciente recibié6 2 ciclos de
rituximab con fludarabina que dio como resultado la normalizacién de conteos
sanguineos y mejoras significativas aun cuando no se presento la resolucion total
en la adenopatia. El paciente obtuvo un intervalo libre de progresién de 3 afios
aproximadamente seguido de los siguientes 6 meses por leucocitosis progresiva
rapida (WBC 165.000/ul) y adenopatia progresiva que requirié de terapia; El
paciente recibié un ciclo de fluradabina y 3 ciclos de rituxilab con fludarabina
registrando normalizacion de los conteos sanguineos y resolucidon de la

adenopatia palpable. El paciente tuvo un intervalo libre de progresion de
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aproximadamente 20 meses hasta cuando el paciente nuevamente desarrollo
leucocitosis de progresién rapida y adenopatia. En este momento, la medula 6sea
se infiltro de manera extensa con CLL y el analisis de cardiotipos mostro que las
celulas contenian eliminacion del cromosoma 17p con el FISH que demostrd una
eliminaciéon TP53 en la celula 170/200. EL paciente recibié un ciclo de rituximab
con bendabustina seguido de 4 ciclos de bendabustina solamente (debido a una
severa reaccion alérgica al rituximab). El paciente presentdé normalizacion inicial
de los conteos sanguineos pero poco tiempo después de descontinuar la terapia

presento leucocitosis progresiva y adenopatia.

Las células autologas T fueron recolectadas mediante aféresis y criopreservadas a
partir del paciente UPN 03. El paciente fue luego tratado con alentuzumab
durante 11 semanas seguidas con una excelente respuesta hematolégica. Se
observo una mejora aun cuando no una resolucion total en la adenopatia. El
paciente tuvo una enfermedad activa pero estable durante los siguientes 6 meses.
Posteriormente, el paciente recibi6 pentostatin y ciclofosfamida como

quimioierapia linfoagotante con anterioridad a la infusién de células CART19.

Tres dias después de la quimioterapia pero con anterioridad a la infusion celuilar,
la medula 6sea fue hipercelular (60%) con una participacion aproximada del 40%
por CLL. En razén de las limitaciones de manufactura inherentes a la recoleccion
de aféresis a partir del CLL los pacientes como puede observarse en la Tabla 3 y

(Bonyhadi y al; 2005, J immunol 174.:2366-2375), el paciente fue infusionado con

135

»



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191 -

un total de 1.46 x 10° células CART19+ /kg (1.42 x 107 total CART19+ células) por
espacio de tres dias. No se registraron toxicidades por infusién. 14 dias después
de la primera infusion, el paciente empezé a tener escalofrios, fiebres haljsta de
102°F, temblores, nausea y diarrea que se trataron en forma sintométicf:a. El
paciente no presento sintomas respiratorios o cardiacos. El dia 22 despué§ de la
infusion, se diagnostico sindrome de lisis tumoral que se manifesté por un LDH
elevado, acido urico y complicaciones por insuficiencia renal. EIl paciente fue
luego hospitalizado y tratado con resucitacion por fluidos vy rasburicase con
normalizacion rapida del acido urico y funcién renal. Se hizo una evaIL‘gacién
clinica en detalle con CXR, sangre, orina, y cultivos de materias fecales y todos los

datos fueron negativos o normales.

Dentro de un mes siguiente a las infusiones de CART19, el paciente presento
evacuacion del CLL circulante a partir de la sangre y de la medula 6sea por
morfologia, citometria de flujo, citogenética y analisis FISH y los scan CT
mostraron solucién de adenopgtia anormal (Figura 5C). La remisién del pagiente

se ha sostenido mas alla de 8 meses a partir de la infusién celular de CART19.
Los resultados de los experimentos se describen a continuacién.

Protocolo Clinico
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Tres pacientes con CLL avanzado, resistente a la quimioterapia, fueron
registrados en un estudio clinico piloto como se aprecia en la Figura 1. Todos los
pacientes fueron previamente tratados de manera extensiva con varios rei’gimenes
de quimioterapia y biolégicos como se aprecia en la Figura 10. Dos de los
pacientes presentaron CLL deficiente p53, que es una eliminacién que aﬁroja una
respuesta pobre a la terapia convencional y al avance rapido (Dohner et al., 1995,
Blood, 851580-1589). Cada uno de los pacientes registro cargas tumorales
grandes luego de la quimioterapia preparativa, incluyendo infiltrado extéenso de
medula (40 al 95%) y limfadenopatia; el paciente UPN 02 también tuvo |in%ocithis
periférica significativa. Las células CART19 T se prepararon como se aprecia en
la Figura 1B y los detalles de la caracterizaciéon de elaboracion y del p..roducto
celular para cada paciente se pueden apreciar en la Tabla 4. Todos los pé_cientes
fueron previamente tratados 1 — 4 dias antes de las infusiones celulares CART19
con quimioterapia linfoagotadora. Se utilizo un plan de infusién celular de dosis

dividida por cuanto el ensayo prueba un CAR que incorpora un dominio de

sefalizacion costo-estimulatorio 4-1BB como se aprecia en la Figura 1 A.

Tabla 4: Productos aféresis y criterios de liberaciéon del producto CART19

Ensayo Especificacion | UPN 01 UPN 02 UPN 03

Producto

de
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Aferesis
Citometria de | N/A 4.45% 2.29% 2.67%
flujo para CD3+
o CD45+
Producto
CART19
No. total | ~2.5 x 10° 5x 10° 1.275x 10° | 3x 10°
infusionado de 1.275x 10°
células (2.55 x 10°
total
Viabilidad 2 70% 96.2% 95.3(90.5) |90.3
celular
% CD3+ | 2 80% 88.9% 98.8 98.9
Células
Esfera residual | < 100 esferas/ 3 | 3.95 1 4
# x 10° células
Endotoxinas < 3.5 EU/mI < 05 EU|< 05 EU]|<0.5EU/ml
m/l m/I
Micoplasma Negativo Negativo Negativo Negativo
Esteriidad No hay [No  hay [No _ hay |[No  hay
crecimiento crecimiento | crecimiento | crecimiento
Cultivo Fungal | No hay | No hay | No hay | No | hay
crecimiento crecimiento | crecimiento | crecimiento
BSA ELISA <1 ng/mli <0.5ng/ml | <0.5ng/ml | <0.5ng/ml
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Lentivirus
competente de
replicacion

(RCL)

RCL no

detectable

RCL no

detectable

Inclusive

inclusive

Eficiencia de
Transduccion
(expresién

scFv)

2 20%

22.6%

23%

4.74%

Secuencia ADN
de vector

(CART19 PCR)

0.2 3 Copias/

celula

0.156

0.275

0.101

1= Dosis # 2

2= Valor de ensayo el dia 12 por debajo de LOQ que se habia disminuido a partir
de expansion consistente con el traslado de AND plasmido a partir de la

generacion de vectores. Presentado a la FDA como modificacion de informacién.

3= Liberacion del producto con base en la tinciéon de superficie por FACS

4

e IRB externos.

Expansién y persistencia in vivo de CART19 v traslado a medula 6sea
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Las células CAR+ T se expandieron utilizando esferas CD3/CD28 y expresando
un dominio de sefializacion 4-1BB que se considera una mejora con respecto de
los CARs carentes de 4-1BB. Se desarrollo un estudio Q-PCR para permitir el
seguimiento cuantitativo de la célula CART19 en medula 6sea y sangre. Todos
los pacientes tuvieron expansién y persistencia de las células CART19 en sangre
durante 6 meses como minimo como puede apreciarse en las Figuras 2 Ay 2C.
Es de notar que los pacientes UPN 01 y UPN 03 tuvieron una expansién dé 1000
hasta 10.000 veces de células CAR+ T en sangre durante el primer mes post-
infusién. Los niveles pico de expansién coincidieron con la aparicion de los
sintomas clinicos post-infusiéon en el paciente UPN 01 (dia 15) y el paciente UPN
03 (dia 23). Ademas de lo anterior, a partir de un descenso inicial que puede
modelarse con cinética de primer orden, los niveles de célula CART19 T se
estabilizaron en todos los tres pacientes desde el dia 90 hasta el 180 post-
infusiéon. Es de notar que las células CART19 T se trasladaron también a la
medula ésea en todos los pacientes, a pesar que se registraron 5 a 16 veces
niveles mas bajos a los observados en sangre como puede apreciarse en la Figura
2D hasta 2F. los pacientes UPN 01 y UPN 03 tuvieron un descenso Iinéal en la

medula, con una desaparicién de T 1/2 de ~35 dias.

Induccién de respuestas inmunes especificas en los compartimentos de sangre y

medula ésea a partir de la infusion de CART 19
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Las muestras de suero provenientes de todos los pacientes se recogieron y el
batch se analizo para determinar cuantitativamente los niveles de citoq:‘:uina,
evaluando un panel de citoquinas, quimioquinas y otros factores solubles para
evaluar las toxicidades potenciales y proporcionar evidencia de la funcién celular
CART19 como se puede apreciar en la Figura 3. De un total de 30 anélitos
probados, 11 presentaron tres veces o mas de cambios a partir de la linea basal,
incluyendo 4 citoquines (IL-6, INF-y, IL-8 E IL-10), 5 quimoquines (MIP-1a, MIP-
1B, MCP-1, CXCLS, CXCL10), y receptores solubles para IL-IRa y IL-2Ra.' De
estos, el interferon y presentd el cambio relativo mayor a partir de la linea ba;sal.
Lo interesante en este caso es que el tiempo pico de la elevacion de citoquina en
UPN 01 y UPN 03 se correlacionaron temporalmente con los sintomas cIinizcos
descritos anteriormente y con los niveles pico de células CART19 en sangrel@ en
cada uno de los pacientes. Solamente se registraron cambios leves en el paciénte
UPN 02, posiblemente como resultado del tratamiento con corticosteroides que se
le aplico a este paciente. La elevacion del IL-2 soluble no se detecto en el suero
de los pacientes, aun cuando uno de los fundamentos preclinicos para desarroilar
las células CAR+ T con dominios de 'seﬁalizacién 4-1 BB se redujo por propensiién
a desencadenar secrecion IL-2 en comparacion con los dominios de sefializacion
CD28 (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17:1453-1464). Lo anterior puede éer
relevante para la actividad clinica sostenida ya que los estudios clinicos hén
demostrado que las células CAR+ T se suprimen potencialmente por las células
regulatorias (Lee et al., 2011, Cancer Res 71:2871-2881), que son células que

podrian elicitarse por los CARs que secretan cantidades sustanciales de IL-2 o pér

141

N
\\)\



WO 2012/79000 PCT/US2011/064191

la provision de 1L.-2 exégeno post-infusién. Finalmente, una infusiéon robusta de
secrecion de citoquina en los superlactantes a partir de los aspirados de medula
6sea de UPN 03 se observo como se muestra en la Figura 3D que también

coincidi6 con el desarrollo del sindrome de lisis tumoral y remisién completa.

Expresién y establecimientos prolongados de una poblacion de células de

memori'a CART 19 en sangre

Un tema central en la inmunoterapia de cancer mediada por CAR es si los
dominios de fabricaciébn y coestimulacion celular optimizados mejoran | la
persistencia de células T genéticamente modificadas y permiten el establecimiento
de células T de memoria CAR+ en pacientes. Los estudios previos no han
demostrado gran expansién, persistencia prolongada y/o extensién de CARs en
células T después de la infusiéon (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res 12:6106-
6115: Lamers et al, 2006 J Clin Invest doi: 10.1172/JCI46110). El analisis
citometrico de flujo de las muestras tom'adas de sangre y medula al cabo de 169
dias post-infusién revelo la presencia de células de expresion CAR 19 en UPN 03
(Figuras 42 y 4B) y ausencia de células B como se aprecia en la Figura 42. Es de
observarse que de acuerdo con el ensayo Q-PCR, todos los tres pacientes tienen
células persistente CAR+ a los 4 meses y posteri’ormente como se aprecia en‘ la
Figura 2 y Figura 6. La frecuencia in vivo de las células CAR+ por citometria de
flujo se acoplo intimamente con los valores obtenidos a partir del ensayo PCR

para el transgene CAR19. Es importante tener en cuenta que para el paciente
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UPN 03, solamente las células CD3+ expresaron el CAR19, ya que las células
CAR19+ no fueron detectables en CD16 o CD14 de los sub-conjuntos positivos
como se aprecia en la Figura 4A. La expresion CAR también se detecto én la
superficie de 4.2% de células T en sangre del paciente UPN 01 el dia 71 post-

infusién como se observa en la Figura 7.

Luego, la citometria de flujo policromatico se uso para realizar estudios detallados
para caracterizar aun mas la expresion, fenotipo y funcion de las células CART19
en UPN 03 utilizando un anticuerpo idiotipo anti-CAR (MDA-647) y una estrategia
de divisiéon por compuertas que se observa en la Figura 8. Las diferencias notables
en la expresiéon de memoria y marcadores de activaciéon tanto en CD8+ como en
CD4+ se baso en la expresiéon CAR19 segun se observé. E!l dia 56, las células
CART19 CD8+ desplegaron esencialmente un. fenoti‘po de memoria efector
(CCR7-CD27-CD28-) en concordancia con la exposicion prolongada vy rdbusta
para el antigeno como se aprecia en la Figura 4C. A manera de contraste, el
CAR- negativo CD8+ de las células consistié en mezclas de efector y células de
de memoria central, con expresion CCR7 en un sub-conjunto de células y
numeros sustanciales en las fracciones CD27+/CD28 y CD27+/CD28+. Si bien las
poblaciones celulares CART19 y CAR-negativas expresaron sustancialmente
CD57, esta molecular se co-expreso en forma uniforme con PD-1 en las éélulas
CART19, lo cual es un reflejo posible de la extensa historia de replicacion de estas
células. En forma contrastada con la poblacion celular negativa CAR, la totalidad

de la poblacibn CART19 CD8+ carencia de expresién de CD25 y CD127. El dia
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169, mientras el fenotipo de la poblacidn celular negativa CAR continuaba similar a
la muestra del dia 56, la poblacion CART19 habia evolucionado para; que
contuviera una poblacién minoritaria con caracteristicas de células de memoria
central, notablemente expresion de CCR7, niveles mas elevados de CD27 y
CD28, al igual que células CAR+ que fueron PD-1 negativas, CD 57 negativas y

CE127 positivas.

En el compartimento CD4+, el dia 56 se caracterizaron las células CART19 por la
carencia uniforme de CCR7 y predominancia de células CD27/CD28/PD-1+
distribuidas al interior de CD57+ y los compartimentos, ademas de una ausencia
esencial y la expresion CD25 y CD127 como se muestra en la Figura 4B. Por
contraste, las células negativas CAR en este momento fueron heterogéneas en
cuanto a la expresion CCR7, CD27 y PD-1, que expresaron CD127 y contenian
ademas una poblacién sustancial CD25+/CD127- (células T regulatorias vy
potenciales). Para el dia 169, mientras la expresién CD28 continuaba
uniformemente positiva en todas células CAR+CD4+, una fraccion de las células
CRT19 CD4+ habia evolucionado hacia un fenotipo de memoria central con
expresion de CCR7, que es un porcentaje mayor de la célula CD27, con aparicion
de un subconjunto negativo CD-1 y adquisicién de la expresion CD127. Las
células negativas CAR continuaron razonablemente consistentes con sus
contrapartes del dia 56, con excepcion de una reduccion en la expresién CD27 y

una disminucién en el valor porcentual de la célula CD25+/CD127.
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Las células CART19 pueden conservar la funcion efectora después de 6 meses en

sangre

Ademas de la corta persistencia y la inadecuada proliferacion: in vivo, una
limitacién de los ensayos previos con células CAR+ T constituyo la rapida perdida
de actividad funcional de las células infusionadas T in vivo. La pérsistencia de
células CART19 de alto nivel y la expresion de superficie de la molécula CAR19
en el paciente UPN 01 y 03 proporcionaron la oportunidad de probar en forma
directa las funciones del efector especifico anti-CD19 que se recupero a partir de
las muestras de sangre periférica crioconservadas. El PBMC proveniente del
paciente UPN 03 se cultivo junto con las células blanco que fueron positivas o
negativas para la expresion CD19 (Figura 4D). La funcién efectora especifica y
robusta de CD19 de las células CART19 T se demostré6 mediante la
desgranulacion especifica contra positiva CD19 pero no con respecto de las
células blanco negativas CD19-, de acuerdo con la evaluacidén hecha por
expresion CD107a de superficie. Es de notar que la exposicion de la poblacion
CAR19 a los blancos positivos CD19 indujo una internalizacién rapida de CAR-19
de superficie como se puedé apreciar en la Figura 8 para la expresion de
superficie de CAR19 en las mismas células efectoras en tincién de citometria
estandar de flujo. La presencia de moléculas co-estimulatorias en las células
blanco no se requirié para desencadenar la desgranulacion de las células CART19
por cuanto la linea NALM-6 no expresa CD80 ni CD86 (Brentjens et al., 2007, Clin

Cancer Res 13:5426-5435). La funcion efectora fue evidente el dia 56 post
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infusién y se retuvo en el tiempo el dia 169. La funcién efectora robuéta de células

CAR+ y CAR-T pudo también demostrarse mediante estimulacion farmacolégica.

Actividad clinica de las células CART19

No se registraron toxicidades significativas durante los 4 dias sigqientes ala
infusién en un paciente, distinta de las reacciones febriles transif‘prias. Sin
embargo, todos los pacientes desarrollaron posteriormente toxicidadeé clinicas y
de laboratorio en forma significativa entre el dia 7 y 21 a partir de }',Ia primera
infusiéon.  Estas toxicidades fueron de corto plazo y reversible. De los tres
pacientes tratados hasta la fecha, hay 2CRs y 1PR a > 6 meses post-infusién
CART19 de acuerdo con criterios estandar (Hallck et al., 2008, Blood 111:5446).
Los detalles de la historia médica y respuesta a la terapia para cada péciente se

observan en la Figura 10.

En breve, el paciente UPN 01 desarrollo un sindrome febril, con rigores e
hipotension transitoria partir de los 10 dias después de la infusion. Laé fiebres
persistieron durante 2 semanas aproximadamente y luego se resolvieron; el
paciente no ha tenido ningin otro sintoma constitucional posterior. El paciente
logro una respuesta rapida y completa como se observa en la Figura 5. Entre 1y
6 meses despues de la infusién, no se han detectado células circulantes CLL en la
sangre por medio de citometria de flujo. La medula 6sea al cabo de 1, 3 y 6

meses después de las infusiones celulares CART19 muestra una ausencia
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sostenida del infiltrado linfocitico por morfologia y analisis citometrico de flujo
segun se observa en la Figura 5B. Los scan CT al cabo de 1y 3 meses después
de la infusién muestran resoluciéon de adenopatia como lo muestra la Figura 5C.

La remisién total se sostuvo por espacio de 10+ meses en el momento del

presente informe.

