RECEPTORES QUIMERICOS Y METODOS DE USO DE LOS MISMOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente
Provisional de los Estados Unidos No. 62/317.068, presentada el 1 de abril de 2016,

la cual se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad.

LISTADO DE SECUENCIAS
[0002] La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se ha
presentado electronicamente en formato ASCII y se incorpora en el presente
documento como referencia en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 30 de
marzo de 2017, se llama K-1029_02_SL.ixt y tiene un tamafo de 265.854 bytes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] La lecitina tipo C-1 (CLL-1, también conocida como CLEC-1,
CLEC12A, MICL, lectina asociada a células dendriticas—1 (DCAL-1), y DCAL-2) es
un receptor de glicoproteina y miembro de una familia de receptores de tipo lectina
de tipo C implicados en la regulacion de la proliferacién celular y la regulacion
inmune. CLL—1 se expresa en células hematopoyéticas, principalmente en células
inmunes innatas incluyendo monocitos, granulocitos, células dendriticas, asi como
células progenitoras mieloides. Van Rhenen et al., Blood 2007: 110 (7). CLL—-1 se ha
implicado en la regulacén de la proliferacion y diferenciacion de células mieloides
(Bakker et al., Cancer Res. 64:8443—-8450 (2004); Marshall et al., J. Biol. Chem.
279:14792-14802 (2004)), y esta presente en células de leucemia mieloide aguda
(mielégena) (AML), asi como en células madre leucémicas (Zhao et al,
Haematologica 2010, 95 (1): 71-78).

[0004] Por consiguiente, CLL-1 ha estado implicada en multiples
enfermedades, incluyendo, pero sin limitarse a, leucemia mieloide aguda
(mielégena) (AML), leucemia mieloide (mielégena) cronica, leucemia
mielomonocitica cronica (CMML), leucemia mielomonocitica juvenil, leucemia
mieloide crénica atipica, leucemia promielocitica aguda (APL), leucemia monocitica
aguda, leucemia monoblastica aguda, leucemia eritroide aguda, leucemia
megacarioblastica  aguda, sindrome  mielodisplasico (MDS), trastorno
mieloproliferativo, neoplasia mieloide, sarcoma mieloide), Neoplasia de células

dendriticas plasmocitoides blasticas (BPDCN), o combinaciones de los mismos.



[0005] La CLL-1 puede desempenar ademas un papel en enfermedades
inflamatorias o autoinmunes tales como artritis reumatoide, psoriasis, alergias, asma,

enfermedad de Crohn, IBD, IBS, fibromialgia, mastocitosis y enfermedad celiaca.

[0006] La proteina CLL-1 humana comprende un polipéptido de la siguiente

secuencia de aminoacidos:

MSEEVTYADLQFQNSSEMEKIPEIGKFGEKAPPAPSHVWRPAALFLTLLCLLLL
IGLGVLASMFHVTLKIEMKKMNKLQNISEELQRNISLQLMSNMNISNKIRNLST
TLQTIATKLCRELYSKEQEHKCKPCPRRWIWHKDSCYFLSDDVQTWQESKMA
CAAQNASLLKINNKNALEFIKSQSRSYDYWLGLSPEEDSTRGMRVDNIINSSA
WVIRNAPDLNNMYCGYINRLYVQYYHCTYKKRMICEKMANPVQLGSTYFRE
A (SEC. ID. NO. 140).

[0007] La informacion de secuencias adicional esta contenida en el listado de
Uniprot de CLL-1 en: http://www.uniprot.org/uniprot/Q5QGZ9, asi como en la
secuencia de referencia de NCBI NP_612210.4
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_612210.4).

[0008] Cuando se hace referencia a CLL—1, se apreciara que la referencia a la
misma abarca sus fragmentos, asi como polipéptidos relacionados, que incluyen,
pero no se limitan a, variantes alélicas, variantes de empalme, variantes derivadas,
variantes de sustitucion, variantes de delecion, y/o variantes de insercion incluyendo
la adicibn de una metionina N-terminal, polipéptidos de fusién y homodlogos
interespecies. En ciertas formas de realizacion, un polipéptido de CLL-1 incluye
residuos terminales, tales como, pero sin limitarse a, residuos de secuencia lider,
residuos objetivo, residuos de metionina amino—terminal, residuos de lisina, residuos

de etiqueta y/o residuos de proteina de fusién.

[0009] Ciertos anticuerpos para CLL-1 se describen en la Patente de los
Estados Unidos N° 8.536.310 y en la Patente de los Estados Unidos N° 9.163.090.

[0010] Se ha demostrado que las células inmunes disefiadas poseen
cualidades deseadas en tratamientos terapéuticos, particularmente en oncologia.
Dos tipos principales de células inmunitarias disefiadas son aquellas que contienen
receptores de antigenos quiméricos (denominados "CAR" o "CAR-T") y receptores

de células T ("TCR"). Estas células disefiadas estan manipuladas para dotarlas de



especificidad de antigeno mientras que conservan o mejoran su capacidad para
reconocer y matar a una célula objetivo. Los receptores de antigenos quiméricos
pueden comprender, por ejemplo, (i) un componente especifico del antigeno
("molécula de unién al antigeno"), (i) un dominio extracelular, (iii) uno o mas
dominios coestimuladores, y (iv) uno o mas dominios activadores. Cada dominio
puede ser heterogéneo, es decir, estar compuesto por secuencias derivadas de (o
correspondientes a) cadenas de proteinas diferentes. Las células inmunitarias que
expresan el receptor de antigeno quimérico (tales como células T) pueden utilizarse
en diversas terapias, incluyendo terapias contra el cancer. Se apreciara que pueden
utilizarse dominios costimuladores para potenciar la activacion de células que
expresan CAR contra antigenos objetivo, y por lo tanto aumentar la potencia de

inmunoterapia adoptiva.

[0011] Ciertos CAR para CLL-1 se han descrito en, por ejemplo, la Solicitud
de Patente de EE.UU. 20160051651 (PCT US2015/041337).

[0012] Las células T se pueden manipular para poseer especificidad para uno
0 mas objetivos deseados. Por ejemplo, las células T se pueden transducir con ADN
u otro material genético que codifica una molécula de unién a antigeno, tal como uno
o mas fragmentos variables de cadena sencilla ("scFv") de un anticuerpo, en
conjuncién con una o mas moléculas de sefializacion y/o uno o mas dominios

activantes, tales como CD3 zeta.

[0013] Ademas de la capacidad de las células T-CAR para reconocer y
destruir las células objetivo, la terapia con células T exitosa se beneficia de la
capacidad de las células T-CAR de persistir y mantener la capacidad para proliferar

en respuesta al antigeno.

[0014] Los receptores de células T (TCR) son moléculas encontradas en la
superficie de células T que son responsables de reconocer fragmentos de antigeno
como péptidos unidos a moléculas de complejo de histocompatibilidad mayor (MHC).
El TCR se compone de dos cadenas de proteinas diferentes — en aproximadamente
el 95% de los TCR humanos, el TCR consiste en una cadena alfa (a) y beta (B). En
aproximadamente el 5% de las células T humanas, el TCR consiste en cadenas
gamma y delta (y/d). Cada cadena esta compuesta por dos dominios extracelulares:
una region variable (V) y una region constante (C), ambas de la superfamilia de
inmunoglobulinas. Al igual que en otras inmunoglobulinas, los dominios variables de

la cadena a de TCR y de la cadena 3 (0 cadenas gamma y delta (y/d)) tienen cada



uno tres regiones hipervariables o determinantes de la complementariedad (CDR).
Cuando el TCR se relaciona con péptido antigénico y MHC (péptido/MHC), la célula

T se activa, lo que le permite atacar y destruir la célula objetivo.

[0015] Sin embargo, las terapias actuales han mostrado niveles variables de
eficacia con efectos secundarios no deseados. Por lo tanto, existe la necesidad de
identificar terapias nuevas y mejoradas para tratar enfermedades y trastornos

relacionados con CLL-1.

SINTESIS DE LA INVENCION
[0016] La invencién se refiere a células inmunitarias manipuladas (tales como
CAR o TCR), moléculas de unién a antigenos (incluyendo pero sin limitarse a,
anticuerpos, scFvs, cadenas pesadas y/o ligeras y CDR de estas moléculas de union

a antigeno) con especificidad para CLL-1_y a polinucleotidos codificantes para los

anteriores.

[0017] La invencion se refiere ademas a una nueva secuencia (bisagra) CD28

extracelular util como dominios coestimuladores en estas células.

[0018] Los receptores de antigenos quiméricos codificados por los

polinucledtidos de la invencién tipicamente comprenden: (i) una molécula de unién al

antigeno especifico de CLL-1, (ii) un dominio extracelular (que puede comprender
una bisagra), (iii) uno o mas dominio coestimulador y (iv) uno o mas dominios
activantes. Se apreciara que cada dominio puede ser heterogéneo, comprendiendo

por lo tanto secuencias derivadas de (o correspondientes a) cadenas de proteinas

diferentes.







[00271-[0019] La invencion se refiere ademas a polinucledtidos aislados que

codifican los receptores de antigenos quiméricos, y vectores que comprenden los

polinucledtidos. Cualquier vector conocido en la técnica puede ser adecuado para la
presente invencion. En algunas realizaciones, el vector es un vector viral. En algunas
realizaciones, el vector es un vector retroviral (tal como pMSVG1), un vector de

ADN, un vector de virus de la leucemia murina, un vector SFG, un plasmido, un



vector de ARN, un vector adenovirico, un vector baculoviral, un vector viral de
Epstein Barr, un vector papovaviral, un vector viral vaccinia, un vector viral herpes
simplex, un vector asociado a adenovirus (AAV), un vector lentiviral (tal como

pGAR), o cualquier combinacién de los mismos. La secuencia pGAR es la siguiente:

{00281-[0020] CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGT
GGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCG
CTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGT
CAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGC
ACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATC
GCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAAT
AGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTC
TTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGC
TGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTT
GCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGG
GCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGA
TTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGG
CCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGACCCGGGGATGGCGCGCC
AGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTT
ACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGC
CCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTT
CCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTA
CATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTA
AATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTAC
TTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGCTGATGCGGTTTT
GGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAA
GTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGT
AGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGG
GGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAG
GGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGT
GTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTT
TAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAG
CGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAG
CGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATT
TTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATT
AAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGG
GGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAG



AACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACA
AATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGA
TCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGAT
AAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT
AAGACCACCGCACAGCAAGCCGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGA
TATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAAAATTG
AACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAG
AAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAG
CAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGA
CAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTG
AGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCC
AGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGG
GGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAA
TGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACCTGG
ATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAAT
TGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTA
GATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTA
TATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGTAGGTTTAAGAATAGTTTT
TGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCGT
TTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATA
GAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAAC
GGATCTCGACGGTATCGGTTAACTTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGG
TACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTA
AAGAATTACAAAAACAAATTACAAAATTCAAAATTTTATCGCGATCGCGGAAT
GAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGC
AAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGTTAGG
AACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTT
CCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCCGC
CCTCAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACC
TGAAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTT
CTGTTCGCGCGCTTCTGCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCT
CACTCGGCGCGCCAGTCCTTCGAAGTAGATCTTTGTCGATCCTACCATCCAC
TCGACACACCCGCCAGCGGCCGCTGCCAAGCTTCCGAGCTCTCGAATTAAT
TCACGGTACCCACCATGGCCTAGGGAGACTAGTCGAATCGATATCAACCTCT
GGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTT
TACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCC
GTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATG
AGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTG



CTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTT
CCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCG
CCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATT
CCGTGGTGTTGTCGGGGAAGCTGACGTCCTTTTCATGGCTGCTCGCCTGTG
TTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCC
TCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTC
TTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCG
CCTCCCCGCCTGGTTAATTAAAGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCA
GCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCGA
ATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTG
GTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACT
GCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGT
CTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGT
GGAAAATCTCTAGCAGGCATGCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTG
GACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGT
GATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAAC
AACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTT
TTTGGCGCGCCATCGTCGAGGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGAGCTTG
GCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT
TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTA
ATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGG
AGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCG
CTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGC
GGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGA
GCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGC
GTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCA
AGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCC
CCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA
TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCAC
GCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTG
TGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC
GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCA
CTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCT
TGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTG
CGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCC
GGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGA
TTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGG
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GTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGA
TTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAA
TCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAAT
CAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCT
GACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCC
CCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT
CAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCA
ACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAA
GTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCAT
CGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAA
CGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCT
CCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACT
CATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGAT
GCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATG
CGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCA
CATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAA
AACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCG
TGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAG
CAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGA
AATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGG
GTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAA
TAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

[0029}-]0021] El mapa del vector PGAR se expone a continuacion:

A
N
W

2

o=l

pGAR )

3

6762 bp =
&
u 4

-y
K



11

[0030}-[0022] Los vectores ejemplares adicionales adecuados incluyen, por
ejemplo, pBABE-puro, pBABE-neo ADNcTgrande, pBABE-hygro-hTERT, pMKO.1
GFP, MSCV-IRES-GFP, pMSCV PIG (plasmido vacio Puro IRES GFP), pMSCV-
loxp-dsRed-loxp -eGFP-Puro-WPRE, MSCV IRES Luciferasa, pMIG, MDH1-PGK-
GFP_2.0, TtRMPVIR, pMSCV-IRES-mCherry FP, pRetroX GFP T2A Cre, pRXTN,
pLncEXP y pLXIN-Luc.