El paciente UPN 02 fue tratado con 2 ciclos de bentamustina con ritdp(imab dando
como resultado estabilidad en la enfermedad como se aprecia en la ngura 5A. el
paciente recibi6 una tercera dosis de bendamustina como qiuimioterapia
linfoagotadora antes de la infusién celular CART19 T. El paciente: desarrollo
fiebres hasta de 40°C, temblores y disnea que requirieron de hospitalizacion de 24
horas del dia 11 después de la primera infusion y en el dia del segundo aumento
celular CART19. Las fiebres y sintomas constitucionales continuaron y en el dia
15, el paciente presento disfuncién cardiaca transitoria; todos los sintémas se
resolvieron después de iniciarse la terapia con corticosteroides el dia 18, después
de la infusién CART19, y coincidente con la apariciéon de altas fiebres, el paciente
tuvo una rapida evacuacién de las células CLL deficientes de p53 a partir de la
sangre periférica segun se aprecia en la Figura 5 A 'y una reduccion pardjal de
adenopatia, donde la medula 6sea mostro infiltracion persistente extensiva de CLL
un mes después de la terapia a pesar de la cito reduccion dramatica de la sangre

periférica. El paciente continta asintomatico.
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El paciente UPN 03 recibié pentostatin y ciclofosfamida como quimioterapia
linfoagotadora antes de infusion celular CART19. Tres dias después de la
quimioterapia pero con anterioridad a la infusiéon celular, la medulég b6sea fue
hipercelular (60%) con patrticipacién de aproximadamente el 50% dé CLL. EI
paciente recibié una baja dosis de CART19 (células 1.5 x 10° CAR+ T/kg divididas
por 3 dias). Nuevamente, no se registro ninguna toxicidad infusional aéuda. Sin
embargo, 14 dias después de la infusién primera, el paciente empez6 a tener
temblores, fiebres, nausea y diarrea. Para el dia 22 después de la infusic')n, se
diagnostico sindrome de lisis tumoral que requirié hospitalizacion. El paciente tuvo
resolucion de sintomas constitucionales, y dentro de un mes siguiente a las
infusiones CART19, el paciente tuvo evacuacién de CLL circulante a partir de la
sangre y medula 6sea por medio de morfologia, citometria de flujo, citogé_nética y
analisis FISH. Los scan CT mostraron resolucién de adenopatia anormél segun
se aprecia en las Figuras 5B y 5C. Se sustento la remision completa con

posterioridad a 8 meses a partir de la infusion celular inicial con CART19.

Consideraciones del efector CART19 in vivo con respecto de la proporcién, celular

blanco CLL

Los estudios preclinicos mostraron que los tumores de gran tamafo p“odrian
reducirse y que la infusion de 2.2 x 107 podria erradicar tumores conformados por
células de 1 x 10° para la proporcion E: T in vivo de 1:42 en ratas machos

humanizadas (Carpenito et al., 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106:3360-3365) aun
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cuando estos caliculos no tuvieron en cuenta la expansion de la célula T después
de la inyeccién. Los estimativos de la carga tumoral CLL con el tiempo perrﬁitieron
el calculo de reduccion tumoral y las proporciones estimadas E: T de CART19
alcanzadas in vivo en los tres sujetos con base en el numero de células CAR+ T
se infusionaron. Las cargas tumorales se calcularon midiendo la carga CLL en
medula 6sea, sangre y tejidos linfoides secundarios. Las cargas tumorales de
linea basal como se aprecia en la Figura 10 indican que cada paciente tuvo
células del orden de 10" CLL (es decir 1 kg de carga tumoral)antes de la infusion
CART19. El paciente UPN 03 tuvo un estimativo de tumor de linea basal con una
carga de 8.8 x 10" células CLL en medula 6sea el dia 1 (es decir posteriori ala
quimioterapia e infusién pre-CART19) y una masa tumoral medida en tejidos
linfoides secundarios de 3.3-5.5 x x10"" células CLL, de acuerdo con el método de
analisis volumeétrico de scan CT. Dado que se infusién el UPN 03 con tan solo 1.4
x 107 células CART19, utilizando el estimativo de fa carga tumoral total inicial (1.3
x 10'2 células) y que ninguna de las células CLL son detectables post-tratamiento,
se logro una sorprendente proporcion E:T de 1:93,000. Mediante calculos
similares, se establecié una proporcion eficaz E:T in vivo de 1:2200 y 1:1000 para
UPN 01 y UPN 02 como se aprecia en la Tabla 3. Al fihal, un aporte de
eliminaciones seriales por células CART19 en combinacién con la expansién‘in
vivo de CART19 de > 1000 veces contribuyo probablemente a los efectos potentes

anti-leucémicos mediados por las células CART19.
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Células T expresan receptores quiméricos y establecen efectos antitumorales

potentes y de memoria en pacientes con Leucemia avanzada

La expresion limitada in vivo y la funcion efectora de CARs ha sido una Iimi?tacién
central en los estudios de prueba de CARs de primera generacion (Kershaw et al.,
2006, Clin Cancer Res 12:6106-6115; Lamers et al., 2006, J Clin Oneol 24:e20-
e22; Till et al., 2008, Blood, 112, 2261-2271; Park et al., 2007, Mol Ther
15:825833; Pule et al., 2008, Nat Med 14:1264-1270). Con base en la modelacion

preclinica que demuestra una persistencia mejorada de CARs que contienen un

modulo de sefalizacion 4-1 BB (Milone et al., 2009, Mol Ther, 17:1453-1464:

Carpenito et al., 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106:3360-3365), se diseﬁaron
experimentos para desarrollar una segunda generacién de CARs modificados con
tecnologia de vector lentiviral. Esta segunda generacion de CARs demostrd ser
segura en el establecimiento de la infeccién crénica por VIH (Levine et al., 2006,
Proc Natl Acad Sci USA 103:17372-17377). Estos resultados muestran que
cuando esta segunda generacién CAR se expreso en células T y se cultivo bajo
condiciones disefiadas para promover injertos de células de memoria central T
(Rapoport et al., 2005, Nat Med 11:1230-1237; Bondanza et al., 2006, Blood
107:1828-1836), se observo una expansion mejorada de células CAR T después
de la infusién, en comparacion con los informes previos. Las células CART19
establecieron memoria celular especifica CD19 y eliminaron células tumorales en

proporciones E:T in vivo que no se habian logrado anteriormente.
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ElI CART19 es el primer ensayo CAR que incorporo un dominio de seﬁalizacién 4-
1BB y el primero en utilizar la tecnologia de vectores lentivirales. Los resultados
presentes demuestran seguimiento eficiente de CARs hacia los sitios del tymor,
con establecimiento de facto de “linfocitos de infiltracién tumoral” que muestran
especificidad CD19. La pronuncia de expansiéon in vivo permitié la primera
demostracion en el sentido que los CARs recuperados directamente de pacientes
pueden conservar la funcién efector en vivo durante varios meses. Un estudio
previo habia sugerido que la introduccién ce un CAR de primera generacion ?n las
células T especificas de virus es preferible a las células primarias T (Pule &t al.,
2008, at Med 14:1264-1270), sin embargo los resultados con los CARs de
segunda generacion introducidos en células T primarias 6ptimamente co-
estimuladas invita a cuestionar este mismo tema. Sin aferrarse a una teotia en
particular, se elevo una nota de advertencia en el sentido que los efectos clinicos
fueron profundos y sin precedentes con respecto de la lisis de cargas tumérales
dimensionadas en kilogramos en todos los tres pacientes acompafados con la
liberacién retardada de niveles altos potencialmente peligrosos de citoquinas en
dos de los pacientes. Los efectos de ataques de citoquinas clasicos r;10 se
observaron. Sin embargo este estudio se disefio para mitigar esta posibilidad por

medio de la infusién a propdsito de CART19 en un periodo de tres dias.

Se pudo establecer que dosis muy bajas de CARs pueden disparar respuestas
clinicas potentes. Se trata de un estudio piloto que demostré seguridad del disefo

de vectores CART19. La observacién en el sentido que las dosis de células
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CART19 con varias 6rdenes de magnitud por debajo de las probadas en ensayos
previos puedan tener beneficios clinicos podra aportar implicaciones importantes
para la implementacién futura de la terapia CAR a una escala mucho mayor e
incluso servira para el disefio de ensayos que manejen los CARs dirigidos contra

los objetivos distintos de CD19.

Estos estudios indican ademas que el CART19 se expresa en memoria central y
células efectoras T, lo cual tiene probabilidades de contribuir a su supervivencia de
largo plazo en comparacién con los informes previos. Sin adherirse demasiado a
una teoria en pa&icular, las células CAR T pueden diferenciarse en vivo dentro de
un estado central similar al de memoria en el momento del encuentro y posterior
eliminacién de las células bianco, (es decir células tumorales CLL o células
normales B) que expresan el antigeno subrogado. En realidad la sefalizacién de
4-1BB se ha reportado en el sentido de promover el desarrollo de memoria dentro
del contexto de sefalizacion TCR (sabbagh et al., 2007, Trends Immunol 28:333-

339).

La proliferacion y sobrevivencia extendida de CART19 revelo aspectos de la
farmacocinecia de las células CAR T que no se habian reportado con
anteriorirdad. Se pudo observar que la cinética de la liberacién de citoquina en
suero y medula se correlacionaba con los niveles pico CART19, de tal suerte que
es posible que el deterioro se inicie cuando los blancos celulares que expresan

CD19 se limiten. El mecanismo de la sobrevivencia extendida de CART19 puede
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relacionarse con la incorporacion antes mencionada del dominio 4-1BB o con la
sefializacion a traves del TCR natural y/o CAR. Una posibilidad que preocupa es
que la sobrevivencia extendida se relacione con la poblacién de CART19 que se
identifico en muestras de medula, dando lugar a la hipétesis que CD19 CARs
podria mantenerse mediante encuentro con progenitores de células B en medula
6sea. En relacion con este tema cabe preguntarse ;qué es lo que impulsa la
expansion inicial de las células CART19 in vivo? Con raras excepciones (Savoldo
et al.,, 2011, J Clin Invest doi: 10.1172/JC146110; Pule et al., 2008, Nat. Med
14:1264-1270), este estudio es el Unico ensayo que omitié infusiones IL-2, de tal
suerte que las células CART19 probablemente se expandieron en respuesta a las
citoquinas homeostaticas o mas probablemente, a la CD19 expresada en blancos
leucémicos y/o células B normales. En el tltimo de los pasos, esto podria ser una
caracteristica atractiva para los CARs dirigidos contra blancos en APCs normales
tales como CD19 y CD20, ya que es posible que la autorenovacion de CART19
ocurra en células normales, proporcionando asi un mecanismo para la memoria
CAR por medio de la “autovacunacion/elevacién” y por lo tanto, la inmuno
supervision de tumores a largo plazo. Los mecanismos de homeostasis CART19
pueden requerir estudios posteriores para mostrar los mecanismos intrinsecos y
extrinsecos celulares de persistencia. Con anterioridad a estos resultados,. la
mayoria de los investigadores han observado la terapia CAR como una forma
transitoria de inmunoterapia, sin embargo los CARs con dominios optimizados de
sefalizacion pueden desempefiar un rol en cuanto a la induccién de remision y

consolidacion al igual que en la inmunovigilancia de largo plazo.
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Los potentes efectos anti-leucémicos han sido observados en todos estos tres
pacientes, incluyendo dos de ellos con leucemia deficiente p53. Los estudios
previos con CARs han tenido dificultad en separar el efecto anti-tumoral de la
terapia linfoagotadora. Sin embargo, la liberacién retardada de citoquina se
combino con la cinética de lisis tumoral en pacientes refractarios a la fludarabina lo
cual fue coincidente y posiblemente dependiente de la expansién CAR in vivo en
el presente estudio, lo cual indica que CART19 actué como mediador de ‘efectos
anti-tumorales potentes.  Estos resultados no excluyen un papel que se
desempefie en cuanto a la quimioterapia en el manejo de potenciacion de los

efectos de CARs.

Una comparacioén completa de el vector, del transgene y de los procedimientos de
manufactura celular con resultados a partir de los estudios que se realizén en
otros centros pueden requerirse con el fin de obtener un mayor entendimiento de
las caracteristicas claves que se necesitan para obtener la funcion sostenida de
las células CAR T in vivo. A diferencia de las terapias con anticuerpos, las céiulas
T modificadas por CAR tienen el potencial de replicarse in vivo, y la persistencia a
largo plazo podria conducir al control sostenido de tumores. La disponibilidad de
una terapia pre-establecida conformada por células T eliminadoras, resistentes y
no transversales tendra el potencial de mejorar el resultado de pacientes con
condiciones malignas de células B. Una de las limitaciones de la terapia con

anticuerpos, por ejemplo aquella que utiliza agentes como el rituximab vy
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bevicizumab, es la terapia que exige infusiones repetidas de anticuerpos, lo cual
es inconveniente y altamente costoso. La administracién de terapia prolongada
con anticuerpos (en este caso durante 6 meses como minimo en 3 de los 3
pacientes tratados hasta la fecha) con scFv anti-CD19 expresado en células T a
partir de una sola infusién de células CART19 presenta una serie de ve;ntajas

practicas, entre las cuales estan las conveniencias y reduccién de costos.

Ejemplo 2: Receptor de Antigeno Quimérico — Células T modificadas en Leucemia

Linfoide Crénica

Un vector lentiviral que expresa un receptor de antigeno quimérico con especifidad
para el antigeno celular B, CD19, se acoplo con CD137 (un receptor co-
estimulatorio en células T (4-1BB)) y CD3-zeta (componente de transduccion de
sefial del receptor de antigeno celular T) con dominios de sefalizacion, se diserio
para este ejemplo. Se pudo observar que una dosis baja (aproximadamente 1.5 x
10° células por kilogramo de peso corporal) de células T modificadas por el
receptor, antigenas quiméricas y autologas se reinfusionaron a un paciente con
leucemia linfocitica crénica y refractaria (CLLL) expandiéndose hacia un nivel que
fue superior a 1000 veces el nive! de injerto inicial in vivo. Se observo igualmerﬁe
que el paciente mostro un desarrolio retardado del sindrome de lisis tumoral y

remision total.
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Ademas del sindrome de lisis tumoral, el unico efecto toxico de grado % que se
relaciono con las células T del receptor antigeno quimérico fue la linfopenia. Las
células modificadas continuaron a altos niveles durante 6 meses como minimd en
sangre y medula ésea y continuaron expresando el receptor antigeno quimérico.
Se detecto una respuesta inmune especifica de medula 6sea, acompafnada de
pérdida de células normales B y células de leucemia que expresan el CD19. La
remision fue permanente 10 meses después del tratamiento. 'La

hipogamaglobulinemia fue un efecto toxico y crénico esperado.

Los materiales y métodos utilizados en estos experimentos se describen a

continuacion.

Materiales y Métodos

Procedimientos del Estudio

Se disefio un vector lentiviral auto-inactivante (GeMCRIS 0607-793), el cual se
someti6 a pruebas pre-clinicas de seguridad, segun los informes previos (Milone; et
al., 2009, Mol Ther, 17:1453-64). Los métodos de preparaciéon de células T
también se describieron previamente (Porter et al, 2006, Blood, 107:325-31). ée
realizo el analisis de reaccién de cadena de polimerasa cuantitativa (PCR) para
detectar células receptoras del antigeno quimérico en sangre y medula ésea. El

limite menor de cuantificacion se determino a partir de la curva estandar, y los
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valores promedios por debajo del limite inferior de cuantificacion se consideran
como aproximados (es decir, son reportables pero no cuantificables). El limite
inferior de cuantificacién del estudio fue de 25 copias por microgramo de ADN

gendémico.

Se realizd el andlisis de factor soluble utilizando suero proveniente de sangre
entera y medula 6sea que se separo en alicuotas para un solo uso y se almaceno
a -80°C. la cuantificaciéon de factores solubles de citoquina se realizo utilizando

tecnologia de serie de esferas luminex y reactivos (Life Technologies).

Aferesis #1

Se lleva a cabo un procedimiento de aféresis de 12 — 15 litros en el g‘:entro
especializado. Se obtienen las células mono-nucleares de sangre periférica
(PBMC) para la generacion de células CART-19 T durante este procedimiento. A
partir de una sola leucoferesis, se cultivan por lo menos 50 x 10° células de
glébulos blancos para manufacturar las células CART19 T. Se obtienen y

criopreservan ademas los leucocitos de sangre de linea basal.

Quimioterapia Citroreductiva

Se inicia la quimioterapia aproximadamente a los 5 — 10 dias antes de la infusion,

de tal suerte que las células CART-19 pueden entregarse 1 — 2 dias después de
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terminar la quimioterapia. La programacion de inicio de esta practica dependera
por lo tanto de la duracion del régimen. El objetivo de la quimioterapia coﬁsiste en
inducir linfopenia para facilitar el injerto y expansiéon homeostatica de células
'CART-19. La quimioterapia puede escogerse ademas para reducir la carga
tumoral de la enfermedéd. La quimioterapia citoreductora se escoge y administra
por parte de oncélogos de la comunidad. La escogencia de quimifoterapia
depende de la enfermedad subyacente del paciente y de terapias anteriores. La
Fludarabina (30 mg/m2/dia x 3 dias) y la ciclofosfamida (300 mg/m2/dia x 3 dias)
son los agentes de seleccién, ya que existe el maximo de experiencia con el uso
de estos agentes en la facilitacion de la inmunoterapia adoptiva. Existen algunos
otros regimenes aceptables que utilizan medicamentos aprobados por la FDA y
que son apropiados como CHOP, HiperCVAD, EPOCH, DHAP, ICE u otros

regimenes.

Establecimiento de la Evaluacion

Se realiza una re-evaluacién limitada al ﬁnaliiar la quimioterapia con el p}opésito
de obtener mediciones de carga tumoral basicas. Este procedimiento incluye
imagenes, examenes fisicos y evaluaciones minimas de enfermedad residual
(MRD). A los sujetos se les somete a las siguientes pruebas previas a la infusién:
examen fisico, documentacién de eventos adversos y tomas de sangre para

hematologia, quimica y prueba de embarazo (si es pertinente).
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Preparacion de células CART-19T

Las células autologas T se modifican para expresar un anticuerpo extracelular de
una sola cadena (scFv) con especificidad para CD19. El scFv extracelular podra
redirigir la especificidad de las células T transducidas para aquellas células que
expresan CD19, es decir una molécula que se restringe en expresion sobre la
superficie de células malignas y sobre células normales B. adicionalménte al
CD19 scFv, las células se transducen para expresar una molécula de sefializacion
intracelular conformada por la cadena TCR{ o un dominio de sefalizacion tandem
conformado por modulos de sefalizacion 4-1BB y TCR. El scFv se deriva a partir
de un anticuerpo monoclonal de rata, y en estas condiciones contiene las
secuencias de rata, y los dominios de sefalizacién corresponden totaimente a las
secuencias humanas nativas. Las células CART-19 T son elaboradas mediante el
aislamiento de células T por aféresis, utilizando ademas la tecnologia de vectores
lentivirales (Dropulic et al., 2006, Human Gene Therapy, 17:577-88; Naldini et al.,
1966, Science, 272:263-7; Dull et al., 1998, J Virol, 72:8463-71) para introducir el
scFv: TCRZ:4-1BB dentro de CD4 y células CD8 T. En algunos pacientes, se
introduce un control scFv: TCRZ dentro de una porcién de las células para realizar
experimentos competitivos de repoblacién. Estos receptores son “universales” en
el sentido que se unen al antigeno de una manera independiente del MHC y de
esta manera un constructo receptor se puede utilizar para tratar una poblacién de

pacientes que tengan tumores positivos de antigeno CD19.
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Los constructos CAR fueron desarrollados en la Universidad de Pensilvania y se
elaboro el vector grado clinico en Lentigen Corporation. Las células CART-19 se
elaboran en las instalaciones denominadas Clinical Cell and Vaccine Production
Facility de la Universidad de Pensilvania de acuerdo con el proceso que aparece
en la Figura 11. Al finalizar los cultivos celulares, las células son crioconservadas
en criomedios infusibles. Una sola dosis de CART-19 de células T transducidas
que comprenda la infusién de 205 x 10° hasta 5 x 10° del total de célulafs, se
administran una o dos bolsas. Cada una de estas bolsas contiene una alicuota
(volumen que depende de la dosis) de criomedios que contienen los siguientes
reactivos de grado infusible (% v/v): 31.25 plasmalyte-A, 31.25 dextrosa (5%}, 0.45
NaCl, hasta 7.50 DMSO, 1.00 dextran 40, 5.00 de albumina de suero humano con
aproximadamente 2.5-5 x 10° células autologas T por bolsa. Para fnayor
seguridad, se aplica la primera dosis como dosis dividida los dias 0, 1 y'2 con

~10% de las células el dia 0, 30% el dia 1y 60% el dia 2.