[00314]1-[0023] Las células inmunitarias ejemplares incluyen, pero no se limitan
a, células T, linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), células NK, células que expresan
TCR, células dendriticas o células NK-T. Las células T pueden ser autélogas,
alogénicas o heterdlogas. En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a

composiciones farmacéuticas que comprenden las células inmunes de las descriptas

en el presente documento.
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[0036]-[0025] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que comprenden al menos una de las siguientes: SEC. ID.
NO: 27; SEC. ID. NO: 31; SEC. ID. NO: 35; SEC. ID. NO: 39; SEC. ID. NO: 43; SEC.
ID. NO: 47; SEC. ID. NO: 61; SEC. ID. NO: 65; SEC. ID. NO: 69; SEC. ID. NO: 83;
SEC. ID. NO: 87; SEC. ID. NO: 91; SEC. ID. NO: 105; SEC. ID. NO: 109; SEC. ID.
NO: 113; SEC. ID. NO: 117; SEC. ID. NO: 121; y SEC. ID. NO: 125.

[00371-[0026] En ciertas formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que tienen al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96% al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a los

polinucleétidos expuestos en el presente documento.

[00381-[0027] La invencion se refiere ademas a vectores que comprenden

estos polinucledétidos, asi como células transducidas utilizando estos vectores.
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[0040]1-[0028] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucleotidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimeérico (CAR) o un

receptor de células T (TCR) que comprenden una molécula de union a antigeno que
se une especificamente a CLL-1, en donde la molécula de unién a antigeno
comprende una CDR3 de cadena pesada variable (Vy) que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC. ID. NO:
19, 83, 75 y 97. También estan incluidos en la invencion los receptores de antigeno
quiméricos que no tienen mas de 8 sustituciones de aminoacidos en los mismos. Los
polinucledtidos pueden comprender ademas un dominio de activacion. En formas de
realizacion preferidas, el dominio de activaciéon es CD3, de modo mas preferente
CD3 zeta, de modo mas preferente la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEC. ID. NO: 9.

[0041]1-[0029] En otras formas de realizacion, la invencién incluye un dominio
costimulador que comprende el dominio de sefnalizacion (u otra porcién adecuada)
de CD28, CD28T, OX40, 4-1BB/CD137, CD2, CD3 (alfa, beta, delta, épsilon,
gamma, zeta), CD4, CD5, CD7, CD9, CD16, CD22, CD27, CD30, CD 33, CD37,
CD40, CD 45, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, PD-1, ICOS, antigeno
asociado a la funcién linfocitaria—1 (LFA-1 (CDI la/CD18), CD247, CD276 (B7-H3),
LIGHT (miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral 14; TNFSF14),
NKG2C, Ig alfa (CD79a), DAP-10, receptor gamma Fc, molécula MHC de clase |,
TNF, TNFr, integrina, molécula de activacion linfocitica de sefializacion, BTLA,
receptor de ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT,
HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46,
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CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4,
VLA1, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CDI-Id, ITGAE,
CD103, ITGAL, CDIHa, LFA-1, ITGAM, CDI-lb, ITGAX, CDI-c, ITGBI, CD29,
ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226),
SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229),
CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM
(SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT,
GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a, ligando CD83, o fragmentos o combinaciones de

los mismos. Los dominios costimuladores preferidos se enumeran a continuacion.

[60421-[0030] En formas de realizaciéon adicionales, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimérico (CAR) o
receptor de células T (TCR), en donde dicho CAR o TCR comprende una molécula
de unién al antigeno que se une especificamente a CLL-1, y en donde la molécula
de union al antigeno comprende una CDR3 de cadena ligera variable (V) que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEC. ID. NO: 24, 58, 80 y 102. El polinucleétido puede comprender ademas un
dominio de activacion. El polinucleétido puede comprender ademas un dominio

coestimulador.

[0043}-[0031] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimérico (CAR) o
receptor de células T (TCR) que comprende una molécula de unién a antigeno que
se une especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de la molécula de
unién a antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 17), CDR2 (SEC. ID. NO: 18) y
CDR3 (SEC. ID. NO: 19) y la cadena ligera de la molécula de union al antigeno
comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 22), CDR2 (SEC. ID. NO: 23), y CDR3 (SEC ID
NO: 24).

[0044}-[0032] En ciertas formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que tienen al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a las

secuencias anteriores.
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[0045}-[0033] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimérico (CAR) o
receptor de células T (TCR) que comprende una molécula de unién a antigeno que
se une especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de la molécula de
union a antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 51), CDR2 (ID SEC NO: 52) y
CDR3 (ID SEC NO: 53) y la cadena ligera de la molécula de unién al antigeno
comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 56), CDR2 (SEC. ID. NO: 57) y CDR3 (SEC. ID.
NO: 58).

[0046]-[0034] En ciertas formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que tienen al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a las

secuencias anteriores.

[00471-[0035] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimérico (CAR) o
receptor de células T (TCR) que comprende una molécula de unién a antigeno que
se une especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de la molécula de
union a antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 73), CDR2 (SEC. ID. NO: 74), y
CDR3 (SEC. ID. NO: 75) y la cadena ligera de la molécula de unién al antigeno
comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 78), CDR2 (SEC. ID. NO: 79) y CDR3 (SEC. ID.
NO: 80).

[00481-[0036] En ciertas formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que tienen al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a las

secuencias anteriores.

[00491-[0037] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucleodtidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimérico (CAR) o
receptor de células T (TCR) que comprende una molécula de unién a antigeno que

se une especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de la molécula de
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unién a antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 95), CDR2 (SEC. ID. NO: 96) y
CDR3 (SEC. ID. NO: 97) y la cadena ligera de la molécula de unién al antigeno
comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 100), CDR2 (SEC. ID. NO: 101), y CDR3 (SEC. ID.
NO: 102).

[0050]1-[0038] En ciertas formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucledtidos aislados que tienen al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a las

secuencias anteriores.

[0051]1-[0039] En formas de realizacidon adicionales, la invencidon se refiere a
polinucleodtidos aislados que codifican un receptor de antigeno quimérico (CAR) o un
receptor de células T (TCR) que comprende una molécula de unién a antigeno que
se une especificamente a CLL-1, y en donde la molécula de union a antigeno

comprende:

(@) una region determinante de la complementariedad de la regién
variable de la cadena pesada (VH) (CDR) 1 que comprende la
secuencia de aminoacidos GX;X3X4Xs5XeX7XsXg (SEC. ID. NO: 134),
endonde X, es G, F,oY; XsesSoT; Xsesl,F,oL; XsesSoT; Xs
no esta presente o S; X7 no esta presente o G; Xg no esta presente o
EoG;yXgesF,L oY,

(b) una region determinante de la complementariedad de la region
variable de la cadena pesada (VH) (CDR) 2 que comprende la
secuencia de aminoacidos X;XyX3XsX5Xs (SEC. ID. NO: 135), en
donde X;esD,H, S,0Y; X,esH,P,oY; X;esD,E,0S; XsesDo
G; Xses G o S; y Xg no esta presente de D o E;

(c) una region determinante de la complementariedad de la region
variable de la cadena pesada (VH) (CDR) 3, que comprende la
secuencia de aminoacidos X;X;X3X3X5XgX7XgXgX10X11X12DY (SEC.
ID. NO: 136), endonde X;esEoL; X,esR,S,0V; XzesRoY; X4
es C, G, 0 S; X5 no esta presente o G o |; Xg no esta presente o G;

X7 no esta presente o D; Xg no esta presente o C; Xg no esta
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presente o W o Y; X410 no esta presente o P 0 S; X44 no esta presente
oGoVY;yXppesFoR;

(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos X{ASQXsXeX7XgXgLX11 (SEC. ID. NO:
137), endonde X1 es Qo R; XsesDo S; XgesloV; X;esNo0S; Xg
esNoS;XgesF,L,oY;yXy1esNoT,

(e) una CDR2 de regién variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos X{ASXyX5XeX7 (SEC. ID. NO: 138), en
donde X;esDoG; XsesN,S,0T; XsesLoR; Xges A, E,0K;y X7
esSoT,;ylo

(f) una CDRS3 de region variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos QQX3XsXsXcPXsT (SEC. ID. NO: 139),
endonde X3esSoY; XsesD,G,oY; XsesN,S,0T; XeesL, T,0
Y;yXgsesFol

[0053}1-[0040] La invencion se refiere ademas a métodos para tratar una

enfermedad o trastorno en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al

sujeto las moléculas de union al antigeno, los CAR, los TCR, los polinucledtidos, los
vectores, las células o las composiciones de acuerdo con la invencion. Las
enfermedades adecuadas para el tratamiento incluyen, pero no se limitan a,
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mielégena crénica (CML), leucemia
mielomonocitica cronica (CMML), leucemia mielomonocitica juvenil, leucemia

mieloide crénica atipica, leucemia promielocitica aguda (APL), leucemia
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monoblastica aguda, leucemia eritroide aguda, leucemia megacarioblastica aguda,
sindrome mielodisplasico (SMD), trastorno mieloproliferativo, neoplasia mieloide,
sarcoma mieloide), neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas
(BPDCN) o combinaciones de las mismas. Otras enfermedades incluyen
enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes tales como artritis reumatoide,
psoriasis, alergias, asma, enfermedad de Crohn, IBD, IBS, fibromialgia, mastocitosis

y enfermedad celiaca.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[60541-[0041] La Figura 1 muestra la expresion de CLL-1 en diferentes lineas

celulares de cancer.

[6055]-[0042] La Figura 2 muestra la expresion de CAR CLL-1 determinada

por la proteina L 6 horas después de la electroporacion del ARNm.

f6656]-[0043] La Figura 3 muestra los resultados de un ensayo de liberacion
de citoquinas de diferentes constructos de célula T-CAR CLL-1 24 horas después

de la electroporacion del ARNm.

[0057] [0044] La Figura 4 muestra la actividad citolitica de diferentes
constructos de célula T-CAR CLL-1 24 horas después de la electroporacion del
ARNm.

[0058]1-[0045] La Figura 5 muestra la actividad citolitica de diferentes
constructos de célula T-CAR CLL-1 24 horas después de la electroporacion del
ARNm.

[0059]-[0046] La Figura 6 muestra la expresion de CAR CLL-1 determinada
por la proteina L al dia 12 después de la transduccion.

[0060] [0047] La Figura 7 muestra el ensayo de liberacion de citoquinas a
partir de célula T-CAR CLL-1 16 horas después del co—cultivo con diferentes lineas
celulares objetivo.

[6061]-[0048] La Figura 8 muestra la actividad citolitica de célula T-CAR CLL-
1 16 horas y 40 horas después del co—cultivo con diferentes lineas celulares

objetivo.
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[0062]-[0049] Las Figuras 9A-9D establecen alineaciones de secuencia de las

moléculas de union al antigeno CLL-1 de la invencion. Las CDR se anotan en cajas.

[0063}-[0050] La Figura 10 presenta resultados de bioluminiscencia en ratones

NSG tratados con CAR de acuerdo con la invencion.

DESCRPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0064]-[0051] Se apreciara que los receptores de antigenos quiméricos (CAR o
CAR-T) y los receptores de células T (TCR) son receptores manipulados
genéticamente. Estos receptores manipulados pueden ser facilmente insertados y
expresados por células inmunes, incluyendo las células T de acuerdo con las
técnicas conocidas en el arte. Con un CAR, se puede programar un solo receptor
para reconocer un antigeno especifico y, cuando esta unido a ese antigeno, activar
la célula inmune para atacar y destruir la célula que lleva ese antigeno. Cuando
estos antigenos existen en las células tumorales, una célula inmunitaria que expresa

el CAR puede dirigirse y matar a la célula tumoral.