Almacenamiento

Las bolsas (con capacidad de 10 a 100 ml) que contienen células T transducidas
CART-19 se almacenan en condiciones de banco de sangre en un congelador
monitoreado a temperatura de -135|C. Las bolsas de fusion se almacenan en el

congelador hasta cuando se necesiten.

Descongelaciéon de Células
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Después de registrar las células en la farmacia de investigaciones, las células
congeladas se trasplantan en hielo seco a la cama del sujeto. Estas células son
descongeladas en el lado de la cama una por una utilizando un bario de Maria que
se mantiene a la temperatura de 36°C hasta 38°C. La bosa se|masajea
suavemente hasta cuando las células se descongelen. No deben registrarse
grumos congelados dentro del contenedor. Si el producto celular CART-19

presenta signos de averia o fugas en la bosa, o alguna otra afectacion, no debe

hacerse la infusion.

Premedicacion

Los efectos colaterales posteriores a la infusién con células T pueden ser entre
otros fiebres transitorias, escalofrios y/o nausea. Se recomienda que: se pre-
medique el sujeto con acetaminofen 650 mg via oral e hidrocloruro de
difenidranima 25-50 mg oral o por via intravenosa, antes de la infusion de las
células CART-19. Estos medicamentos se pueden repetir cada 6 horas segun se
requiera. Se puede sin embargo prescribir una serie de medicamentos anti-
inflamatorios no esteroides si el paciente contintia presentando eventos (ﬁe fiebre
que no se alivian con la aplicacién del acetaminofen. Se recomiendafque los
pacientes no reciban corticosteroides sistémicos como hidrocortisona, prednisona,
prednisolona (Solu-Medrol) o dexametadona (Decadron) en ninglin momento,

excepto si existe una condicién de emergencia amenazante de la vida, ya que esto

161

e



WO 2012/79000 ‘ PCT/US2011/064191 \ '
puede tener un efecto adverso sobre las células T. si se requieren

corticosteroides para el manejo de una reaccion infusional aguda, se recomienda

" una dosis inicial de hidrocortisona de 100 mg.
Administracion/Infusion

Las infusiones empiezan 1 a 2 dias después de terminar la quimioterapia. | El dia
de las primeras infusiones, los pacientes presentan un CBC con diferehcial y
evaluacion de CD3, CD4 y CD8 en sus conteos puesto que la quimioterapia se
administra en parte para inducir linfopenia. Sin aferrarse a una teoria en
particular, se considera que una dosis inicial por via intravenosa de 2.5-5 x 10° de
células CART-19 es lo optimo para cumplir con este protocolo. En razén ‘a que
existen aproximadamente 1 x 10'? células T en un adulto saludable, la dosis total
propuesta es equivalente a 0.5% aproximadamente de la masa corporal tdtal de
células T (Roede‘rer, 1995, Nat Med, 1:621-7; Macallan et al., 2003, iEu_r J
Immunol, 33:2316-26). La primera dosis se administra utilizando una | dosis
dividida en los dias cero (10%), 1 (30%) y 2 (60%). Los sujetos reciben infusién
en una sala aislada. Las células se descongelan al lado de la cama del padiente,
como se describi6 en otra seccion de este mismo documento. Se administran las
células descongeladas a una tasa de infusidn con la rapidez en que se toleren de
tal manera que la duracion de la infusién sea de aproximadamente 10 -15 mirjutos.
Las células T transducidas se administran mediante infusion intravenosa rapida a

un caudal de aproximadamente 10 ml hasta 20 ml por minuto mediante un set de
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sangre tipo Y libre de latex de calibre 18 con grifo de 3 vias. La duracién de la
infusion es de aproximadamente 15 minutos. Se entregan de 1 a 2 bolisas de
células modificadas CART-19 en hielo, y estas células son administradas al sujeto
mientras estan frias. En sujetos que reciben mezclas de células CART-19, con el
fin de facilitar el mezclado, las células son administradas simultaneamente
utilizando un adaptador Y. Los sujetos son infusionados y premedicados domo se
describié anteriormente. Se toman luego los signos vitales de los sujetoé y se
hace una oximetria de puilso antes de aplicar la dosificacion, al finalizar la infusién
y cada 15 minutos de alli en adelante durante 1 hora y hasta cuando estos valores
se encuentren estables y satisfactorios. Se obtiene una muestra de sangre para
determinar el nivel CART-19 de linea basal antes de la infusién y 20 minutos
después de la misma. Los pacientes que muestren toxicidades a partir de su
quimioterapia citoreductora precedente tendran un retardo en su programacion de
la infusién hasta cuando se hubiesen resuelto dichas toxicidades. Las toxicidades
especificas que ameriten el retardo de la infusién celular T son entre otﬁas: 1)
Pulmonares: Requerimiento de oxigeno complementario para mantener la
saturacion superior al 95% o presencia de anomalias radiograficas de rayos X de
térax que sean progresivos; 2) Cardiacos: Nuevas arritmias cardiacas no
controladas con manejo medico. 3) Hipotension que requiera soporte del pressor.
4) Infeccion Activa: Cultivos de sangre positivos para bacterias, hongos o virus
dentro de las 48 horas siguientes a la infusién de células T. Se toma una muestra
de suero para determinar potasio y acido Urico antes de la primera infusion al.igual

que 2 horas después de cada una de las infusiones posteriores.
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Pruebas de Laboratorio post-infusién para evaluar condiciones de_injerto y

persistencia

Los sujetos regresan el dia 4 y 10 después de la infusién celular inicial CART-19
para que se les tome muestra de sangre sobre niveles de citoquina en suero, y
CART-19 PCR para evaluar la presencia de células CART-19. Los sujetos
regresan 1 vez por semana durante 3 semanas para someterse a lo siguiente:
examen fisico, documentacion de eventos adversos y tomas de sangre para
hematologia, quimica, injerto y persistencia de células CART-19 y estudios de

laboratorio.

Segunda Infusién

Sin adherirse a una teoria en particular, se considera que se puede administrar
una segunda dosis de células CART-19 el dia 11 a los pacientes, siempre y
cuando que muestren una adecuada tolerancia a la primera dosis y que se
hubiesen elaborado suficientes células CART-19. La dosis es 2-5 x 10° células
totales. Se puede recolectar una muestra de suero para potasio y acido Urico dos

horas después de la infusién.

Sequnda Aferesis

’
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Se realiza un procedimiento de aféresis de 2 litros en el centro especializado. Se
obtiene PBMC para investigacion y crio conservacion. A los sujetos se les somete
a lo siguiente: examen fisico, documentacién de eventos adversos y tomas de
sangre para hematologia, quimica, injertos y persistencia de células CART-19 y
estudios de laboratorio. Ademas se realiza una reevaluaciéon para medicionés de
carga tumoral. Estas pruebas se determinan mediante tipo de enfermedad'y se
incluyen imagenes, evaluaciones MRD, aspirados de medula 6sea y biopsia y/o

biopsia de nédulo linfatico.

Evaluaciones mensuales 2 a 6 meses post-infusion

Los sujetos regresan cada mes durante los meses 2 a 6 post-infusién celular
CART-19. En estas consultas, los sujetos se someten a lo siguiente:
medicamento concomitante, examen fisico, documentacién de eventos adversos y
tomas de sangre para hematologia, quimica, injertos y persistehcia de células
CART-19 y estudios de laboratorio. Se realiza el ensayo ADN VIH los meses 2-6

post-infusion celular CART-19 para excluir presencia de RCL detectable.

Evaluaciones trimestrales hasta por 2 afios post-infusion

Los sujetos son evaluados trimestralmente hasta completar 2 afios post-infusion.
En estas consultas, a los sujetos se les somete a lo siguiente: medicamentos

concomitantes, examen fisico, documentacién de eventos adversos y tomas de
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sangre para hematologia, quimica, injertos y persistencia de células CART-19 y
estudios de laboratorio. Se realiza el estudio ADN VIH en los meses 3 y 6
posteriores a la infusion celular CART-19 para excluir presencia de RCL

detectable.
Los resultados de los experimentos se describen a continuacion.

Historia de los Pacientes

El paciente recibié un diagnostico de etapa 1 CLL en 1996. Inicialmente requirio
tratamiento después de 6 afios de observacién con respecto de la leucocitosis
progresiva y adenopatia. En 2002, fue tratado con 2 ciclos de rituximab imés
fludarabina; este tratamiento produjo normalizacién de los conteos sanguineos y
resolucion parcial de adenopatia. En 2006, recibié6 4 ciclos de rituximab y
fludarabina para el manejo del avance de la enfermedad, nuevamente icon
normalizacién de conteos sanguineos y regresiéon parcial de adenopatia. Esta
respuesta fue seguida por un intervalo libre de progresion de 20 meses y un
intervalo libre de tratamiento por dos afios. En febrero de 2009, presento lruna
leucocitosis progresiva rapida y adenopatia recurrente. Su medula ésea .fue
infiltrada de manera extensa con CLL. El analisis citogenetico demostré que 3 de
15 células contenian una eliminacién de un cromosoma 17p, y las pruebasi de
hibridacién in situ para fluorescencia (FISH) demostraron que 170 de 200 células

presentaron una eliminacién que afectaba el TP53 en el cromosoma 17p. ' El

{
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paciente recibi6 rituximab con bendamustina durante un ciclo y luego tres ciclos
adicionales de bendamustina sin rituximab (en razén de una reaccién alérgica
severa). Este tratamiento produjo tan solo una mejoré transitoria en la Iinfd,citosis.
La adenopatia progresiva se documento por medio de tomografia computérizada

(CT) después de la terapia.

Se recogieron las células autologas T por medio de leucaferesis vy

crioconservacion. El paciente recibi6 luego alenteumab (antigeno de superficie

celular, de linfocitos maduros, anti-CD52), durante 11 semanas, con mejoria:en la
hematopoyesis y résolucién parcial de adenopatia. En los siguientes 6 meses,
presento estabilidad en la enfermedad con participacién de medula en fbrma
persistente y extensiva y adenopatia difusa con multiples nodos linfaticos de 1 a3.
En Juli de 2010, el paciente se registro en los estudios clinicos de fase 1 ce

células T modificadas por el receptor antigeno quimérico.

Infusiones Celulares

Las células autologas T provenientes del paciente fueron descongeladas y
transducidas con lentivirus para expresar el receptor antigeno quimérico especifico
CD19 (Figura 12A); luego los identificadores de secuencia para vector lentivirus y
secuencias relevantes se muestran en la Tabla 5. Cuatro dias antes de la infusién
celular, el paciente recibié quimioterapia disefiada para agotamiento de linfocitos

(pentostatin a una dosis de 4 mg por metro cuadrado de superficie corporal y
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ciclofosfamida a una dosis de 600 mg por metro cuadrado) sin rituximab (Lamanna
et al., 2006, J Clin Oncol, 24:1575-81). Tres dias después de la quimioterapia
pero con anterioridad a la infusién celular, la medula 6sea fue hipercelular con
participacion aproximada de 40% por CLL. Las células de leucemia expresaron
cadena ligera capa y CD5,_ CD19, CD20 y CD23. El analisis citogenico mo;stro dos
clones por separado, ambos produjeron perdida del cromosoma 17 p y del locus
TP53. (46, XY, del (17)(P12)[5)/46, XY, der (17)(17;21)(q10;q10)[5)/46,XY[14]).
Cuatro dias después de la quimioterapia, el paciente recibié un total de 3 x 108
células T, de las que el 5% se transdujeron, para un total de 1.42 x 10’ células
transducidas (1.46 x10° células por kilogramo) divididas en tres infusiones
intravenosas diarias consecutivaé (10% el dia 1, 30% el dia 2 y 60% el dia 3). No
se administraron citoquinas post-infusion; tampoco se registraron efectos toxicos

de infusiones.

Tabla 5: Identificadores de Secuencia para el vector de transferencia pELPS-

CD19-BBz

SEQ ID No: # | IDENTIFICACION

SEQ ID No: 1 | pELPS-CD19-BBZ sector de transferencia

(secuencia de acido nucléico)

SEQID No: 2 | RSV's (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No: 3 | VIH repeticion R (secuencia de acido nucléico)
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SEQ ID No: 4

VIH Repeticion U5 (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

5

Parcial Gag/Pol (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

6

cPPT (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

EFI promotor alfa (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

CD19-BB zeta CAR (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

Hu Woodchuck PRE (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

10

Repeticién R (secuencia de acido nucléico)t

SEQ ID No:

11

Repeticién U5 (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

12

CD19-BB zeta CAR (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID No:

13

CD8 Leader (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

14

Anti-CD19scFv (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

15

CD8 Hinge (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

16

CD8 Transmembrana (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

17

4-1BB (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

18

CD3 zeta (secuencia de acido nucléico)

SEQ ID No:

19

Lider CD8 (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID No:

20

Anti CD19 scFv (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID No:

21

CD8 Hinge (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID No:

22

CD8 Transmembrana (secuencia de aminoéacidos)

SEQ ID No:

23

4-1BB (secuencia de aminoacidos)

SEQ ID No:

24

CD3 zeta (secuencia de aminoacidos)

Respuesta

y

Evaluacion

es Clinicas

Catorce
dias de la
primera
infusién, el
paciente
empezd a

tener

escalofrios y fiebres bajas asociadas con fatiga grado 2. En los siguientes 5 dias,
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se intensificaron los escalofrios y la temperatura del paciente llego a 39.2°C
(102.5°F), asociandose con temblores, diaforesis, anorexia, ndusea y diarrea. El
paciente no presento sintomas respiratorios ni cardiacos. En razén d.‘.le las fiebres,
se realizaron radiografias de térax y cultivos de sangre, orina y materias fecales y
todos los resultados fueron negativos o normales. El sindrome de lisis tumoral se
diagnostico el dia 22 después de la infusion (Figura 12B). el nivel de }acido arico
fue 10.6 mg/dl (630.5 umol por litro), el nivel de fosforo fue 4.7 mg/dl (1.5 mmol/l)
(rango normal, 2.4 hasta 4.7 mg/dl [0.8 hasta 1.5 mmol/ll]) y el nivel de
deshidrogenasa de lactato fue de 1130 U/l (rango normal 98 a 192). Se registro
prueba de lesién renal aguda, con nivel de creatinina de 2.60 mg/dl (229.8 pumol/l)
(nivel basal <1.0 mg/dl [<88.4 umol/l]). El paciente fue hospitalizado y tratado con
resucitacion por fluidos y rasburicasa. E! nivel de acido urico regreso al rango
normal al cabo de 24 horas y el nivel de creatinina a los 3 dias siguientes; el
paciente fue dado de alta del hospital el dia 4. El nivel de deshidrogenasa de

lactato disminuyo gradualmente, normalizandose durante el siguiente mes.

Para el dia 28 después de la infusion celular CART19, la adenopatia no SIQUIO
siendo palpable y el dia 23, no hubo ewdenma de CLL en medula 6sea (Figura
12C). El cariotipo fue normal en este momento en 15 de las 15 células (46 XY) y
el estudio FISH fue negativo para eliminacion TP53 en 198 de las 200 células
examinadas. Estos valores se consideran como formales dentro de los limites

para controles negativos. El analisis de citometria de flujo no mostro ningin CLL

residual y las células B no pudieron detectarse (<1% de células dentro del nivel:
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CD5+CD10-CD191+CD23+ divisién de linfocitos). El scan CT realizado el dia 31

después de la infusién mostro una resolucion de la adenopatia (Figura 12D).

Tres y luego 6 meses después de la infusién celular CART19, el examen fisico
continuo sin novedades y no hubo adenopatia palpable y el scan CT realizado 3
meses después de la infusién celular CART19 mostro una remisién sostenida
(Figura 12D). Los estudios de medula dsea al cabo de 3 y 6 meses tampoco
mostraron evidencia de CLL segln los analisis morfolégicos, los estudios de
cariotipos (46 XY) o los analisis de citometria de flujo, con una carencia continuada
de células normales B igualmente. La remision se habia sostenido por 10 meses

como minimo.

Toxicidad de células CART19

Las infusiones celulares no presentaron efecto de toxicidad aguda. El unico
evento adverso grave (grados 3 .é 4) registrados fue el sindrome de lisis tumoral
grado 3 que se describié anteriormente. El paciente presento linfopenia de grado
1 en la base y linfopenia grados 2 6 3 que empezaron el dia 1 y continuaron hasta
10 meses como minimo después de la terapia. La linfopenia grado 4 con un
conteo absoluto de linfocitos de 140 células/mm® se registro el dia 19, sin
embargo a partir del dia 22 hasta por lo menos durante 10 meses, el conteo
absoluto de linfocitos se ubico entre 390 y 780 células/mm? (linfopenia grado 2 6

3). El paciente presento trombocitopenia transitoria grado 1 (conteo plaquetario de
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98.000 a 131.000 por milimetro cubico) desde el dia 19 hasta el dia 26 y
neutropenia grados 1 6 2 (absoluto de neutrofilos, 1090 hasta 163/ml%) desde el
dia 17 hasta el dia 33. Otros signos y sintomas que probablemente se
relacionaron con el tratamiento de estudio incluyendo elevaciones de grados 1y2
en la aminotransferasa y niveles de fosfatasa alcalina, que se desarrollaron 17
dias después de la primera infusién y se resolvieron el dia 33, con sintd?mas
constitucionales grados 1 y 2 consistentes en fiebres, escalofrios, diafofesis,
nialgeas, cefaleas y fatiga. Se corrigio la h‘ipogammaglobulinemia grado 2 con

infusiones de globulina inmune intravenosa.

Analisis de Suero y Citoquines de Medula Osea

La respuesta clinica del paciente estuvo acompafiada de un retardado incremento
en los niveles de citoquinas _inflamatorias (Figuras 13 hasta Figura 13D), con
niveles de interferon-y, quimoquinas interferon y respondientes CXCL9 y CXCL10
e interleuquina 6 que fueron 160 veces mas altas que los niveles basales. El
aumento temporal de los niveles de citoquina en paralelo con los sintomas
clinicos, llegaron a un pico de 17 a 23 dias después de la primera infusién celular

CART19.

Los sobrenadantes tomados después de los aspirados de medula 6sea seriales se

midieron para'establecer evidencias de citoquinas dando pruebas de activacion

inmune (Figura 13E). El incremento significativo de interferon-y, CXCLS9,.
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interleuquina-6 y receptor interileuquina-2 soluble se registraron en comparacion
con los niveles basales del dia anterior a la infusion de células T; y los valores
adquirieron pico el dia 23 después de la primera infusion celular CART19. El
incremento en las citoquinas de medula Mésea coincidié con la eliminacién de
células de leucemia a partir de la medula. No se registraron cambios en suero ni

en el factor alfa de necrosis tumoral.

Expansion y Persistencia de Células T del Receptor de Antigeno Quimeérico

El receptor (CAR19) de antigeno quimérico anti-CD19 que codifica el ADN fue

detectado por el PCR en tiempo real a partir del dia 1 después de la primera

infusion (Figura 14 A). Se registro mas de una expansion de 3 log de las célulés in

vivo el dia 21 después de Ia_ infusién. En los niveles pico, las células CART19 en
sangre fueron responsables de mas del 20% de linfocitos en circulacion y estos
niveles pico coincidieron con la ocurrencia de sintomas constitucionales, sindrome
de lisis tumoral (Figura 12B) y elevaciones en niveles de citoquinas de suero
(Figura 13 A hasta Figura 13D). Las células CART19 continuaron detectables a
elevados niveles 6 meses después de las infusiones, aun cuando los valoreé se
disminuyeron por un factor de 10 a partir de los niveles pico. El tiempo.i de
duplicacion de las células T del receptor de antigeno quimérico en sangre fue de

aproximadamente 1.2 dias, con eliminacién de la vida media de 31 dias.

Células T del Receptor de Antigeno Quimérico en Medula Osea
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Se identificaron las células CART19 en muestras de medula 6sea a partir‘- de 23
dias contados después de la primera infusion (Figura 14B) y persistieron durante
6 meses como minimo, con una afectacién de la vida media de 34 dlas Los
niveles mas elevados de células CART19 en medula 0sea se identlflcaronq en la
primera evaluacion 23 dias después de la primera afusion y coincidieron con la
induccion de una respuesta inmune, como lo sefialan los perfiles de secrecion de
citoquina (Figura 13E). El analisis de citometria de flujo de los aspiradbs de
medula 6sea indicaron una expansién clonal de células CD5+CD19+ en laf_.|inea
basal que estuvo ausente durante un mes después de la infusion y en una
muestra obtenida 3 meses después de dicha infusién (no se suministran datos).
Las células normales B no fueron detectadas después del tratamiento (Figura

14C).

Tratamiento con células CART19 modificadas genéticamente y autologas

En esta seccién se describe el desarrollo retardado del sindrome de lisis tumoral
ademas de una respuesta completa tres semanas ‘después del tratamiento.‘co’n
célljlas T autologas modificadas genéticamente para abordar el CD19 a travé$ de
la transduccion con un vector -lentivirus que expresa el anti-CD19 unido al CD3-
zeta y a los dominios de sefializacion CD137 (4-1BB). Las células genéticamente
modificadas estuvieron presentes a elevados niveles en medula 6sea duran’[(e 6

meses como minimo después de la infusion. La generacion de una respuesta
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inmune especifica para CD19 en medula 6sea se pudo demostrar mediante .la
liberacién temporal de citoquinas y ablacion de células de |eucemia que
coincidieron con el infiltrado pico de las células T receptoras del antigeno
quimérico.  El desarrollo del sindrome de lisis tumoral después de la
inmunoterapia celular no se reporto previamente (Baeksgaard et al., '2003,5 Cancer

Chemother Pharacol, 51:187-92).

La manipulacién genética de las células T autologas para abordar antigenos
tumorales especificos es una estrategia atractiva para la terapia del cancer
(Sadelain et al., 2009, Curr Opin Immunol, 21:215-23; Jena et al., 2010, Blood,
116: 1035-44). Una caracteristica importante del enfoque aqui descrito es que las
células T receptoras del antigeno quimérico pueden reconocer blancos tumorales
de una manera sin restricciones HLA , de tal manera que los receptores antigenos
quiméricos “bajados del estante” pueden construirse para tumores que tengan una
amplia gama de caracteristicas histologicas. Los vectores lentivirales derivados
del VIH se utilizaron para terapia de cancer, un enfoque que puede ;presentar
ciertas ventajas con respecto del uso de vectores retrovirales (Jume et al., 2009,

Nat Rev Immunol, 9: 704-16).

En estudios previos de células T del receptor de antigeno quimérico, las
respuestas tumorales objetivas han sido modestas, y la proliferacién in vivo de
células modificadas no se ha podido sostener (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer

Res, 12: 6106-15; Till et al., 2008, Blood, 112: 2261-71: Pule et al., 2008, Nat Med,
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14: 1264-70) Brenthens y colgeas reportaron resultados preliminares de un enéayo
clinico de receptores de antigeno quimérico abordados por CD19 vinculados:a un
dlominio de sefalizacion CD28 y pudieron encontrar respuestas de tumor
transitorio en dos de los tres pacientes con CLL avanzado (Brenthens et aI.,;?O10,
Mol Ther, 18: 666-8); sin embargo, los receptores dé antigeno quirnérico

desaparecieron rapidamente de la circulacién.

Fue inesperado que la dosis muy baja de células E del receptor antjgénico
quimérico se infusionaran y pudieran dar como resultado una respuesta
antitumoral evidente desde el punto de vista clinico. En realidad, la dosis
infusionada de 1.5 x 10° de células T del receptor antigénico quimeérico por
kilogramo estuvo en varias ordenes de magnitud por debajo de las dosis Qtilizadas
en estudios previos de células T modificadas para expresar receptores de
antigeno quimérico o receptores de las células T transgénicas (Kershaw et al,,
2006, Cli Cancer Res, 12: 6106-15; Brentjens et al., 2010, Mol Ther, 18: 666-8;
Morgan et al., 2010, Mol Ther, 18: 843-51: Johnson et al., 2009, Blood, 114: 535-
46=. Sin acogerse a una teoria en particular, se especula que la quimioterapia

puede potenciar los efectos del receptor de antigeno quimérico.

La persistencia prolongada de células CART19 en sangre y medula ésea del
paciente es el resultado de la inclusion del dominio de sefalizacién 4-1BB. Es
probable que la eliminacion de células normales B mediadas por las células

CART19 facilitara la induccion de tolerancia inmuonologica al receptorde antigeno
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quimérico, puesto que las células CART19 que expresan el fragmentb de
anticuerpos Fv de una sola cadena que contiene secuencias de murine no se
hubiesen rechazado. Dada la ausencia de células de leucemia positiva CD19
detectables para este paciente y sin acogerse a una teoria en particular, es posible
que se alcanzara la homeostasis de las células T del receptor de antigenos
quiméricos por lo menos en parte a partir de la estimulacion proporcionada por
progenitores iniciales de célula B en la medida en que estos hubiesen empezado a
emerger en la medula ésea. Elinvento se relaciona con el descubrimiento de que
puede existir un nuevo mecanismo para mantener las células T receptoras del

antigeno quimérico de “memoria”.

Aun cuando el CD19 es un blanco tumoral atractivo, con expresion limitada a las
células normales y malignas B, existe preocupacion por la persistencia de las
células T receptoras del antigeno quimérico que pueden mediar la deficiencia de
células B a largo término. En efecto, en el paciente, las células B estuvierc_)n
ausentes de la sangre y de la médula ésea como 6 meses como minimo después
de la infusion. Este paciente no presento infecciones recurrentes. Las células
blanco B a través del CD20 con rituximab constituyen una estrategia eficaz y
relativameﬁte segura para pacientes con neoplasmas de células B, y es manfejable
por lo tanto la linfopenia de células B a largo término  (Molina, 2008, Ann rev Med,
59: 237-50). Los pacientes tratados con rituximab tienen de acuerdo con los

informes un retorno de células B dentro de los meses siguientes a la suspension
;
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de la terapia. No es todavia claro si dicha recuperacion ocurre en pacientes cuyas

células T anti-células T persistan in vivo.

- Los pacientes que tienen CLL con eliminaciones TP53 presentan cortas
remisiones después de terapias estandar (Dohner et al., 1995, Blod 85: 1580-9).
Los trasplantes alogenicos de medula 6sea han sido el unico enfoque que hubiese
inducido remisiones de largo término en pacientes con CLL avanzado (Gribbén et
al., 2011, Biol Blood Marrow Transplant, 17: Duppl:$63-S70). Sin embargo, el
efecto potente resultante de injerto —versus-tumor se asocia con una considerable
morbilidad debido a la elevada frecuencia de enfermedad crénica de injerto-
versus*huésped, que frecuentemente es severa en pacientes mayores, quienes se
afectén tipicamente por el CLL (Gribben ef al., 2011, Biol Blood Marrow
transplant, 17: Suppl: $63-S70; Sorror et al., 2008, Biood, 111: 446-52). Los datos
que aqui se presentan sugieren que las células T autologas y genéticaménte

modificadas pueden contrarrestar esta limitacion.

La aparicion retardada del sindrome de lisis tumoral y la secrecion dle citoquinas
combinadas con expansién de células T dei receptor antigeno quimérico in vivo en
forma vigorosa y la actividad anti—leucemié prominente, sefiala hacia fun_ciones del
efector sustancial y sostenido de las células CART19. Los experimentos descri.tos
aqui resaltan la potencia de esta terapia y brindan un soporte para el estudio
detallédo de las células autologas T modificadas genéticamente para abordarf el

CD19 (y otros blancos) mediante la transduccién de un receptor antigeno
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quimérico unido a dominios potentes de sefalizacién. A diferencia de la terapia
mediada por anticuerpos, las células T modificadas por receptores de antigenos
quiméricos tienen el potencial de replicarse in vivo, y la persistencia aé largo
término podria conducir a un control sostenido de tumores. Otros dos pac;'iientes
con CLL avanzado también han recibido infusiones CART19 de acuerdo con el
presente protocolo, y todos los tres han tenido respuestas tumorales. iyEstos
hallazgos ameritan un estudio continuado de células T re-direccionadas 'iCD19

para los neoplasmas celulares B.

Las revelaciones de todas y cada una de las patentes, solicitudes de patente y
publicaciones citadas en este documento se incorporan al mismo por referencia en
cuanto a su totalidad. Si bien este invento ha sido revelado con referencia a
presentaciones especificas, es obvio que otras presentaciones y variaciones de
este invento pueden elaborarse por parte de otras personas expertas en la materia
sin apartarse del verdadero espiritu y alcance del invento. Las reivindicaci'pnes
que se anexan tienen por objeto incluir todas estas presentaciones y variaciones

equivalentes, por lo tanto deben interpretarse en este sentido.

REIVINDICACIONES

Las reivindicaciones del presente invento son-las siguientes:
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1. Una secuencia del acido nucléico aislado que codifica un receptor de
antigeno quimérico (CAR), donde el CAR comprende un dominio de unién de
antigeno, un dominio de transmembrana, una regién de sefializacion co-
estimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta, donde este dominio de
sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de ;SEQ ID

No.: 24.

2. La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacion 1, donde el CAR

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 12.

3. La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacion 1 que comprende

la secuencia del acido nucléico de SEQ ID No: 8.
4. La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacién 1, donde el
" dominio de unién del antigeno es un anticuerpo o bien uno. de sus

fragmentos de unién con el antigeno.

5. La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacién 4, donde el

fragmento de unién con el antigeno es un Fab o un scFv.

6. La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacion 1, donde el

dominio de unién con el antigeno se une a un antigeno tumoral.
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10.

11.

La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacién 6, donde el

antigeno tumoral se asocia con una condiciéon hematolégicamente maligna.

La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacién 6, donde el

antigeno tumoral se asocia con un tumor solido.

La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicacion 6, donde el
antigeno tumoral se selecciona a partit del grupo conformado por CD19,
CD20, CD22, RORI, mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77,
EGFRvIIl, GD-2, NY-ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR, y cualquiera de sus

combinaciones.

La secuencia de! acido nucléico aislado de la reivindicacion 1, donde la
region de sefalizacion co-estimulatoria comprende el dominio intracelular de
una molécula co-estimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado
por CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, _antigen‘o -1
asociado con la funcion linfocitica (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-
H3 un ligando que se une especificamente con CD83 y cualquiera de sus

combinaciones.

La secuencia del acido nucléico aislado de la reivindicaciéon 1, donde el
dominio de sefializacion CD3 zeta se codifica por parte de la secuencia del

acido nucléico de SEQ ID No. 18.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

Un receptor de antigeno quimérico aislado (CAR) que comprende un dominio
de union de antigeno, un dominio de transmembrana, una regi(bn de
sefializacion co-estimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta, donde
el dominio de sefalizacion CD3 zeta comprende la secuenci:fa de

aminoacidos de SEQ ID No. 24.

El CAR aislado de la reivindicacion 12, donde dicho CAR comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 12

El CAR aislado de la reivindicacion 12, donde el dominio de unién con el

antigeno es un anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién con el antigeno.

El CAR aislado de la reivindicacion 14, donde el fragmento de'unién cbn el

antigeno es un Fab o un scFv.

El CAR aislado de la reivindicacion 12, donde el dominio de unién con el

antigeno se une a un antigeno tumoral.

El CAR aislado de la reivindicacion 16, donde el antigeno tumoral se asocia

con una malignancia hematolégica.
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18.

19.

20.

21.

22.

El CAR aislado de la reivindicacién 16, donde el antigeno tumoral se asocia

con un tumor solido.

El CAR aislado de la reivindicacion 16, donde el antigeno tumoral se
selecciona a partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22, R{ORI,

mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRVII, GD-2; NY-

'ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR, y cualquiera de sus combinaciones.

El CAR aislado de la reivindicacién 12, donde la region de sefalizacion co-
estimulatoria comprende el dominio intracelular de una molécula co-
estimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado por CD27, CD28, 4-
1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno - 1 asociado con la funcién
linfocitica (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 un ligando que se une

especificamente con CD83 y cualquiera de sus combinaciones.

Una célula que comprende una secuencia de acido nucléico que codifica un
receptor de antigeno quimérico (CAR), donde el CAR comprende un dominio
de unién con el antigeno, un dominio de transmembrana, una region de
sefalizacién co-estimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta que

comprende la secuencia de aminoécidos SEQ ID No. 24.

La célula de la reivindicacion 21, donde el CAR comprénde la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID No. 12.
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23.

24.

25.

' 26.

27.

28.

29.

La célula de la reivindicacién 21, donde el acido nucléico comprende la

secuencia del acido nucléico de SEQ ID No. 8.

|

La célula de la reivindicacién 21, donde el dominio de unién con el antigeno

es un anticuerpo o bien uno de los fragmentos de union con el antigeno.

La célula de la reivindicacién 24, donde el fragmento de unién con elf

antigeno es un Fab o un scFv.

La célula de la reivindicacion 21, donde el dominio de union con el antigeno

se une a un antigeno tumoral.

La célula de la reivindicacién 26, donde el antigeno tumoral se asocia con

una malignancia hematologica.

La célula de la reivindicacion 26, donde el antigeno tumoral se asocia con un

tumor solido.

La célula de la reivindicacion 26, donde el antigeno tumoral se selecciona a
partir del grupo conformado. por CD19, CD20, CD22, RORI, mesotelm
CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRVIII, GD-2, NY-ESO+1

TCR, MAGE A3 TCR, y cualquiera de sus combinaciones.
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30.

31.

32.

33.

34.

La célula de la reivindicacion 21, donde la region de sefializacion co-
estimulatoria comprende el dominio intracelular de una molécula co-
estimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado por CcD27, ‘CD28, 4-
1BB, 0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno — 1 asociado con I@a funcién
de linfocitos (LFA—1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 un ligand’lo.que se

une especificamente con CD83 y cualquiera de sus combinaciones.

La célula de la reivindicacién 21, donde el dominio de sefalizacion CD3 zeta

se codifica por medio de la secuencia del acido nucléico de SEQ ID No: 18.

La célula de la reivindicaciéon 21, donde la misma se selecciona a:partir del
grupo conformado por una célula T, una célula Eliminadora Natural (NK), un

linfocito T citotoxico (CTL) y una célula T regulatoria.

La célula de la reivindicacion 21, donde esta exhibe una inmunidad
antitumoral cuando el dominio de unién con el antigeno se une a su

correspondiente antigeno.

Un vector que comprende una secuencia del acido nucléico que codifica un

receptor de antigeno quimérico (CAR), donde el CAR comprende un dominio

de unién con el antigeno, una region de sefalizacion co-estimulatoria y un-
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dominio de sefalizacion CD3 zeta, donde el dominio de sedalizaciéon CD3

zeta comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ |1D No: 24.

35. El vector de la reivindicacion 34, donde el CAR comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID No. 12.
36. El vector de la reivindicacién 34, donde la secuencia del acido nucléico
aislado que codifica un CAR comprende la secuencia del acido nucléico de

SEQ ID No. 8.

37 El vector de la reivindicacion 34, donde el dominio de unién con el antigeno

es un anticuerpo o uno de los fragmentos de union con el antigeno. |

38. El vector de la reivindicacién 37, donde el fragmento de union con el

antigeno es un Fab o un scFv.

39. El vector de la reivindicacion 34, donde el dominio de unién con el antigeno

se une a un antigeno tumoral.

40. El vector de la reivindicacién 39, donde el antigeno tumoral se asocia con

una malignancia hematologica.
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41.

42.

43.

44.

45.

El vector de la reivindicacion 39, donde el antigeno tumoral se asocia con un

tumor solido.

El vector de la reivindicacion 39, donde el antigeno tumoral se selec¢ciona a

partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22, RORI, mgasotelin,'

CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRvIll, GD-2, NY-ESO-1

TCR, MAGE A3 TCR, y cualquiera de sus combinaciones.

'E| vector de la reivindicacion 34, donde la region de sefalizacion co-

estimulatoria comprende el dominio intracelular de una molécula co-
estimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado por CD27, CD28, 4-
1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno — 1 asociado con la fuhcién
de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 un ligando que se

une especificamente con CD83 y cualquiera de sus combinaciones

El vector de la reivindicacién 34, donde el dominio de sefalizacion CD3 zeta

se codifica por medio de la secuencia del acido nucléico de SEQ 1D No. 18

Un método para estimular una respuesta inmune mediada por células T a

una poblacién de células blanco o tejidos en un mamifero, donde el método

comprende la administracién a un mamifero de una cantidad eficaz de una .

célula genéticamente modificada para expresar un CAR donde este ultimo

comprende un dominio de unién con el antigeno, una region de sefalizacion
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46.

47.

co-estimulatoria y un dominio de senalizacion CD3-zeta que comprende la
secuencia del aminoacido de SEQ ID No: 24, donde el dominio de unién con

el antigeno se selecciona para reconocer especificamente una poblacion

celular blanco o el tejido.