[0065]-[0052] Los CAR pueden ser manipulados para unirse a un antigeno (tal
como un antigeno de superficie celular) incorporando una molécula de uniéon al
antigeno que interactua con ese antigeno dirigido. De modo preferente, la molécula
de union al antigeno es un fragmento de anticuerpo del mismo, y de modo mas
preferente uno o mas fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla ("scFv"). Un scFv
es un fragmento de anticuerpo de cadena unica que tiene las regiones variables de
las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo unido entre si. Véanse las Patentes de
los Estados Unidos N° 7.741.465 y 6.319.494, asi como Eshhar et al., Cancer
Immunol Immunotherapy (1997) 45: 131-136. Un scFv retiene la capacidad del
anticuerpo progenitor para interactuar especificamente con el antigeno objetivo. Los
scFvs son preferidos para su uso en receptores de antigenos quiméricos porque se
pueden manipular para expresarse como parte de una cadena unica junto con los
otros componentes de CAR. /d. Véase también Krause et al., J. Exp. Med., Volumen
188, N° 4, 1998 (619 — 626); Finney et al., Journal of Immunology, 1998, 161: 2791 —
2797. Se apreciara que la molécula de union al antigeno esta tipicamente contenida
dentro de la porcién extracelular del CAR de tal manera que es capaz de reconocer y

unirse al antigeno de interés. Se contemplan CAR biespecificos y multiespecificos
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dentro del alcance de la invencion, con especificidad para mas de un objetivo de

interés.

Dominios Coestimuladores.
[0066]1-[0053] Los receptores antigenos quiméricos pueden incorporar
dominios coestimuladores (sefializacién) para aumentar su potencia. Véanse las
Patentes de los Estados Unidos N° 7.741.465 y 6.319.494, asi como Krause et al. y
Finney et al. (supra), Song et al., Blood 119: 696 — 706 (2012); Kalos et al., Sci
Transl. Med. 3:95 (2011); Porter et al., N. Engl. J. Med. 365: 725 — 33 (2011), y
Gross et al., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 56: 59 — 83 (2016). Por ejemplo, CD28
es una proteina coestimuladora que se encuentra naturalmente en las células T. Una
variedad de moléculas coestimuladoras se exponen en el presente documento, pero
se apreciara que también se incluyen dentro del alcance de la presente invencion

moléculas coestimuladoras adicionales.

[o0671-[0054] La secuencia de aminoacidos nativa completa de CD28 se
describe en la Secuencia de Referencia NCBI: NP_006130.1. La secuencia
completa de acido nucleico CD28 nativo se describe en la Secuencia de Referencia
NCBI: NM_006139.1.

[0068]1-[0055] Se han utilizado ciertos dominios CD28 en receptores antigenos
quimeéricos. De acuerdo con la presente invencion, se ha descubierto ahora que un
constructo novedoso extracelular CD28 (bisagra), denominado "CD28T", proporciona
inesperadamente ciertos beneficios cuando se utiliza en un constructo CAR. Este
constructo demuestra la capacidad de retener (y en ocasiones exceder) las
propiedades de CAR que contienen CD28, a pesar del truncamiento (eliminacion) de
multiples aminoacidos de la secuencia extracelular de CD28. Estos beneficios
incluyen la produccion de citocina equivalente o superior, actividad citolitica

equivalente o superior, y/o niveles de expresién de CAR equivalentes o superiores.

[0069]-[0056] La secuencia nucleotidica de la molécula CD28T, incluyendo el
dominio extracelular, y los dominios transmembrana e intracelular CD28 se expone
en la SEC. ID. NO. 1

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCAAGCA
CCTCTGTCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCATTCTGGGTGTTG
GTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCTCGTCACCGTGGCTT
TTATAATCTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATT
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ACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAG
CCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGC

[0070}-[0057] La secuencia de aminoacidos correspondiente se expone en la
SEC. ID. NO. 2:

LDNEKSNGTHHHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFII
FWVRSK RSRLLHSDYM NMTPRRPGPT RKHYQPYAPP RDFAAYRS

[0074]1-[0058] La secuencia de nucledtidos de la porcion extracelular de CD28T
se expone en la SEC. ID. NO. 3:

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCAAGCA
CCTCTGTCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCA

[00721-[0059] La secuencia de aminoacidos correspondiente del dominio
extracelular de CD28T se expone en la SEC. ID. NO. 4: LDNEKSNGTI
IHVKGKHLCP SPLFPGPSKP

[00731-[0060] La secuencia nucleotidica del dominio transmembrana CD28 se
expone en la SEC. ID. NO. 5):

TTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCTCG
TCACCGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTT

[0074}1-[0061] La secuencia de aminoacidos del dominio transmembrana CD28

Se expone en

SEC. ID. NO. 6: FWVLVVVGGV LACYSLLVTV AFIIFWV

[0075}-[0062] La secuencia nucleotidica del dominio de sefalizacion
intracelular CD28 se expone en la SEC. ID. NO. 7:

AGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCC
ACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTA
GAGATTTCGCTGCCTATCGGAGC

[00761-[0063] La secuencia de aminoacidos del dominio de sefalizacion
intracelular CD28 se expone en la SEC. ID. NO. 8:
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RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

[00771-[0064] Las secuencias CD28 adicionales adecuadas para su uso en la
invencion incluyen la secuencia de nucledtidos CD28 expuesta en la SEC. ID. NO.
11:

ATTGAGGTGATGTATCCACCGCCTTACCTGGATAACGAAAAGAGTAACGG
TACCATCATTCACGTGAAAGGTAAACACCTGTGTCCTTCTCCCCTCTTCCCC
GGGCCATCAAAGCCC

[0078]-[0065] La secuencia de aminoacidos correspondiente se expone en la
SEC. ID. NO. 12:

IEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKP

[0079]1-[0066] Se apreciara que la invencion se refiere a moléculas de union a
antigenos, CAR, TCR y similares que comprenden al menos una secuencia de acido
nucleico aislada de SEC. ID. NO. 1 o SEC. ID. NO. 3. Se apreciara ademas que la
invencién se refiere a moléculas de unién a antigenos, CAR, TCR y similares en
donde la porcion extracelular consiste en al menos una secuencia de acido nucleico
aislada de SEC. ID. NO. 1 o SEC. ID. NO. 3. Ademas, se apreciara que la invencién
se refiere a moléculas de union a antigenos, CAR, TCR y similares en donde la
porcidon extracelular consiste esencialmente de al menos una secuencia de acido
nucleico aislada de SEC. ID. NO. 1 o SEC. ID. NO. 3.