Un método para proporcionar inmunidad antitumoral en un mamifero, donde
estelmétodo comprende la administracion al mamifero de una cantidad eficaz
de una célula genéticamente modificada para expresar un CAR donde este
ultimo comprende un dominio de unién con el antigeno, una region de
sefializacion co-estimulatoria y un dominio de sefializaciéon CD3 zeta que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.:24, proporcionando

de esta manera una inmunidad antitumoral en el mamifero.

Un método para el tratamiento de un mamifero que tenga una enfermedad,
trastorno o condicién que se asocie con una expresion elevada de un
antigeno tumoral, donde este método comprende la administraciéon al
mamifero de una cantidad eficaz de una célula genéticamente modificada
para expresar un CAR, donde este ultimo comprende un dominio de union
con el antigeno, una region de seﬁa‘lizaci()n co-estimulatoria y un dominio de
sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID No.; 24, tratando de esta manera al mamifero.

48. El método de la reivindicacién 47, donde la célula es del tipo autologa T.
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49.

50.

51.

52.

53.

El método de la reivindicacién 47, donde el antigeno tumoral se selecciona a

partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22, RORI, mesotelin,

- CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRvlll, GD-2, NY-ESO-1

TCR, MAGE A3 TCR, y cualquiera de sus combinacibnés.

Un método para el tratamiento de un humano que tenga leucemia linfocitica
cronica, donde dicho método comprende la administracién al humano de una
célula T modificada genéticamente para expresar un CAR, donde este ultimo
comprende un dominio de unién éon el antigeno, una regién de sefializacion
co-estimulatoria y un dominio de sefializacion CD3 zeta que comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24.

El método de la reivindicaciéon 50, donde el humano es resistente -por lo

menos a un agente quimioterapéutico.

El método de la reivindicacion 50, donde la leucemia linfocitica crénica es

una leucemia refractaria CD19+ y linfoma.

Un método para generar una poblacién persistente de células T modificadas

genéticamente en un humano al cual se le diagnostico cancer, donde este

método comprende la administracion al humano de una célula T

genéticamente modificada para expresar un CAR, donde dichb CAR
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54.

55.

56.

57.

PCT/US2011/064191

comprende un dominio de unién con el antigeno, una region de sefalizacion
co-estimulatoria y un dominio de sefializacion CD3 zeta que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 24, donde la poblacién persistente
de células T modificadas genéticamente persiste en el humano durante un

mes como minimo después de la administracion.

El método de la reivindicacion 53, donde la poblacion persistente de células
T modificadas genéticamente‘ comprende como minino una célula
seleccionada a partir del grupo conformado por una célula T que se le
administro al humano, una progenie de células T que se administro al

humano y una combinacion de las mismas.

El método de la reivindicacion 53, donde la poblacion persistente de células

T modificadas genéticamente comprende una célula T de memoria.

El método de la reivindicacién 53, donde el cancer es una leucemia linfocitica

cronica.

El método de la reivindicacion 56, donde la leucemia linfocitica crénica es del

tipo leucemia refractaria CD19+ y linfoma.
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58.

99.

60.

61.

El método de la reivindicacién 53, donde la poblacién persistente de células
T modificadas genéticamente persiste en el humano durante 3 meses como

minimo después de la administracién.

El método de la reivindicacion 53, donde la poblacién persistente de células
T modificadas genéticamente persiste en el humano durante 4 meses, 5
meses 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12

meses, dos afios o tres afios como minimo después de la administracion.

El método de la reivindicacién 56, donde se trata la leucemia linfocitica

cronica.

Un método para expandir una boblacién de células T genéticamente
modificadas en un humano diagnosticado con cancer, dbnde el método
comprende la administracion al huméno de una célula T modificada
genéticamente para expresar un CAR donde este ultimo comprende un
dominio de union con .el antigeno, una region de sefalizacion co-
estimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID No. 24, donde la célq‘la T
geneticamente modificada que se administra produce una poblacién de

celulas T de progenie en el humano.
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62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

El método de la reivindicacion 61, donde las células T de progenie en el

humano comprenden una célula T de memoria.
El método de la reivindicacion 61, donde la célula T es de tipo autologa T,

El método de la reivindicacion 61, donde el humano es resistente por lo

menos a un agente quimioterapéutico.

El método de la reivindicacién 61, donde el cancer es leucemia linfocitica

cronica.

El método de la reivindicaciéon 65, donde la leucemia linfocitica cronica es

del tipo leucemia refractaria CD19+ y linfoma

El método de la reivindicacion 61, donde la poblacién de células de progenie
T persiste en el humano durante tres meses como minimo después de la

administracion

El método de la reivindicacion 61, donde la poblacion de células progenie T
persiste en el humano durante un tiempo de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,11, 12, meses

o 2 afios o 3 después de la administracion.

El método de la reivindicacién 61, donde se trata el cancer.
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FIGURA 1B
Dia de cultivo
Dia 0 Dia 0-1 Dia 3 Dia 5§
(10+2)

Leucocito Seleccion positiva Semilla en bolsas Lavado de
Aferesis CD3/28 de células T | permeables al gas. | vector. Cultivo en

con anti-CD3/ anti- | Transduccion con bolsas

S CD28 mAb con vector w/ aCD19- permeables al
esferas magnéticas A@B_’g ) _f:i_i/
recubiertas g Cultivo en

gz

Bioreactor de

onda

‘Remocion de esferas

Cultivo, lavado,
Concentrado
w:’!;w .
Crioconservacion del
producto final en
criomedios infusibles




FIGURA1C

Células Malignas B CD19+

10.
1.
12.
13.

14,

15.

FDA Approve Therapy = Terapia aprobada por la FDA

Monitor for recurrence = Monitor para recurrencia

Relapse = Recaida

Eligibility Tumor Restaging = Elegibilidad de Reabordaje Tumoral

PBMC Baseline Assays = Estudios basales PBMC

Manufacture /Cryopreservation = Elaboracion /Crioconservacion

Apheresis = Aferesis J
Assess Response = Evaluacién de Respuesta

PBMC Marrow Endpoint Assays =PBMC Estudios de punto final de medula

T Cell Infusion = Infusion de células T

Day0, 1,2 =Dias 0, 1, 2

Day 10 - 14 Full Dose if available = Dia 10 — 14 Dosis total si esta disponible
Monthly observation / monitoring 6 months post infusién =Observacion
mensual / monitoreo 6 meses post-infusion.

Quarlerly observation/monitoring To year 2 = observacion trimestral/
monitoreo hasta 2 arios.

Roll over to destination protocol for 15 year f/u for monitoring for delayed AEs

related to gene transfer = Analisis hasta lograr el protocolo de destino por
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espacio de 15 afos f/u para monitoreo por AEs retardados en relacién con la

transferencia de genes.

FIGURA2A-2B
1. UPN 01 Blood = Sangre UPN 01
2. Day (post infusion) =Dia (post — infusion)
3. UPN 02 Blood = Sangre UPN 02

4. Day (post infusién) = Dia (post — infusion)

FIGURA 2C - SD

1.  UPN 01 Marrow = Medula 6sea UPN 01

FIGURA 3C -3D
1. Serun Cytokine (fold change fron baseline) = Suero citoquina (cambios a
partir del nivel basal)
FIGURAS5 A
1. Corticosteroids started = iniciar con corticosteroides
2. Days from infusién = Dias a partir de la infusion
FIGURA 6

1.  Total Cells in circulation = Total de células en circulacion

2. Day (post infusion) = Dia post infusién
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FIGURA 10
Sujet | Edad/Sexo Terapias previas Carga Tumoral CLL en linea | Dosis total | Respuest
o | Cariotipo basal - : de a D+30
UPN CART19 (Duracién)
(células/kg
)
' Medula Sangre | Nodos
Osea (dia de | /bazo
(dia de | estudio | (dia de |
estudio) ) estudio |
) ‘
01 65/M Fludarabine x 4 ciclos | Hipercelula | N/A Células ['1.1x10° CR
Normal (2002) r70% CLL 6.2x10"" [1.2(1.5 x| (8 meses)
Rituximab bludarabina x - 1.0 x 107/ kg)
4 ciclos (2005) 1012
Alentuzumab X 12 CLL
semanas (2006) Células 24 (dia 37)
Rituximab (2 series 2008- | x 10° CLL
2009) (dia 14)
R-CVP x 2 ciclos (5/18- | Células 1.7
6/18/2010) x 102 CLL
Bendamistina x 1 ciclo (dia 1)
(7/31-8/1/10)pre-CART19 : _
02 77M Alemtuzumab  x 16 | Hipercelula | Células | Células |58 x 10° PR
De(17Xp13)' | semanas (6/2007) r >95% | 2.75 x| 1.2x (1.0 x 10" | (5 meses)
Alemtuzumab x 18 eses | CLL células | 10" 10" — | /kd)




® ®
WO 2012/79000 PCT/US2011/064191
(32009) 3.2x10™ CLL(dia[20 x
Bendamustina/ CLL 1) 10"
Rituximab: 7/1/2010 | (dia 47) (dia 24)
(1ciclo) 17/28/2012
(2ciclos)
8/26/2010 (3ciclos)
Pre-CART19
03 64/M R-Fludarabine x 2 ciclos | Hipercelula | N/A Células 1.4x CR
Del(17Xp13) | (2002) r40% CLL 3.3 X ' 107 | (7 meses)
2 R-Fludarabine x 4 ciclos | Células 10" (1.45 x
(10.06-1/07) 8.8x10" 55 x 10%kg)
R- Bendamustina X1 |CLL 10"
CICLO (2/09) (Dia 1) CLL
Bendamustina x 3 ciclos (dia 10)
(3.5/09)
Alentzumab X 1
semanas (1209-3/10)
Pentastatin/ciclofosfamid
a
7/10/10) pre-CART19

1. UPN 02 Cariotipo (Nomenclatura ISCN): 45.XY del...

2. UPN 03 Cariotipo (nomenclatura ISCN): ...

Ver materiales complementarios para conocer los métodos para la determinacién de carga tumoral.
+
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FIGURA 11

PCT/US2011/064191

PROCESO DE ELABORACION CART-19

Aferesis linfocitica

Dia 0

Muestras:
Esterilidad
Conteo /viabilidad

Elutriacion (Draft SOP 0211)

Lavado citomato (SOP 0290)

Dia 1

Muestras: :
Pre-expansion/Pre-TND pellet

Transduccion (SOP 0262)
CD19.41BB

Cultivo en frascos

Lavado de Vector (SOP 0290)

Dia 3
-4 Cultivo en frascos Lifecell (SOP 0221)
Dia 5 Citometria de flujo D7
-1
Cultivo en Birreactor de onda Muestras pre H:
(SOP 0660. C661. 0665) Conteo/ movilidad
Citometria de flujo
Retirar esfera. Max Sep (SOP 0264) Pellet (vector secuencia ADN,
cuantitativo V8V- o ADN)
Células de crio-conservacion
(CRL)
S
2 |
'S | Recoleccién Fenwal (SOP 0263) |
& Recoleccién Harvest (RCL)
2 | Producto post-Recoleccion '
g Muestras post H

Conteo /viabilidad
Post-H Supe (BSA ELISA)
Numero de esferas residuales

Crio conservacion para el producto final
en criomedios de infusion (SOP 0271,

|

t
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0272, 0717)

Muestras de formulacién final
Cultivo de bacterias /hongos
Endotoxinas

Vials centinelas.

FIGURA 12 A-12B
1. Creatinina en suero B, Acido Urico y LHD

2. A Lentiviral vector = Vector Lentiviral A

3. Bacterial replication origin = origen de replicacién de bacterias

4. Bovine GH Poly A = Bovino GH

3. Rrregion (truncated) = Regién R (truncada)

6. Human CD80( = Humano CD8a Unié y TM 4-1BB

7. Rregion = Region R

8. Truncated gag/pol = gag/pol truncado
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A. CLASIFICACION DE TEMAS
IPC(8) — CO7H 21/04; AB1K 39/00 (2012.01)
USPC - 536/23.1; 424/134.1

De acuerdo con la clasificacion Internacional de patentes (IPC) o ségun la

clasificacion Nacional e IPC.

B. CAMPOS INVESTIGADOS

Documentaciéon minima investigada (sistemas de clasificacion aplicados por
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USPC 536/23.4, 424/134 .1
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X Documentos adicionales listados en la continuacion de la casilla C.ﬁ_

* Categorias especiales de documentos citados:

“A" Documento que define el estado general de la técnica que no se considera
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“E” Aplicaciones anteriores o patentes publicadas en o después de la fecha de
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“Y” Documento de relevancia en particular, donde el invento reivindicado: no puede
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Solicitud Internacional 0. PCTIUS 11/64191

Nucleotidos y/o secuencias de aminoacidos (Continuacion del item 1 c. de la

primera hoja)

Con respecto de nucledtidos y/o secuencias de aminoacidos que se revelan
en la solicitud ihtemacional, la busqueda internacional se llevo a cabo con
base en una secuencia que hace un listado de radicaciones. |
a. (Medio)
X  en formato electrénico
b. (tiempo) i
X  junto con la solicitud internacional en formato electronico
Adicionalmente, en el caso que mas de una version o copia de listado de
secuencia se hubiese radicado o suministrado, las declaraciones requeridas
en el sentido que la informacién de las copias subsiguientes o adicionales
sea idéntica a la de la solicitud que se presento o no sobrepasa la solicitl‘pd
que se radico, en lo pertinente, es informacion suministrada.

Comentarios adicionales

GenCore 6.3: SEQ ID No. 24, 12, 8.
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Modificacion segun el Articulo 19.

Reivindicaciones Modificadas

Las siguientes reivindicaciones operacionales operan para el presente acto:



1. (original) Una secuencia aislada del acido nucleico que codifica un receptor
de antigeno quimé}ico (CAR), donde dicho CAR comprende un dominio de
unién de antigeno, un dominioc de transmembrana, una reglién de
sefializacién costimulatoria y un dominio de sefalizacion de CD3 ieta, en
donde dicho dominio de sefializacién CD3 zeta comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID No: 24.

2. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 1,

donde el CAR comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID No: 12.

3. (original) La Secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién 1, que

comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ 1D No: 12.

4. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 1,
donde el dominio de unién del antigeno es un anticuerpo o un fragmento de

unién del antigeno del mismo.

5. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién 4,

donde el fragmento de union con el antigeno es un Fab o un scFv.

6. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién 1,

donde el dominio de unién del antigeno se une a un antigeno tumorail.
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. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 6,

donde el antigeno tumoral se asocia con un evento maligno hematolégico.

. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 6,

donde el antigeno tumoral se asocia con un tumor solido.

. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién 6,
donde el antigeno tumoral se selecciona a partir del grupo coh‘formado por
CD19, CD20, CD22, ROR1, mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA,
Glicolipidos F77, EGFR VIll, GD-2, NY-ESO-1TCR, MAGE A3 TCR, y

cualquiera de sus combinaciones.

10. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién 1,
donde la region de sefalizacion costimulatoria comprende el dominio
intracelular de una molécula costimulatoria seleccionada a partir del grupo
conformado por CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS,
antigeno asociado a la funcién linfocitica -1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, B7-H3, un ligando que se une especificamente aI'CDBS, y

cualquiera de sus combinaciones.

11. (original) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 1,
donde el dominio de sefalizacion CD3 zeta se codifica mediante la

secuencia del acido nucleico del SEQ ID No: 18.



12. (original) Un receptor aislado del antigeno quimérico (CAR) que comprende
un dominio de unién de antigeno, un dominio de transmembrana, una regién
de sefializacién costimulatoria y un dominio de sefializacion CD3 Zeta, donde
el dominio de sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID No: 24.

13. (original) EI CAR aislado de la reivindicacion 12, donde dicho CAR

comprende Ia_ secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 12.

14. (original) EI CAR aislado de la reivindicacién 12, donde el dominio de unién

del antigeno es un anticuerpo o uno de los fragmentos de unién del antigeno.

15. (original) EI CAR aislado de la reivindicacion 14, donde el fragmento de

unién del antigeno es un Fab o un scFv.

16. (original) EI CAR aislado de la reivindicacion 12, donde el dominio de unién

del antigeno se une a un antigeno tumoral.

17. (original) El CAR aislado de Ia reivindicacion 16, donde el antigeno tumoral

se asocia con una condicion hematolégica maligna.

N



18. (original) El CAR aislado de la reivindicaciéon 16, donde el antigeno tumoral

se asocia con un tumor solido.

19. (original) El CAR aislado de la reivindicacion 16, donde el antigeno tumoral
se selecciona a partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22, RCR1,
mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRvIII, GD-2,: NY-

ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR y cualquiera de sus combinaciones.

20. (original) El CAR aislado de la reivindicacion 12, donde la regi6on de
sefalizacidbn costimulatoria comprende el dominio- intracelular de (;ma
molecula costimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado por

CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno -1 asocia“;do

a la funcién linfocitica (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, KG2C, B7-H3, un Iigan@o '

que se une especificamente al CD83, y cualquiera de sus combinaciones.

21. (original) Una célula que comprende una secuencia del acido nucleico quﬂe
codifica un receptor antigeno quimérico (CAR), donde dicho CAR comprende
un dominio de unién de antigeno, un dominio de transmembrana, una regiér}fl
de sefializacion costimulatoria y un dominio de sefializacion CD3 zeta qué

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 24.

22. (original) La célula de la reivindicacion 21, donde el CAR comprende la .

secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 12.-



23. (original) La célula de la reivindicacién 21, donde el acido hucleico

comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID No: 8

24. (original) La célula de la reivindicacién 21, donde el dominio de unién del

antigeno es un anticuerpo o un fragmento de unién con el antigeno.

25. (original) La célula de la reivindicacién 24, donde el fragmento de unién con

el antigeno es un Fab o un scFv.

26. (original) La célula de la reivindicacion 21, donde el dominio de unién del

antigeno se une a un antigeno tumoral.

27. (original) La célula de la reivindicacion 26, donde el antigeno tumoral. se

asocia con una condicién hematolégicamente maligna.

28. (original) La célula de la reivindicacion 26, donde el antigeno tumoral $e

asocia con un tumor solido.

29. (original) La célula de la reivindicacion 26, donde el antigeno tumoral se
selecciona a partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22, ROR1,
mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRvIIl, GD-2, NY-

ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR y cualquiera de sus combinaciones.



30. (original) La célula de la reivindicacion 21, donde la regi6bn de la
sefalizacién costimulatoria comprende el domi‘nio intracelular" de una
molécula costimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado por
CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno -1 asociado
a la funcién linfocitica (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, KG2C, B7-H3, un ligando

que se une especificamente al CD83, y cualquiera de sus combinaciones.

31. (original) La célula de la reivindicacion 21, donde el dominio de sefalizacion
CD3 zeta se codifica mediante la secuencia del acido nucleico de SEQ ID

NO: 18.

32. (original) La célula de la reivindicacion 21, donde la misma se selecciona a
bartir del grupo conformado por una célula T, una célula Eliminadora Natural

(NK), un linfocito cito-téxico T (CTL) y una célula regulatoria T.

33. (original) La célula de la reivindicaciéon 21, donde la misma muestra una
inmunidad anti-tumoral cuando el dominio de unién del antigeno se une a su

antigeno correspondiente.

34. (original) Un vector que comprende una secuencia del acido nucleico que
codifica un receptor antigeno quimérico (CAR), donde el CAR comprende un

dominio de unién de antigeno, una regién de sefalizacién costimulatoria, y



un dominio de sefalizacion CD3 zeta, en donde el dominio de sefializacién

CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 24.

35. (original) EI vector de la reivindicacion 34, donde el mismo comprende la

secuencia de aminoacidos de SEQ ID No: 12.

36. (original) El vector de la reivindicacion 34, donde la secuencia aislada del
acido nucleico que codifica el CAR comprende la secuencia del . acido

nucleico de SEQ ID No: 8.

37. (original) El vector de la reivindicacion 34, donde el dominio de uni6n del

antigeno es un anticuerpo o uno de sus fragmentos de unién con el antigeno.

38. (original) El vector de la reivindicacion 37, donde el fragmento de union con

el antigeno es un Fab o un scFv.

39. (original) El vector de la reivindicacion 34, donde el dominio de uni6n con el

antigeno se une a un antigeno tumoral.

40. (original) El vector de la reivindicacion 39, donde el antigeno tumoral' se

asocia con una condicion hematolégica de malignidad.



41. (original) El vector de la reivindicaciéon 39, donde el antigeno tumoral se

asocia con un tumor sélido.

42. (original) El vector de la reivindicacién 39, donde la region de sefializacion
costimulatoria comprende el dominio intracelular de una molécula
costimulatoria seleccionada a partir de_l grupo conformado por CD19, CD20,
CD22, ROR1, mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, glicolipido F77,
EGFRuvill, GD-2, Y-ESO-1 TCR MAGE A3 TCR y cualquie‘ra de sus

combinaciones.

43. (original) E! vector de la reivindicacion 34, donde la region de seﬁalizaéién
costimulatoria comprénde el dominio intracelular de una molécula
costimulatoria seleccionada a partir del grupo conformado por CD27, CD28,
4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno -1 asociado a la funcién
de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, KG2C, B7-H3, un ligando que se

une especificamente con CD83, y cualquiera de sus combinaciones.

44. (original) EI vector de la reivindicacion 34, donde el dominio de sefializacion
- CD3 zeta se codifica mediante la secuencia del acido nucleico de SEQ ID

No: 18.

45. (original) Un método para estimular una respuesta inmune mediada por Iés

células T para una poblacién de células o tejidos objetivos en un mamifero,



en donde dicho método comprende la administracién a un mamifero de una
cantidad eficaz de una célula modificada genéticamente para expresar un
CAR en donde este ultimo comprende un dominio de unién de antigeno, una
region de sefalizacion costimulatoria, y un dominio de sefializacion CD3 zeta
que comprende la secuencia aminoacida del SEQ ID No.: 24, donde el
dominio de unién de antigeno se selecciona para reconocer especificamente

la poblacién celular o de tejidos del objetivo.

&

46. (original) Un método para proporcionar una inmunidad antitumoral enf un

mamifero, donde dicho método comprende la administracién al mamiferd de
una cantidad eficaz de una célula modificada genéticamente para expresar
un CAR donde este ultimo comprende un dominio de unién de antigeno, una
region de sefalizacion costimulatoria y un dominio de sefializacién CD3 zeta
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24

proporcionando de esta manera inmunidad antitumoral en el mamifero.

47. (original) Un método para el tratamiento de un mamifero que padezca una

e

enfermedad, trastorno o condicién que se asocien con una expresion elevada
de un antigeno tumoral, en donde el método comprende la administracion al
mamifero de una cantidad eficaz de una célula genéticamente modificada
para exprésar un CAR en donde este uitimo comprende un dominio de unién

de antigenos, una regién de sefalizacion costimulatoria y un dominio de



sefializacion CD3 zeta conformado por la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO: 24, tratando de esta manera al mamifero.

48. (original) EI método de la reivindicacién 47, donde la célula es del tipo

autologa T.

49. (original) El método de la reivindicacion 47, donde el antigeno tumoral se
selecciona a partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22,‘ RORA1,
mesotelin, CD33/IL3Ra, C-Met, PSMA, Glicolipido F77, EGFRuvIll, GD-2, NY-

ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR,y cualquieré de sus combinaciones.

50. (original) Un método para el tratamiento de un humano que presente
leucemia linfocitica crénica, donde el método comprende la administracion al
humano de un célula T modificada genéticamente para expresar un CAR,
donde este ultimo cdmprende un dominio de unién de antigeno, una region

" de sefializacion costimulatoria y un dominio de sefializacion CD3 zeta que

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24.

51. (original) El método de la reivindicacion 50, en donde el humano es

resistente por lo menos a un agente quimioterapéutico.

52. (original) EI método de la reivindicacion 50, donde la leucemia linfocitica

crénica es leucemia refractaria CD19+ linfoma.



53. (original) Un método para generar una poblacion persistente de células T
modificadas genéticamente en un humano diagnosticado con cancer, donde
el método comprende la administracion al humano de una célula T
modificada genéticamente para expresar un CAR en donde este ultimo
comprende un dominio de unién de antigeno, una regién de sefializacién
costimulatoria y un dominio de sefializacion CD3 zeta que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 24, donde la poblacion
persistente de células T modificadas genéticamente persiste en el humano

durante un mes como minimo posterior a la administracién.

54. (original) ElI método de la reivindicacion 53, donde la poblacién persistente
de celulas T modificadas genéticamente comprende como minimo una
célula seleccionada a partir del grupo conformada por una célula T que se
administro al humano, una progenie'de una celula T que se administro al

humano y una combinacion de las anteriores.

55. (original) El método de la reivindicacién 53, donde la poblacién persistente
de células T modificadas genéticamente comprende una célula de memoria

T.

56. (original) EI método de la reivindicacién 53, donde el cancer es leucemia

linfocitica crénica es leucemia refractaria CD19+ y linfoma.



57. (original) El método de la reivindicacion 53, donde el cancer es leucemia

linfocitica cronica

58. (original) EI método de la reivindicacién 53, donde la poblacién persistente
de las células T genéticamente modificadas persiste en el humano durante

tres meses como minimo después de la administracion.

59. (original) EI método de la reivindicacién 53, donde la poblacién persistente
de células genéticamente modificadas persiste en el humano como minimo
durante cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce meses, dos

afos o tres afnos después de la administracion.

60. (original) El método de la reivindicacion 56, donde se trata la leucemia

linfocitica crénica.

I61. (original) Un método para expandir una poblacién de células T modificadas
genéticamente en un huma.no al cual se le diagnostico cancer, y el método
.comprende la administracion a un humano de células T modificadas
genéticamente para expresar un CAR, donde este ultimo comprende un
dominio de unién de antigenos, una region de sefializaciéon costimulatoria, y
un dominio de sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 24, donde la célula T madificada



genéticamente que se administro produce una poblacién de células T de

progenie en el humano.

62. (original) El método de la reivindicacién 61, donde las células T de progenie

en el humano comprenden una célula T de memoria.

63. (original) El método de la reivindicacion 61, donde la célula T es del tipo de

célula T autéloga.

64. (original) El método de la reivindicacion 61, donde el humano es resistente

como minimo a un agente quimioterapéutico.

65. (original) El método de la reivindicacion 61, donde el cancer es leucemia

linfocitica crénica.

66. (original) El método de la reivindicacion 65, donde la leucemia linfocitica

crénica es leucemia refractaria CD19+ linfoma.

67. (original) El método de la reivindicacion 61, donde la poblacion de células T
de progenie persiste en el humano durante tres meses después de la

administracion.



68. (original) EI método de la reivindicacion 61, donde la poblacion de células T
de progenie persiste en el humano durante cuatro, cinco, seis, siete; ocho,
nueve, diez once, doce meses, dos afios o tres afios como minimo después

de la administracion.

69. (original) EI método de la reivindicacion 61, donde se somete el cancer a

tratamiento.

70. (nueva) Una secuencia aislada del acido nucleico que codifica un receptor
de antigeno quimerice (CAR) donde este ultimo comprende un dominio de
union del antigeno, un dominio de transmembrana, una region de'
sefalizacién costimulatoria, y un dominio de sefalizacion CD3 zeta, donde el
dominio de sefializacién CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:24, ademas donde la mencionada secuencia aislada del 4cido

nucleico comprende la secuencia de SEQ ID No.: 9.

71. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién: 70,

donde el CAR comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 12.

72. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 70, que

comprende la secuencia del acido nucleico de SEQ ID No.: 8..



73. (nueva) La secuencia aislada del 4cido nucleico de la reivindicaciéon 70,
donde el dominio de unién del antigeno es un anticuerpo o un fragmento de

unién del antigeno.

74. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 73,

donde el fragmento de unién con el antigeno es un Fab o un scFv.

75. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacién 70,

donde el dominio de unién con el antigeno se une a un antigeno tumoral.

76. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 75,
donde el antigeno tumoral se asocia con una condiciéon hematoldgica

maligna.

77. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicaciéon 75,

donde el antigeno tumoral se asocia con un tumor solido.

78. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 75,
donde el antigeno tumoral se selecciona a partir del grupo conformado por
CcD19, CD20, CD22, ROR1, mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA,
glicolipido F77, EGFRvIII, GD-2, Y-ESO-1 TCR MAGE A3 TCR y cualquiera

de sus combinaciones.



79. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de la reivindicacion 70,
donde la regién de la sefalizacion costimulatoria comprende el dbminio
intracelular de una molécula costimulatoria seleccionada a partir del:grupo
conformado por CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS,
antigeno -1 asociado a la funcién de linfocitos (LFA-1), CDZ, CD7, LiIGHT,
KG2C, B7-H3, un ligando que se une especificamente al CD83, y cualquiera

de sus combinaciones.

80. (nueva) La secuencia aislada del acido nucleico de Ia reivindicacién 70,
donde el dominio de sefalizacién CD3 zeta se codifica por la secuencia del

acido nucleico de SEQ ID No.: 18. ,

81. (nueva) Un receptor aislado_ de antigeno quimérico (CAR) que comprende
un dominio de unidon con el antigeno, un dominio de transmembrana, una
regién de sefalizacion costimulatoria y un dominio de sefalizacion CD3 zeta,
donde el dominio de sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de
aminéécidos de SEQ ID NO: 24, donde ademas el mencionado CAR se
expresa mediante una secuencia del acido nucleico que comprende la

secuencia de SEQ ID No.: 9.

82. (nueva) EI CAR aislado de la reivindicacion 81, donde dicho CAR

comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.: 12.



83. (nueva) EI' CAR aislado de la reivindicacién 81, donde el dominio de la
unién del antigeno es un anticuerpo o u fragmento de dicha unién con el

antigeno.

84. EI CAR aislado de la reivindicacion 83, donde el fragmento de unién con el

antigeno es un Fab o un scFv.

85. (nueva) El CAR aislado de la reivindicacion 81, donde el dominio de union

con el antigeno se une a un antigeno tumoral.

86. (nueva) EI CAR aislado de la reivindicacién 85, donde el antigeno tumoral

se asocia con una condicién hematol6gica maligna.

87. (nueva) El CAR aislado de la reivindicacion 85, donde el antigeno tumoral

se asocia con un tumor solido.

88. (nueva) EI CAR aislado de la reivindicacion 85, donde el antigeno tumoral
se selecciona a partir del grupo conformado por CD19, CD20, CD22, ROR1,
mesotelin, CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, glicolipido F77, EGFRuvIII, GD-2, Y-

ESO-1 TCR MAGE A3 TCR y cualquiera de sus combinaciones.

89. (nueva) EI CAR aislado de la reivindicacién 81, donde la region de

sefalizacién costimulatoria comprende el dominio intracelular de una



molécula costimu]atoria seleccionada a partir del grupo conformado por
CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno -1 asociado
a la funcién de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, KG2C, B7-H3, un
.ligando que se une especificamente al CD83, y cué‘.lquiera de sus

combinaciones.

Declaracion sequn la Regla 46.4

De acuerdo con las modificaciones a las reivindicaciones segun el Articulo 19, se
adicionaron las nuevas reivindicaciones 70 — 89. Las reivindicaciones 1 — 89

quedan de esta manera pendientes en la presente solicitud.
Las reivindicaciones 1 hasta 69 contintian sin modificaciones.

Las nuevas reivindicaciones 70 — 89 describieron caracteristicas reveladas en la
especificacion. Basicamente, las reivindicaciones independientes reivindican el
texto 70 y 81 SEQ ID NO: 9. Se encuentra un soporté para las nuevas
reivindicaciones 70 — 89, entre otros aspectos, en la respectiva pagina; lineas 1 -

31, Tabla 5 de la pagina 87 y Figura 12 de la especificacién segin su radicacion.

No se introduce ningin aspecto novedoso por razén de estas modificaciones a las

reivindicaciones.



Cordial saludo,

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

Julio 2, 2012

Fecha

Por:

. QUANG D. NGUYEN, Ph.D., J.D
Registration No. 52,066
RIVERSIDE LAW LLP
300 Four Falls Corporate Center, Suite 710
West Conshohocken, PA 19428
Telephone: (215) 268-3888
Direct: (215) 268-3885
Facsimile: (215) 268-3871

' E-Mail: gnquyen@riversidelaw.com
Attorney for Applicants
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TRATADO DE COOPERACION PARA PATENTES

De: La AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para: QUANG D. NGUYEN
RIVERSIDE LAW, LLP
300 FOUR FALL CORPORATE CENTER, 4
- SUITE 107
300 CONSHOHOCKEN STATE ROAD
WEST CONSHOHOCKEN, PA 19428

TCP
NOTIFICACION DE REMISION DEL REPORTE DE BUSQUEDA INTER-
NACIONAL ASi COMO DE LA OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE

BUSQUEDA INTERNACIONAL, O LA DECLARACION PERTINENTE.

(TCP Regla 44,1)

Fecha de envio: | 01/Mayo/2012

Referencia del Solicitante o Agente: 46483-6001-00-W0.601218

PARA ACCIONES SUBSECUENTES: Ver parégrafos 1y 4 mas adelante.
Aplicacion Internacional nimero: PCT/US 11/64191

Fecha de Diligenciamiento internacional: Diciembre 9 de 2011 (09.12;2011)

Solicitante: DIRECTIVOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENNSYLVANIA.



1.[X] Se notifica al solicitante mediante la presente que el reporte de blsqueda
internaciohal y la opinién escrita de la Autoridad de Busqueda Internacional han

sido establecidos y se comunican a continuacion:

Diligenciamiento de enmiendas y declaracion bajo el Articulo 19:
El solicitante esta en el derecho, si él o ella asi lo desea, de enmendar las

reclamaciones de la aplicacién internacional (Ver regla 46):

(Cuando? El limite de tiempo para diligenciar tales enmiendas es normalmente
de dos meses desde la fecha de comunicacion del reporte de internacional.
:Dénde? Directamente a la Oficina Internacional de la OMPI, Chemin des

Colombettes 1211 Geneva 20, Switzerland. Fax No. +41 22 338 82 70

Para instrucciones mas detalladas, ver la Guia del Solicitante TCP, fase
internacional, paragrafos 9.004 — 9.011.

2. E] Mediante la presente se notifica al solicitante que ningun reporte de
busqueda internacional ha de ser interpuesto y que la declaracién en el Articulo
17(2)(a) para tal efecto asi como la opinién escrita de la Autoridad de Busqueda
Internacional se da por transmitida con la presente.

3. D Con relacion a cualquier protesta en con’tra del pago de (una) tarifa(s)

adicional bajo la Regla 40.2, se le notifica al solicitante que:



[C] La protesta junto con la decisién al respecto ha sido transmitida a la Oficina

Internacional junto con cualquier solicitud para remitir los textos tanto de la
protesta como de la decisién al respecto para las oficinas designadas.

DNinguna decisién ha sido tomada adn con respecto a la protesta; el
solicitante sera notificado tan pronto como se tome una decision.
4. Recordatorios.
El solicitante podra entregar comentarios de modo informal sobre la opinién escrita
de la Autoridad de Busqueda Internacional a la Oficina internacional. La Oficina
Internacional enviard una copia de tales comentarios a todas las oficil‘{nas
encargadas a no ser que un reporte internacional de examinacién preliminar se
haya establecido o vaya a ser establecido. Transcurrido el tiempo de vencimiento
de 30 meses a partir de la fecha prioritaria, estos coméntarios también estaran

disponibles al publico.

Poco tiempo después del vencimiento de los 18 meses desde la fecha de
prioridad, la aplicacion internacional sera publicada por la Oficina Internacional. Si
el solicitante desea evitar o posponer la publicacién, uﬁa notificacion de retiro de la
aplicacion internacional o del reclamo de prioridad, debe llegar a la Oficina
Internacional antes de que se completen las preparaciones técnicas para la

publicacion internacional (Reglas 90bis y 90bis.3)

Dentro de un periodo de 19 meses desde la fecha de prioridad, pero solo en

relaciéon con algunas oficinas designadas, se debera diligenciar un requerimiento



para una prueba preliminar internacional si el solicitante desea posponer la
entrada a la fase nacional hasta por 30 meses desde la fecha de prioridad (en
algunas oficinas incluso mas tiemp‘o); de lo contrario, el solicitante debera, dentro
de un periodo de 20 meses desde la fecha de prioridad, realizar las acciones

prescritas para la entrada a la fase nacional ante las Oficinas designadas.

En relacién con otras Oficinas designadas, el tiempo limite es de 30 meses (0
mas) aplicara incluso si ningln requerimiento es diligenciado dentro de los 19

meses.

Para detalles acerca de los tiempos limite, Oficina por oficina, ver

www.wipo.int/per/en/text/time_limits.html y la Guia de solicitante TCP, Capitulos

Nacionales.
Nombre y direccién de envio del ISA/ Funcionario Autorizado
Parada de correo TCP. Altn; ISA/EUA
Comisionado para patentes Lee W. Young
P.O. Box 1450, Alexandria Virginia Oficina de ayuda TCP: 571 — 272 - 4300
22313-1450 Teléfono No. TCP OSP. 571 — 272 -7774
Facsimile No. 571-273. 3201

Yo, Juan V. Duggirala, traductor e intérprete oficial con Cl. 0292 del 2009 y
registrado en el Ministerio de Relaciones Exteriores, certifico que la anterior es una
traduccién exacta del documento original escrito en inglés. Para CONSTANCIA
adhiero mi sello oficial y mi firma en Bogota, este 17 de Junio del 2013.

(Celular: 3174031008, E-mail: juanviyai@gmail.com).




TRATADO DE COOPERACION PARA PATENTES

De: La AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para: QUANG D. NGUYEN
RIVERSIDE LAW, LLP

300 FOUR FALL CORPORATE CENTER,
SUITE 107

300 CONSHOHOCKEN STATE ROAD
WEST CONSHOHOCKEN, PA 19428

TCP -
NOTIFICACION DE REMISION DEL REPORTE DE BUSQUEDA INTER-

NACIONAL ASi COMO DE LA OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE
BUSQUEDA INTERNACIONAL, O LA DECLARACION PERTINENTE.