[0080}-[0067] Se apreciara que la invencion se refiere a moléculas de union a
antigenos, CAR, TCR y similares que comprenden al menos una secuencia de
aminoacidos de SEC. ID. NO. 2 o SEC. ID. NO. 4. Se apreciara ademas que la
invencion se refiere a moléculas de unién a antigenos, CAR, TCR y similares en
donde la porcion extracelular consiste en al menos una secuencia de aminoacidos
de SEC. ID. NO. 2 o SEC. ID. NO. 4. También se apreciara que la invencion se
refiere a moléculas de union a antigenos, CAR, TCR y similares en donde la porcion
extracelular consiste esencialmente en al menos una secuencia de aminoacidos de
SEC. ID. NO. 2 0 SEC. ID. NO. 4.

[0081]-[0068] Otra fuente adecuada de dominios extracelulares y/o
transmembrana puede derivarse de (o corresponder a) algunos o todos de CD8. La
secuencia de nucledtidos de un dominio extracelular y transmembrana de CD8

adecuado se expone en la SEC. ID. NO. 13:
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GCTGCAGCATTGAGCAACTCAATAATGTATTTTAGTCACTTTGTACCAGTG
TTCTTGCCGGCTAAGCCTACTACCACACCCGCTCCACGGCCACCTACCCCA
GCTCCTACCATCGCTTCACAGCCTCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCTTGCCGA
CCGGCCGCAGGGGGCGCTGTTCATACCAGAGGACTGGATTTCGCCTGCGA
TATCTATATCTGGGCACCCCTGGCCGGAACCTGCGGCGTACTCCTGCTGTC
CCTGGTCATCACGCTCTATTGTAATCACAGGAAC

[0082]-[0069] La secuencia de aminoacidos correspondiente se expone en la
SEC. ID. NO. 14:

AAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAG
GAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN

[0083}-[0070] Se apreciara que dominios costimuladores adecuados dentro del
alcance de la invencion pueden derivarse de (o corresponder a) por ejemplo, CD28,
CD28T, OX40, 4-1BB/CD137, CD2, CD3 (alfa, beta, delta, épsilon, gamma, zeta),
CD4, CD5, CD7, CD9, CD16, CD22, CD27, CD30, CD 33, CD37, CD40, CD 45,
CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, PD-1, ICOS, antigeno asociado a la
funcion linfocitaria—1 (LFA-1 (CDI la/CD18), CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT
(Miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral 14; TNFSF14), NKG2C, Ig
alfa (CD79a), DAP-10, receptor gamma Fc, molécula MHC de clase |, TNF, TNFr,
integrina, molécula de activacion linfocitica de senalizacion, BTLA, receptor de
ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM
(LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4,
CD8alpha, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLA1, CD49a,
ITGA4, |1A4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CDI-Id, ITGAE, CD103, ITGAL,
CDlI-la, LFA-1, ITGAM, CDI-lb, ITGAX, CDI-lc, ITGBI, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1,
ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244,
2B4), CD84, CD96 (Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55),
PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1,
CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76,
PAG/Cbp, CD19a, ligando CD83, o fragmentos o combinaciones de los mismos. Se
apreciara que moléculas costimuladoras adicionales, o sus fragmentos, no

enumerados anteriormente estan dentro del alcance de la invencion.

Activacion de dominios.
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[0084}-[0071] El CD3 es un elemento del receptor de células T en células T
nativas, y se ha demostrado que es un elemento de activacion intracelular
importante en CAR. En una forma de realizacion preferida, el CD3 es CD3 zeta, cuya

secuencia de nucledtidos se expone en SEC. ID. NO. 9:

AGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCA
GAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACG
TTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGA
CGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGAT
GGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGA
AAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATAC
TTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG

[0085}-[0072] El aminoacido correspondiente de CD3 zeta intracelular se
expone en la SEC. ID. NO. 10:

RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRR
KNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD
ALHMQALPPR

Orientacion de Dominio Relativa a la Célula
[0086]-[0073] Estructuralmente, se apreciara que los dominios descritos en el
presente documento corresponden a ubicaciones relativas a una célula inmune u
otra. Estos dominios pueden asi formar parte del dominio (i) "bisagra" o extracelular
(EC), (ii) del dominio transmembrana (TM), y/o (iii) del dominio
intracelular/citoplasmico (IC). El componente intracelular comprende frecuentemente,
en parte, un dominio de activacion tal como una porcién de un miembro de la familia
CD3, de modo preferente CD3 zeta. Este dominio es capaz de activar la célula T tras
la union de la molécula de unién al antigeno a su objetivo. Se apreciara que el
dominio intracelular tipicamente comprende ademas una o0 mas moléculas

coestimuladoras como se describe en el presente documento.

[00871-[0074] "Activacion" o "Estimulacién” tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a una respuesta primaria inducida por unién de una molécula
de activacién con su ligando afin, en donde la unién media un evento de

transduccioén de senal.
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[0088}-[0075] Una "molécula activadora" o "molécula estimulante" se refiere a
una molécula en una célula T, por ejemplo, el complejo TCR/CD3 que se une
especificamente con un ligando estimulante relacionado presente en una célula
presente en el antigeno. En el presente documento se describen moléculas

activadoras adecuadas.

[0089]1-[0076] Una "molécula coestimuladora” tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a una molécula que proporciona una sefial que media una
respuesta de células T, incluyendo, pero sin limitarse a, proliferacion, activacion,
diferenciacion y similares. Las moléculas costimuladoras pueden proporcionar una
sefal ademas de la seial primaria proporcionada por una molécula activadora como

se describe en el presente documento.

[60901-[0077] Las moléculas coestimuladoras adecuadas incluyen, pero no se
limitan a, todas o porciones de CD28, CD28T, OX40, 4-1BB/CD137, CD2, CD3 (alfa,
beta, delta, épsilon, gamma, zeta), CD4, CD5, CD7, CD9, CD16, CD22, CD27,
CD30, CD 33, CD37, CD40, CD 45, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154,
PD-1, ICOS, antigeno asociado a la funcién linfocitaria—1 (LFA-1 (CDI la/CD18),
CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT (miembro de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral 14; TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD79a), DAP-10, receptor gamma Fc,
molécula MHC de clase |, TNF, TNFr, integrina, molécula de activacion linfocitica de
sefalizacion, BTLA, receptor de ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR,
BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44,
NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL2R beta, IL2R gamma, IL7R alfa,
ITGA4, VLA1, CD49a, ITGA4, |1A4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CDI-Id,
ITGAE, CD103, ITGAL, CDI-a, LFA-1, ITGAM, CDI-lb, ITGAX, CDI-lc, ITGBI,
CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1
(CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9
(CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A,
Lyl08), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162),
LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a, ligando CD83, o fragmentos o
combinaciones de los mismos. Se apreciara que la region bisagra puede contener
parte o la totalidad de un miembro de la familia de inmunoglobulinas tal como IgG1,
1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, IgD, IgE, IgM o su fragmento.

[0091}-[0078] En algunas formas de realizacion, el dominio extracelular se

posiciona entre la molécula de unién al antigeno y el dominio transmembrana.
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[60921-[0079] Los constructos CAR ejemplares de acuerdo con la invencién se

exponen en la Tabla 1.

Tabla 1
Nombre del scFv Dominio de la Bisagra Dominio de Activacién
Constructo
24C1 CD28T 24Cl1 CD28T CD3 zeta
24C1 CD28 24Cl1 CD28 CD3 zeta
24C1 CD8 24Cl1 CD8 CD3 zeta
24C8 CD28T 24C8 CD28T CD3 zeta
24C8 CD28 24C8 CD28 CD3 zeta
24C8 CD8 24C8 CD8 CD3 zeta
20C5.1 CD28T 20C5.1 CD28T CD3 zeta
20C5.1 CD28 20C5.1 CD28 CD3 zeta
20C5.1 CD8 20C5.1 CD8 CD3 zeta
20C5.2 CD28T 20C5.2 CD28T CD3 zeta
20C5.2 CD28 20C5.2 CD28 CD3 zeta
20C5.2 CD8 20C5.2 CDS8 CD3 zeta

[0093]-[0080] Como se ha indicado, las células T manipuladas de la invencién
comprenden una molécula de unién al antigeno (tal como un scFv), un dominio
extracelular (que puede comprender un dominio “bisagra”), un dominio
transmembrana y un dominio intracelular. EI dominio intracelular puede comprender
al menos en parte un dominio de activacion, de modo preferente compuesto por un
miembro de la familia CD3 tal como CD3 zeta, CD3 épsilon, CD3 gamma o

porciones de los mismos.

[0094]-[0081] Se apreciara ademas que la molécula de union al antigeno (por
ejemplo, uno o mas scFvs) estd manipulada de tal manera que se encuentra en la
porcion extracelular de la molécula/constructo, de tal manera que es capaz de

reconocer y unirse a su objetivo u objetivos.

[0095]1-[0082] Dominio Extracelular. Los dominios extracelulares de uso
particular en esta invencidon pueden derivarse de (es decir, comprender) todos o
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algunos de CD28, OX-40, 4-1BB/CD137, CD2, CD7, CD27, CD30, CD40, muerte
programada—1 (PD-1), coestimulador de células T inducible (ICOS), antigeno
asociado a la funcion linfocitaria—1 (LFA-1, CDI-la/CD18), CD3 gamma, CD3 delta,
CD3 épsilon, CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT, (TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD79a),
DAP-10, receptor gamma Fc, molécula MHC de clase 1, proteinas receptoras de
TNF, una proteina de inmunoglobulina, receptor de citoquinas, integrinas, Moléculas
de activacion linfocitica de sefializacion (proteinas SLAM), receptores de células NK
de activacion, BTLA, un receptor de ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1,
GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1),
NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alpha, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R
gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLA1, CD49a, ITGA4, 1A4, CD49D, ITGA6, VLA-6,
CD49f, ITGAD, CDI Id, ITGAE, CD103, ITGAL, CDI la, LFA-1, ITGAM, CDI Ib,
ITGAX, CDI Ic, ITGBI, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2,
TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil),
CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D),
CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME
(SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a, un
ligando que se une especificamente con CD83, o cualquier combinacion de los
mismos. El dominio extracelular puede derivarse de una fuente natural o de una

fuente sintética.

[00961-[0083] Los dominios extracelulares comprenden a menudo la porcion
de bisagra, a veces denominada como la regién "espaciadora". Se puede emplear
una diversidad de bisagras de acuerdo con la invencién, incluyendo porciones o

derivados de las moléculas descritas en el presente documento.

[00971-[0084] En ciertas formas de realizacion, la region bisagra comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a las
secuencias de aminoacidos del dominio extracelular expuestas en el presente

documento.

[0098]1-[0085] En ciertas formas de realizacion, la region bisagra comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75%, al menos

aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
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aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a las
secuencias de aminoacidos de nucledtidos extracelulares expuestas en el presente

documento.

Dominio transmembrana.
[0099]-[0086] El CAR puede ser disefiado con un dominio transmembrana que
esta fusionado con el dominio extracelular del CAR. Puede estar similarmente
fusionado al dominio intracelular del CAR. En algunos casos, el dominio
transmembranal puede seleccionarse o modificarse mediante la sustitucion de
aminoacidos para evitar la union de dichos dominios a los dominios transmembrana
de los mismos o diferentes proteinas de membrana de superficie para minimizar las
interacciones con otros miembros del complejo receptor. El dominio transmembrana
puede derivarse de una fuente natural o de una fuente sintética. Cuando la fuente es
natural, el dominio puede derivarse de cualquier proteina enlazada a la membrana o
transmembrana. Las regiones transmembranas de uso particular en esta invencion
pueden derivarse de (comprenden o corresponden a) CD28, CD28T, OX—40, 4—
1BB/CD137, CD2, CD7, CD27, CD30, CD40, muerte programada—1 (PD-1),
coestimulador de células T inducibles (ICOS), antigeno asociado a la funcién
linfocitaria—1 (LFA-1, CDI-la/CD18), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD247,
CD276 (B7-H3), LIGHT, (TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD79a), DAP-10, receptor
gamma Fc, molécula MHC de clase 1, proteinas receptoras de TNF, una proteina de
inmunoglobulina, receptor de citoquina, integrinas, Moléculas de activacion linfocitica
de sefalizacién (proteinas SLAM), receptores de células NK de activacion, BTLA, un
receptor de ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT,
HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46,
CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4,
VLA1, CD49a, ITGA4, |1A4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CDI Id, ITGAE,
CD103, ITGAL, CDI la, LFA-1, ITGAM, CDI Ib, ITGAX, CDI Ic, ITGBI, CD29, ITGB2,
CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226),
SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229),
CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM
(SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT,
GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a, un ligando que se une especificamente con

CD83, o cualquier combinacion de los mismos.
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f04001-[0087] Opcionalmente, los enlazadores cortos pueden formar enlaces
entre cualquiera o algunos de los dominios extracelulares, transmembrana e

intracelulares del CAR.