(TCP Regla 44,1)

Fecha de envio: 01/Mayo/2012

Referencia del Solicitante o Agente: ‘ 46483-6001-00-W0.601218

PARA ACCIONES SUBSECUENTES: Ver paragrafos 1y 4 mas adelénte.
Aplicacién Internacional nimero: PCT/US 11/64191

Fecha de Diligenciamiento internacional: Diciembre 9 de 2011 (09.12.2011)

Solicitante: DIRECTIVOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENNSYLVANIA.

1.X] Se notifica al solicitante mediante la presente que el reporte de busqueda
internacional y la opinién escrita de la Autoridad de Busqueda lnternacionali han

sido establecidos y se comunican a continuacién:
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Diligenciamiento de enmiendas y declaracion bajo el Articulo 19:
El solicitante estd en el derecho, si €l o ella asi lo desea, de enmendar las

reclamaciones de la aplicacion internacional (Ver regla 46):

¢Cuando? El limite de tiempo para diligenciar tales enmiendas es normalmente
de dos meses desde la fecha de comunicacién del reporte de internacional.
.Dénde? Directamente a la Oficina Intemacional de la OMPI, Chemin des

Colombettes 1211 Geneva 20, Switzerland. Fax No. +41 22 338 8270

Para instrucciones mas detalladas, ver la Guia del Solicitante TCP, fase
internacional, paragrafos 9.004 — 9.011.
2. ] Mediante la presente se notifica al solicitante que ningun reporte de

basqueda internacional ha de ser establecido y que la declaracién en el Articulo

17(2)(a) para tal efecto asi como la opinién escrita de la Autoridad de Blsqueda

Internacional sé da por transmitida con la presente.
3. [ con relacion a cualquier protesta en contra del pago de (una):tarifa(s)
adicional bajo la Regla 40.2, se le notifica al solicitante que:

D La protesta junto con la decisién al respecto ha sido transmitida a la Oficina
Internacional junto con cualquier solicitud para remitir los textos tanto de la
protesta como de la decisién al respecto para las oficinas designadas.

O Ninguna decision ha sido tomada adin con respecto a la protésta; el

solicitante sera notificado tan pronto como se tome una decision.

L2



4. Recordatorios.

E! solicitante podra entregar comentarios de modo informal sobre 1a opinién escrita
de la Autoridad de Blsqueda Internacional a la Oficina internacional. La Oficina
Internacional enviard una copia de tales comentarios a todas las oficinas
encargadas a no ser que un reporte internacional de examinacién prelimin?ar ée
haya establecido o vaya a ser establecido. Transcurrido el tiempo de vencimiento
de 30 meses a partir de la fecha prioritaria, estos comentarios también estaran

disponibles al pablico.

Poco tiempo después del vencimiento de los 18 meses desde la fecha de
prioridad, la aplicacién internacional sera publicada por la Oficina Internacional. Si
el solicitante desea evitar o posponer la publicacién, una notificacién de retiro de la
aplicacién internacional o del reclamo de prioridad, debe Ilégar a la Oficina
Internacional antes de que se completen las preparaciones técnicas péra la

publicacién internacional (Reglas 90bis y 90bis.3)

Dentro de un periodo de 19 meses desde la fecha de prioridad, pero solo en
relacion con algunas oficinas designadas, se debera diligenciar un requerimiento
para una prueba preliminar internacional‘si el solicitante desea posponer la
entrada a la fase nacional hasta por 30 meses desde la fecha del prioridad (en
algunas oficinas incluso mas tiempo); de lo contrario, el solicitante debera, delntro
de un periodo de 20 meses desde la fecha de prioridad, realizar las acciones

prescritas para la entrada a la fase nacional ante las Oficinas designadas.
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En relacién con otras Oficinas designadas, el tiempo limite es de 30 meses (o
mas) aplicara incluso si ninglin requerimiento es diligenciado dentro de los 19

meses.

Para detalles acerca de los tiempos limite, Oficina por oficina, ver

www.wipo.int/per/enftextitime_limits.html y la Guia de solicitante TCP, Capitulos

Nacionales.
Nombre y direccién de envio del ISA/ Funcionario Autorizado
Parada de correo TCP. Altn; ISA/EUA
Comisionado para patentes Lee W. Young
P.O. Box 1450, Alexandria Virginia Oficina de ayuda TCP: 571 - 272 - 4300
22313-1450 Teléfono No. TCP OSP. 571 - 272 -7774
Facsimile No. 571-273. 3201

Yo, Juan V. Duggirala, traductor e intérprete oficial con Cl. 0292 del 2009 y
registrado en el Ministerio de Relaciones Exteriores, certifico que la anterior es una
traduccion exacta del documento original escrito en inglés. Para CONSTANCIA
adhiero mi sello oficial y mi firma en Bogota, este 17 de Junio del 2013.

(Ce/ular: 3174031008, E-mail: juanviyai@gmail.com).




Tratado De Cooperacién Para Patentes - TCP

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(TCP Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Referencia del Solicitante o Agente: 46483-6001-00-W0.601218
PARA ACCIONES SUBSECUENTES: Ver Formulario TCP/ISA/220. O

cuando sea aplicable, el item 5.

Aplicacién Internacional nimero: PCT/US 11/64191
Fecha de Diligenciamiento internacional: Diciembre 9 de 2011 (09.12.2011)
(Mas temprana) Fecha de Prioridad: Diciembre 9 de 2011 (09.12.2011)

Solicitante: DIRECTIVOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENNSYLVANIA.

Este Reporte de busqueda internacional ha sido preparado por la Autoridad de
Investigacién Internacional y es transmitido al solicitante de acuerdo con lo
dispuesto en el Articulo 18. Una copia esta siendo remitida a la Oficina

Internacional.

Este Reporte de busqueda internacional consta de 4 hojas.
[] Esta acompaiiado ademas de una copia de cada documento anterior citado

en este reporte.

1. Bases del reporte.

a) Con relacion al lenguaje, la busqueda internacional se llevé a cabo con

base en:

[X] La aplicacion internacional en el idioma en el que fue diligenciada.



] Una traduccién de la aplicacion internacional al idioma ___,que
es el idioma que corresponde de una traduccién presentada para los

propdsitos de la blsqueda Internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1:(b))

b) [[JEste Reporte de busqueda internacional ha sido interpuesto teniendo en
cuenta la rectificacién de un error obvio autorizado por o notificgado a esta

Autoridad bajo la Regla 91 (Regla 43.6bis(a)).

|

¢) X]Con relacién a cualquier secuencia de nucleétidos y/o aminoéo:idos

revelados en la aplicacion internacional. (Ver casilla No. 1)

2. Algunos requerimientos fueron hallados inescrutables (Ver caéilla No. ll)
3. [[] Hace falta la Unidad de Intervencién (Ver casilla No. I1l)
4. En relacion con el titulo

[X]E! texto ha sido aprobado como lo presento el solicitante.

DSe ha sido establecido por esta autoridad que el texto se lea cdmo se

indica: (

5. Con relacién al resumen:

XI El texto ha sido aprobado como lo present6 el solicitante

- El texto ha sido establecido por esta Autoridad como aparece en la
casilla IV, de acuerdo con la Regla 38.2. El solicitante podra, de:ntro. de un

mes a partir de la fecha de envio de este Reporte de IBlusqueda

Internacional, enviar comentarios a esta Autoridad.

v



6. Con relacion a los dibujos,

a) La figura de los dibujos a ser publicados con el resumen es la Figura

No.

[CJComo lo sugirié el solicitante
[C] Como fue seleccionada por esta Autoridad, porque el solicitan?e
No sugiri6 una figura.
D Como fue seleccionado por esta Autoridad, porque esta figura
~ caracteriza mejor el invento.

b)[Z] Ninguna de las figuras sera publicada con el resumen.

Casilla No. 1 Secuencia(s) de nucleétidos y/o aminoacidos.

(Continuacién del item 1.c de la primera pagina)

1. Con relacién a cualquier secuencia de nucledtidos y/o aminodcidos
revelados en la aplicacién internacional, esta opinién ha sido emitida con

base en el listado secuencial presentado:

a) (Medio)

[ En papel
[C] En forma electronica

b) (Tiempo)

[ Como esta archivado en la aplicacién internacional.

X1 Junto conla aplicacién internacional en forma electrénica

] subsecuentemente a esta Autoridad con el propésito de bisqueda
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2. DAdicionalmente, en el caso de que mas de una versién o copia del
listado secuencial hayan sido presentadas, se requiere que la infqrmacién
contenida en las copias adicionales presentadas sea idéntié,_a a la
informacioén presentada en la aplicacion como fue recibida o due no vaya

mas alla de la informacion previamente suministrada.

3. Comentarios adicionales

GenCore 6.3: SEQ ID No: 24. 12. 8

Yo, Juan V. Duggirala, traductor e intérprete oficial con CIl. 0292 del 2(?09 y
registrado en el Ministerio de Relaciones Exteriores, certifico que la anterior es una
traduccién exacta del documento original escrito en inglés. Para CONSTANCIA
adhiero mi sello oficial y mi firma en Bogota, este 17 de Junio del 2013.

(Celular: 3174031008, E-mail: juanviyai@gmail.com).




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
No. de Aplicacién Internacional: PCT/US 11/64191

A. CLASIFICACION DE LA MATERIA OBJETO
IPC(8) — CO7H 21/04; A61K 39/00 (2012.01)
USPC — 536/23.4; 424/134.1

De acuerdo a la Clasificacion de Patentes Internacional (‘IPC") o tanto la

clasificacién nacional asi como la IPC.
B. CAMPOS DE ESTUDIO

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos
de clasificacion)

USPC - 536/23.4; 424/134.1

Documentacion buscada ademas de la documentacién minima, en la medida en

que tales documentos se incluyan en los campos de busqueda

USPC -424/155.1; 424/143.1; 424/135.1; '435/235.1; 435/320.1;, 435/328;
435/344.1; 435/372; 435/372.3; 435/69.6; 435/69.7, 530/387.3; 530/388.22;

530/388.85; 536/23.53; 536/23.5; 424/93.21; 530/350.

Base de datos electrénica consultada durante la bisqueda internacional (nombre

de la base y, cuando aplique, términos de busqueda utilizados)

PubWEST (PGPB, USPT, USOC, EPAB, JPAB), Google Patents; Google Scholar,

“Chimeric T cell receptor” (receptor de células T quimérico), “Chimeric antigen

2%



receptor” (receptor antigeno quimérico), “Human CD3 zeta chain intracelula{
domain” (dominio intracelular de cadena zeta CD3 humana), CD3 zeta, “si'ganlingL’
(sefiales), TCRZ; CD3-ZETA; CD247, antigeno CD247, CD3Z, “TIT3 complez”
(complejo TIT3), TCRzeta, sustitucion conservadora. GenCore 6.3: SEQ ID No:

24,12, 8.

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS COMO RELEVANTES

Categoria Cita de un documento, con indicativo cuando Relevante para
amerite, sobre los pasajes pertinentes Reclamacion No.
A WO 2010/025177 A1 (Jensen) 4 de marzo 2010 1-69

Abstracto, Fig 1.
A Milone, et al. Receptores quiméricos que contienen
dominios de transduccion de sefial CD137 hacen de
mediadores para la supervivencia de las células Ty 1-69
aumentan eficacia anti-leucemia in vivo. Mol Ther 2009,

17(8);1453-64, Abstracto, Fig. 1a, pg. 8, segundo parrafo

A US 2004/043401 A1 (Sadelain, et al.) 4 de marzo 2004
(04.03.2004) Abstratco, SEQ ID No.14 1-69
A Imai, et al- Receptores quiméricos con capacidad de sefal

provocan potente cito-toxicidad contra la leucemia
linfoblastica aguda. Leukemia 2004, 18(4): 676-684
A Sebastyen, et al. TCR Humano que incorpora CD3zeta
Inducen emparejamientos altamente preferidos entre cadenas  1-69

TCRalpha y beta tras la transferencia genética. J. Immunol.
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2008, 180(11):7736-46

A US 2009/0257994 A1 (Jensen) 15 de octubre de 2009 -
" (15.10.2000) Abstracto 1-69

A US 7,319,143 B2 (Gross, et al.)15 de enero de 2008

(15.01.2008) Abstracto 1-69
A US 7,265,209 B2 (Jensen) 4 de septiembre de 2007

(04.09.2007) Abstracto, SEQ ID No. 2 | 1-69
A US 7,446,191 B2 (Jensen) 4 de noviembre de 2008

(04.11.2008) Abstracto, SEQ ID No. 2 1-69
A | US 7,446,190 B2 (Sadelain, et al) 4 de noviembre de 2008

(04.11.2008) Abstracto, SEQ ID No. 14, 12 1-69
A US 6,410,319 B1 (Raubitschek, et al) 25 de junio de 2002

(25.06.2002) 1-69

X Se enumeran mas documentos en la continuacién de la casilla C.
Categorias especiales en los documentos citados:

‘A" documento que define el estado del arte general que no se considere de

relevancia particular.

‘E" solicitud o patente anterior, pero publicada en la fecha del registro

internacional o de manera posterior.

‘L"  documento que puede arrojar duda sobre las reclamaciones de prioridad-o
el cual se cita para establecer la fecha de publicacion de otra cita u otra razén

especial (segun se especifique)



‘0" documento que se refiere a una divulgacion oral, uso, exhibicién u otro

medio de comunicacion.

‘P"  documento publicado previo a la fecha de archivo inicial pero posterior a la

fecha de la reclamacion.

“T"  documento posterior publicado posterior a la fecha de archivo inicial o
fecha de prioridad y que no esté en conflicto con la solicitud pero que incluya el

entendido o principio de la teoria detras de la invencion.

‘X" documento de relevancia particular; la invencién reclamada no puede ser
considerada como algo novedoso o no puede ser considerada como algo que
involucre un paso hacia adelante en la inventiva cuando el documento se

considera por si solo.

“Y"  documento de particular relevancia; la invencién que se reclama no puede
ser considerado como algo que involucra un paso en la inventiva cuando el
documento se combina con uno o mas documentos de dicho tipo; tal combinacién

siendo posible de manera evidente para alguien con conocimiento espedifico de la

materia.

“&"  documento miembro de la misma familia de patentes.

Fecha de la culminacién real de la bsqueda internacional
8 de abril de 2012 (08.04.2012)

Fecha de envio por correo del reporte de blsqueda internacional: 01-MAYLO-2012



Nombre y direccion de envio del ISA/US Funcionario Autorizado
Parada de correo PCT. Attn; ISA/US

Comisionado para patentes . Lee W. Young
P.O. Box 1450, Alexandria Virginia Oficina de ayuda TCP: 671 - 272 - 4300
22313-1450 ‘ Teléfono No. TCP OSP. 571 - 272 -7774

Fax No. 571-273. 3201

Continuacién de DOCUMENTOS CONSIDERADOS COMO RELEVANTES

Categoria Cita de un documento, con indicativo cuando Relevantg para
amerite, sobre los pasajes pertinentes Reclama¢i6n- No.
A US 7,514,537 B2 (Jensen) 07 de abril de 2009 1-69

(07.04.2009) Abstracto, reclamaciones 1-4; SEQ ID No. 17
A WO 2010/085660 A2 (JUNGHANS) 29 de julio de 2010 1-69
| (29.07.2010) Fig. 28; SEQ ID No. 2
A Remision Directa NCBI NP_00725.1 Glicoproteina
Superficial de célula T — CD3 zeta precursor de cadena
isoforma 2 [Homo sapiens]. 21 NOV-2010 [Extraido 1-69

de la internet el 8 dé abril de 2012: http://www.ncbl.

nim.nih.gov/protein/45574317sat=148&satkey=4227882]

A Remisién Directa NCBI NP_932170.1 Glicoproteina
Superficial de célula T — CD3 zeta precursor de cadena
isoforma 1 [Homo sapiens]. 21 NOV-2010 [Extraido 1-69

de la internet el 8 de abril de 2012: hitp://www.ncbl.

nim.nih.gov/protein/375955657sat=14&satkey=4224140]



A Call, et al. El receptor de la célula T; rol critico del ambiente

De la membrana en el ensamble del receptor y su funcion.

Annu Rev Immunal. 2005, 23:101-125 1-69
AP Kalos, et al. Células T con receptores de antigenos quimeéricos

cuentan con efectos antitumorales y pueden establecer memo-

ria en pacientes con leucemia. Sci Transi Med. 10 de agosto de

2011, 3(95): 95-73. 1-69
AP Porter, et al. Terapia de Receptor de Antigeno Quimérico para

Tumores Malignos de células B. J Cancer. ePub 01. Junio de

2011, 2:331-332. | 1-69
AP Porter, et al. Células T modificadas con Receptor de Antigeno

Quimeérico para en leucemia linfoide cronica. N Engl J Med.

25 de agosto de 2011, 365(8):725-33. 1-69

Yo, Juan V. Duggirala, traductor e intérprete oficial con Cl. 0292 del 2009 y
registrado en el Ministerio de Relaciones Exteriores, certifico que la anterior es una
traduccién exacta del documento original escrito en inglés. Para CONSTANCIA
adhiero mi sello oficial y mi firma en Bogot4, este 1 7 de Junio del 2013.

(Celular: 3174031008, E-mail: juanviyai@gmail.com).




TRATADO DE COOPERACION PARA PATENTES

De: La AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Para: QUANG D. NGUYEN
RIVERSIDE LAW, LLP
300 FOUR FALL CORPORATE CENTER,
SUITE 107
300 CONSHOHOCKEN STATE ROAD
WEST CONSHOHOCKEN, PA 19428

TCP
OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD INTERNACIONAL DE BUSQUEDA .
(TCP Regla 43Bis, 1)

Fecha de envio: 01/Mayo/2012

Referencia del Solicitante o Agente: 46483-6001-00-W0.601218

PARA ACCIONES SUBSECUENTES: Ver paragrafo2 mas adelante.

Aplicacién Internacional nimero: PCT/US 11/64191

Fecha de Diligenciamiento internacional: - Diciembre 9 de 2011 (09.12.2011)

Fecha de prioridad: | Diciembre 9 de 2011 (09.12.2011)

Clasificacién Internacional de Patente(CIP)

O clasificacion e CIP: | IPC (8) — CO7H21/04; A61K39/00
(2012.01)

USPC — 536/23,4,424/134.1
Solicitante: DIRECTIVOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENNSYLVANIA.

1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items: -
[X] casillaNo.I Base de la opinion



Casilla No. Il Prioridad
Casilla No. Ill No establecimiento de la opinién con relacién a la
novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial.

Casilla No. IV Carencia de unidad en cuanto a la invenciéri.

RO OO

Casilla No. V Declaracién razonada bajo la Regla 43Bis.1(a)(i), con
relacién a la novedad, paso inventivo y aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones apoyando tal
declaracion.

[C] Casilla No. VI Ciertos documentos citados

[ casilla No. Vi Ciertos defectos en la aplicacién internacional

[:l Casilla No. VIii Ciertas observaciones sobre la aplicacion internacional

2. ACCIONES SUBSECUENTES

Si se presenta un requerimiento de prueba internacional preliminar, esta
opinion debe ser considerada como una opinién escrita de la Autoridad
Internacional de Prueba Preliminar (“AIEP”), excepto que esto no aplique

cuando el solicitante escoge otra Autoridad diferente para actuar como AIEP y

la AIEP escogida haya notificado a la Oficina Internacional bajo la Regla

66.1bis(b) que las opiniones escritas de esta Autoridad de Busqueda

Internacional no deberan ser consideradas.

Si esta opinién, es, como se describe anteriormente, considerada como una
opinién escrita de la AIEP, el solicitante esta invitado a presentar ante la AIEP
una respuesta escrita junto con las enmiendas, de ser estas necesaria, antes

i

de la expiracién de los 3 meses desde la fecha de envio del formulario



TCP/ABI/220 o antes de la expiracion de los 22 meses desde la fecha de

prioridad, la que expire mas tarde.

Para mas opciones, ver el formulario TCP/ABI/220

Nombre y direccién de envio del ABI/ Funcionario Autorizado

Parada de correo TCP. Altn; ABI/EUA

Comisionado para patentes Lee W. Young

P.0. Box 1450, Alexandria Virginia | Oficina de ayuda TCP: 571 - 272 - 4300
22313-1450 Teléfono No. TCP OSP. 571 ~272 -7774
Fax No. 571-273. 3201

Casilla No. | Bases de esta opinién.

1. Con relacion ai lenguaje, la busqueda internacional se llevo a cabo éon
base en:
[X] La aplicacion internacional en el idioma en el que fue diligenciada.
] Una traduccion de la aplicacion internacional al idioma que
es el idioma que corresponde de una traduccion presentada para Ioé
propésitos de la bisqueda Internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b))

2. [[]Este Reporte de busqueda internacional ha sido interpuesto teniet’pdo en

{

cuenta la rectificaciéon de un error obvio autorizado por o notificado. a esta

Autoridad bajo la Regia 91 (Regla 43.6bis(a)).

3. Con relacién a cualquier secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos
revelados en la aplicacién internacional, esta opinion ha sido emitida con
base en el listado secuencial presentado:



c) (Medio)

[C1 En papel
[] En forma electrénica

d) (Tiempo)

[] Como esta archivado en la aplicacién internacional.

[2] Junto con la aplicacion internacional en forma electronica

1 subsecuentemente para esta Autoridad con el f)ropésito de
blusqueda

4. [[] Adicionalmente, en el caso de que mas de una version o 6opia del
Iistadg secuencial hayan sido presentadaé, se requiere que la informacion
contenida en las copias adicionales presentadas sea idéntica a Ia
informacioén presentada en la aplicacion como fue recibida o que no vaya

mas alla de la informacion previamente suministrada.

5. Comentarios adicionales
GenCore 6.3: SEQID No: 24. 12. 8

Yo, Juan V. Duggirala, traductor e intérprete oficial con Cl. 0292 del 2009 y
registrado en el Ministerio de Relaciones Exteriores, certifico que la anterior es una
traduccién exacta del documento original escrito en inglés. Para CONSTANCIA
adhiero mi sello oficial y mi firma en Bogot4, este 17 de Junio del 2013. .

(Celular: 3174031008, E-mail: juanviyai@gmail.com).




OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD
DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Aplicacioén internacional No.
PCT/ US 11/84191

Casilla No. V  Declaracion razonada segtn la Regla 43Bis.1(a)(i), con relacion a la |
novedad, avance inventivo y aplicabilidad industrial: citaciones y

explicaciones apoyando tal declaracion

1. Declaracién

Novedad (N) Exigencias: 1-69 Si
Exigencias: Ninguna ' No
Avance Inventivo (AV) Exigencias: 1-69 Si
Exigencias: Ninguna No
Aplicabilidad industrial (Al) Exigencias: 1-69 Si
Exigencias: Ninguna No

2. Citaciones y explicaciones:
Las reclamaciones cumplen con los criterios establecidos en el Articulo 33(2)-(3)
del PCT, ya que el articulo previo no indica ni sugiere lo que indica el asunto o

materia de la reclamacién en cuanto a una secuencia de acidos nucléicos aislados



espechificamente que contienen un receptor de antigeno quimérico (CAR)
codificado, mientras que el CAR comprende un dominio de antigeno limitante, un
dominio transmembrana, una regién de sefializacion co-estimuladora, y un
dominio de sefales CD3 zeta, donde el dominio de sefiales CD3 zeta comprende

la secuencia de aminoacidos de SEQ ID. No. 24.

WO 2010/025177 A1 (Jensen) divulga un CAR que comprende un dominio de
limitacion antigénica, un dominio transmembrana, una regién de sefalizacion co-
estimuladora, y un dominio de sefiales CD3 zeta (Fig. 1, Abstracto, “Integracién de
dominios de sefiales co-estimuladores dentro de un tumor que hace objetivo en el
receptor de antigeno quimérico (CAR), tal como el IL13Ra2 especifico IL 13-
“zetaquina” (IL132eta); mejora las respuestas mediadas por las células T, en
contra de tumores, incluso en ausencia de ligandos expresados para receptores

co-estimuladores.”).

Jenson no divulga que el dominio de sefiales CD3 zeta comprende la secuencia

de amino acidos de SEQ ID No.: 24.

De modo similar, un documento de nombre “Receptores quiméricos que contienen
dominios de transduccién de sefiales CD137 median en la supervivencia mejqrada
dé las células T y aumentan la eficacia anti-leucemia in vivo” por Milone, et al. (de
aqui en adelante “Milone”), también divulga un CAR que comprende un dominio

vinculante de antigenos, un dominio transmembrana, una region de senales co-



estimuladora y un dominio de sefales CD3 zeta (Fig 1a, aCD19-BB-zeta, aCD19-
28-BB-zeta) y divulga ademas que “La cDNA para las CARs que contienen una
forma truncada del dominio intracelular TCR-zeta (CD19-del .gzeta), un dominio
TCR-zeta de largo completo (aCD19-zeta) o dominio TCR-zeta que va con el
dominio intracelular del receptor Milone 4-1BB (aCD19-BB zeta)! se generaron en
el Hospital de Investigacion “St. Judes Children’s Research Hospital [11]" (pg 8,

segundo parrafo),

El Milone no divulga que el dominio de sefales CD3 zeta comprende la secuencia

de amino acidos SEQ ID No.: 24.

US 2004/043401de Sadelain et al. (de aqui en adelante “Sadelain”) divulga un
CAR que comprende un dominio de limitacion antigénica, un dominio
transmembrana, una regiéon de sefalizacién co-estimuladora, y un dominio de
sefales CD3 zeta (Abstracto, “Receptores de Células T Quiméricas (TCR) se
presentan, las cuales combinan, en una sola especie quimérica,: el dominio
intracelular de la cadena CD3 zeta, una regién de sefializacién de una proteina co-
estimuladora como la CD28, y un elemento de vinculo que interactia de modo
especifico con un objetivo establecido), mientras que el dominio de sefial de CD3
zeta comprende el aminodcido y la secuencia que es el 99,3% de la identidad de

la reclamada SEQ ID No.: 24 (SEQ ID No. 14).



La dnica diferencia entre la (SEQ ID No. 14) de Sadelain y la reclamada SEQ 1D
No.: 24, es la sustitucion conservadora de Gin 14 por Lys. Sin embargo, no hay
nada en registro previo que indique |[que haya motivo para que algjuien con
capacidades normales en este campo irrtroduzca dicha sustitucién en la secuencia

de aminoacidos del dominio de sefnales de CD3 zeta.

Las reclamaciones 1-69 tienen aplicabilidad' industrial como lo define el Articulo

|

33(4) de PCT ya que la materia de es{udio puede ser fabricada o utilizada en la

|

industria. 1

Yo, Juan V. Duggirala, traductor e in{térprete oficial con Cl. 0292 del 2009 y
registrado en el Ministerio de Relacion€'s Exteriores, certifico que la anterior es una
traduccién exacta del documento origi%al escrito en inglés. Para CONSTANCIA
adhiero mi sello oficial y mi firma en Bogot4, este 17 de Junio del 2013.

(Celular: 3174031008, E-mail: iuanvivai@qmail. com).




Numero de Solicitud Internacional: PCT/US11/064191
Numero de Publicacién Internacional: Aun no publicada

Numero del Expediente del Abogado: 46483-6001—00-WO.60121§
TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

Numero de Solicitud Internacional: PCT/US2011/064191
Fecha de Radicacion Internacional: 9 de Diciembre de 2011 (09.12.2011)
Fecha de Prioridad: 9 de Diciembre de .2010 (09.12.2010)
Solicitante: THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA, et al
(LOS DIRECTIVOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENNSYLVANIA)
Titulo; USO DE CELULAS T MODIFICADAS POR RECEPTOR DE ANTIGENO

" QUIMERICO PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER

ARCHIVADO ELECTRONICAMENTE
Para: The Internaﬁonal Bureau of WIPO
(La oficina Internacional de WIPO)
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20

Suiza

SOLICITUD PARA REGISTRO DE UN CAMBIO BAJO LA REGLA 92bis



Bajo la Regla 92bis, solicitamos a la Oficina Internacional de WIPO que registre un
cambio en los solicitantes en la solicitud internacional arriba mencionada. Por
favor adicionar el siguiente Solicitante Unicamente para los propésitos de los

Estados Unidos de América.

Michael C. MILONE

314 Surrey Road

Cherry Hlill, NJ 08002

Estados Unidos de América

Estado de nacionalidad: Estados Unidos

Estado de residencia: Estados Unidos

Adjunto se encuentran como soporte a esta solicitud las copias de los siguientes

documentos

1. Poder de Abogado del PCT firmado por Jennifer Langenberger, Director,
Propiedad Intelectual, autorizada y actuando en nombre del Solicitante THE
TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA; y

2. Poder de Abogado de PCT firmado por los Solicitantes/Inventores Carl H.
JUNE, Bruce L. LEVINE, David L. PORTER, Michael D.KALOS vy el
Solicitante/inventor recientemente adicionado Michael C. MILONE.

3. Reemplazo de las paginas 1-2 de la solicitud del PCT



Esta solicitud se presenta antes del vencimiento del periodo de 30 meses que

comienza en la primera fecha de prioridad

Por favor notifique a todos los funcionarios designados de los cambios, ¥ notifique

al agente abajo firmante que los cambios han sido registrados

Respetuosamente presentado por:

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA, et al.

21 de Mayo de 2013

Por: (Firma_illegible)

Quang D. Nguyen, Ph.D., J.D.

Registro No.: 52,066

Reverside Law, LLP

300 Four Fallas Corporate Center, Suite 710
300 Conshohocken, PA 19428 |
215268-3880 (principal)

215-268-3871(fax)

215-268-3885 (directo)

Correo electrénico: gnguyen@riversiledaw.com

Abogado de los Solicitantes



Numero de solicitud Internacional:

Fecha de Registro Internacional:

Nombre del la Oficina receptora y de “Solicitud Internacional de PCT"

Referencia del archivo del agente o solicitante

(si lo desea)(maximo 12 ¢aracteres)

46483-6001-00-W0.601218

SOLICITUD DE REEMPLAZO DEL PCT (TRATADO DE COOPERACION DE

PATENTES)

El suscrito solicita que la presente solicitud internacional sea procesada de

acuerdo con el Tratado de Cooperacién de Patentes

Casillan.1 TITULO DEL INVENTO

USO DE CELULAS T MODIFICADAS POR RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO
PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER

Casillan.ll SOLICITANTE Esta persona también es el inventor

Nombre vy direccion: (apellidos seguidos por los
nombres; para una entidad legal, la designacién oficial
completa. La direccion debe incluir el codigo postal y el
nombre del pais. El pais de direccién indicado en esta
casilla es el Estado del Solicitante (este es, el pais) de
residencia, si no se indica el Estado de Residencia a

| continuacién.)

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF
PENNSYLVANIA
Center for Technology Transfer

Teléfono No.

Fax No.:

Telégrafo No.




3160 Chestnut Street, Suite 200
Philadelphia, PA 191041-6283
Estados Unidos de América

Numero de registrd del

Solicitante con la oficina:

ESTADO(Esto es, el pais) de nacionalidad:

Estados Unidos

Estado (esto es, el pais) de residencia:

Estados Unidos

Los Estados

Esta pérsona Todos los Todos los Unicamente
esta haciendo la | estados estados los Estados | indicados en la casilla
solicitud designados Designados Unidos de suplementaria.
Para los | excepto los América
prop6sitos de: Estados Unidos
de
Ameérica: X
Casillan. Il SOLICITANTES Y/O INVENTORES ADICIONALES

Nombre y direccién: (apellidos seguidos por los
nombres; para una.entidad legal, la designacién oficial
completa. La direccién debe incluir el cédigo postal y el
nombre del pais. El pais de direccién indicado en esta
casilla es el Estado del Solicitante (este es, el pais) de
residencia, si no se indica el Estado de Residencia a
continuacion.)

JUNE, Carl H.

409 Baird Road

Merion Station, PA 19066
Estados Unidos de América

Esta persona es:

Unicamente el solicitante:

El Solicitante e inventor:_ X

Unicamente el inventor (si
marca esta casilla, no diligencie

la siguiente casilla)

).

Ntmero de registro del

solicitante con la Oficina:




ESTADO(Esto es, el pais) de nacionalidad:

Estados Unidos

Estados Unidos

Estado (esto es, el pais) de residen_'fcia:

Esta persona
esta haciendo la
solicitud

Para los

propésitos de:

Todos los
estados

designados

Todos los estados
Designados
excepto los Estados
Unidos de

América:

Unicamente
los Estados
Unidos de
América:

X

Los Estados
indicados en la
casilla

suplementaria.

X Los solicitantes o inventores adicionales estan listados en una hoja a continuagion.

Casillan. IV AGENTE O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA

CORRESPONDENCIA

La persona abajo identificada por medio del presente ha sido nombrada para actﬁar en

nombre del solicitante ante las Autoridades Internacionales competentes como: .

Agente:_X

Representante Comun:

Nombre y direccion: (apellidos seguidos por los

nombres; para una entidad legal, la designacion oficial

completa. La direccion debe incluir el codigo postal y en

nombre del pais.

NGUYEN, Quang D.
Reverside Law, LLP
300 Four Falls Corporate Center, Suite 710

300 Conshohocken State Road
West Conshohocken, PA 19428

Estados Unidos de América

Teléfono No. 215.268.3888

Fax: 215.268.3871

Telégrafo

Numero de registro del Agente
con la Oficina: 52,066




Direccién para correspondencia: Marque esta casilla si no ha sido nombrado ningiin Agente

o Representante Comun pero aun asi se ha utilizado el espacio de arriba para indicar una

direccién especial a la cual debe ser enviada la correspondencia

Continuacién de la Casilla n. il SOLICITANTES Y/O INVENTORES ADICIONALES

Si no se utiliza ninguna de las siguientes sub-casillas , no debe incluirse esta hoja en la

solicitud

Nombre vy direccién: (apellidos seguidos por los
nombres; para una entidad legal, la designacién oficial
completa. La direccion debe incluir el cédigo postal y el
nombre del pais. El pais de direccién indicado en esta
casilla es el Estado del Solicitante (este es, el pais) de
residencia, si no se indica el Estado de Residencia a

continuacion.)

LEVINE, Bruce L.
1258 Liberty Bell Drive
Cherry Hill, NJ 08003

Estados Unidos de América

Esta persona es:
Unicamente el solicitante:

El Solicitante e inventor: X

Unicamente el inventor (si
marca esta casilla, no diligencie

la siguiente casilla)

Numero de regiStro del
solicitante con la Oficina:

ESTADO(Esto es, el pais) de nacionalidad: Estado (esto es, el bais) de residencia:

Estados Unidos Estados Unidos




Esta persona

Todos los Todos los estados
esta haciendo la | estados Designados
solicitud designados excepto los Estados
Para los Unidos de
propésitos de: América:

Unicamente | Los Estados

los Estados | indicados en la

Unidos de casilla

América: suplementaria.
X

Nombre vy direccion: (apellidos seguidos por los
nombres; para una entidad legal, la desighacién oficial
completa. La direccién debe incluir el cédigo postal y el
nombre del pais. El pais de direccién indicado en esta
casilla es el Estado del Solicitante (este es, el pais) de

residencia, si no se indica el Estado de Residencia a

continuacién.)

PORTER, David L.

821 Crum Creek Road
Springfield, Pa. 1964
Estados Unidos de América

Esta persona es:

Unicamente el solicitante:

El Solicitante e inventor:_X

Unicamente el inventor (si
marca esta casilla, no diligencie

la siguiente casilla)

—

Numero de registro del

solicitante con la Oficina:

ESTADO(Esto es, el pais) de nacionalidad:

Estado (esto es, el pais) de residéncia:

Estados Unidos

Estados Unidos

Esta persona Todos los Todos los estados
esta haciendo la | estados Designados
solicitud designados excepto los Estados
Para los Unidos de
propésitos de: América:

Unicamente
los Estados
Unidos de
América:

X

Los Estados
indicados en la
casilla

suplementaria.




Nombre vy direccion: (apellidos seguidos por los
nombres; para una entidad legal, la designacion oficial
completa. La direccién debe incluir el cédigo postal y el
nombre del pais. El pais de direccién indicado en esta
casilla es el Estado del Solicitante (este es, el pais) de
residencia, si no se indica el Estado de Residencia a

continuacion.)

KALOS, Michael D.

716 Carpenter Lane
Philadelphia, PA 19119
Estados Unidos de América

Esta persona es:
Unicamente el solicitante:___

El Solicitante e inventor:_X

Unicamente el inventor (si
marca esta casilla, no diligencie

la siguiente casilla):

Numero de registro del

solicitante con la Oficina:

ESTADO(Esto es, el pais) de nacionalidad: Estado (esto es, el pais) de residencia;

Estados Unidos Estados Unidos

Esta persona Todos los Todos los estados | Unicamente | Los Estados
esta haciendo la | estados Designados | los Estados | indicados en la
solicitud designados excepto los Estados | Unidos de casilla

Para los Unidos de América: suplementaria.
propésitos de: América: X

Nombre y direccion: (apellidos seguidos por los
nombres; para una entidad legal, la designacién oficial
completa. La direccién debe incluir el cédigo postal y el
nombre del pais. El pais de direccién indicado en esta

Esta persona es:

Unicamente el solicitante:




casilla es el Estado del Solicitante (este es, el pais) de | El Solicitante e inventor: X
residencia, si no se indica el Estado de Residencia a

continuacion.)
Unicamente el inventor (si

MILONE. Michael C marca esta casilla, no diligéncie

314 Surrey Road la siguiente casilla).____

Cherry Hill, NJ 08002

Estados Unidos de Ameérica _
Namero de registro del

solicitante con la Oficina:

ESTADO(Esto es, el pais) de nacionalidad: Estado (esto es, el pais) de residencia:

Estados Unidos 'Estados Unidos

Esta persona Todos los Todos los estados Unicamente | Los Estados
esta haciendo la | estados Designados los Estados | indicados en la
solicitud designados excepto los Estados | Unidos de casilla |

Para los Unidos de América: suplementaria.
propésitos de: América: X

Los solicitantes o inventores adiciones se listan en otra hoja de continuacion