[0104]-[0088] En otras formas de realizacion, el dominio transmembrana en el
CAR de la invencién es un dominio transmembrana CD8. En una forma de
realizacion, el dominio transmembrana CD8 comprende la porcion transmembrana
de la secuencia de acido nucleico de la SEC. ID. NO: 13. En otra forma de
realizacién, el dominio transmembrana CD8 comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos transmembrana contenida en la
SEC. ID. NO: 14.

[0102]-[0089] En ciertas formas de realizacion, el dominio transmembrana en
el CAR de la invencion es el dominio transmembrana CD28. En una forma de
realizacién, el dominio transmembrana CD28 comprende la secuencia de acido
nucleico de la SEC. ID. NO: 5. En una forma de realizaciéon, el dominio
transmembrana CD28 comprende la secuencia de acido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de la SEC. ID. NO: 6. En otra forma de realizacion, el
dominio transmembrana CD28 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC.
ID. NO: 6.

[0103}-[0090] Dominio_intracelular (citoplasmico). El dominio intracelular

(citoplasmico) de las células T manipuladas de la invencién puede proporcionar la
activacion de al menos una de las funciones efectoras normales de la célula inmune.
La funcién efectora de una célula T, por ejemplo, puede referirse a la actividad

citolitica o actividad auxiliar, incluyendo la secrecién de citoquinas.

[0104]-[0091] Se apreciara que las moléculas intracelulares adecuadas
incluyen (es decir, comprenden), pero no se limitan a dominios de sefalizacion
derivados de (o correspondientes a) CD28, CD28T, OX—-40, 4-1BB/CD137, CD2,
CD7, CD27, CD30, CD40, muerte programada—1 (PD-1), coestimulador de células T
inducibles (ICOS), antigeno asociado a la funcién linfocitaria—1 (LFA-1, CDI-
la/CD18), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD247, CD276 (B7-H3), LIGHT,
(TNFSF14), NKG2C, Ig alfa (CD79a), DAP-10, receptor gamma Fc, molécula MHC
de clase 1, proteinas receptoras de TNF, una proteina de inmunoglobulina, receptor
de citoquina, integrinas, Moléculas de activacion linfocitica de sefalizacidon
(proteinas SLAM), receptores de células NK de activacion, BTLA, un receptor de
ligando Toll, ICAM-1, B7-H3, CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM
(LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4,
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CD8alfa, CD8beta, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R alfa, ITGA4, VLA1, CD49a,
ITGA4, 1A4, CD49D, ITGA6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CDI Id, ITGAE, CD103, ITGAL,
CDI la, LFA-1, ITGAM, CDI Ib, ITGAX, CDI Ic, ITGBI, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1,
ITGB7, NKG2D, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244,
2B4), CD84, CD96 (Tactil), CEACAM1, CRT AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55),
PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Lyl08), SLAM (SLAMF1,
CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76,
PAG/Cbp, CD19a, un ligando que se une especificamente con CD83, o cualquier

combinaciéon de los mismos.

[0105]-[0092] En wuna forma de realizacion preferida, el dominio
intracelular/citoplasmatico del CAR puede ser disefiado para comprender el dominio
CD3 zeta por si mismo o combinado con cualquier otro dominio o dominios
intracelulares deseados utiles en el contexto del CAR de la invencion. Por ejemplo,
el dominio intracelular del CAR puede comprender una porcion de cadena zeta CD3
y una porcion de una molécula de sefalizacion coestimuladora. Las secuencias de
sefalizacion intracelular dentro de la porcion de sefalizacién intracelular del CAR de

la invencion pueden estar enlazadas entre si en un orden aleatorio o especificado.

[0106]-[0093] En otra forma de realizacion preferida, el dominio intracelular
esta disefiado para comprender el dominio de activacion de CD3 zeta y un dominio
de senalizacion de CD28. En otra forma de realizacién, el dominio intracelular esta
disefiado para comprender el dominio de activaciéon de CD3 zeta y un dominio de
sefalizacion de 4-1BB. En otra forma de realizaciéon, el dominio intracelular en el
CAR esta disefiado para comprender una porcién de CD28 y CD3 zeta, en donde el
CD28 intracelular comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEC. ID.
NO: 7 y la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEC. ID. NO. 8. La secuencia
de acido nucleico CD3 zeta se expone en la SEC. ID. NO: 9, y la secuencia de

aminoacidos se expone en la SEC. ID. NO. 8.

[0107]-[0094] Se apreciara que una orientacién preferida de los CAR de
acuerdo con la invencion comprende una molécula de union al antigeno (tal como
scFv) en tdndem con un dominio extracelular y/o bisagra, un dominio coestimulador
y un dominio de activacién. Se apreciara ademas que se pueden utilizar multiples

dominios en tandem.

[0108]-[0095] En algunas formas de realizacion, se proporcionan acidos

nucleicos aislados que comprenden un promotor unido operativamente a un primer
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polinucledtido que codifica una molécula de unién al antigeno, al menos una
molécula coestimuladora y un dominio de activacién. En algunas formas de
realizacion, el constructo de acido nucleico esta contenido dentro de un vector viral.
En algunas formas de realizaciones, el vector viral se selecciona del grupo que
consiste en vectores retrovirales, vectores del virus de leucemia murina, vectores
SFG, vectores adenovirales, vectores lentivirales, vectores de virus adeno—
asociados (AAV), vectores de virus Herpes y vectores de virus vaccinia. En algunas

formas de realizacion, el acido nucleico esta contenido dentro de un plasmido.

[0109]-[0096] En algunas formas de realizacion, la célula inmune manipulada
es una célula T, linfocito infiltrante de tumor (TIL), célula NK, célula que expresa
TCR, célula dendritica, o célula NK-T. En algunas formas de realizacion, la célula se
obtiene o se prepara a partir de sangre periférica. En algunas formas de realizacion,
la célula se obtiene o se prepara a partir de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). En algunas formas de realizacion, la célula se obtiene o se
prepara a partir de la médula 6sea. En algunas formas de realizacion, la célula se
obtiene o se prepara a partir de sangre de cordén umbilical. En algunas formas de
realizacion, la célula es una célula humana. En algunas formas de realizacién, la
célula es transfectada o transducida por el vector de acido nucleico utilizando un
método seleccionado del grupo que consiste en electroporacion, sonoporacion,
biolistica (por ejemplo, Gene Gun), transfeccion de lipidos, transfeccién de polimero,

nanoparticulas o poliplexes.

[014140}-[0097] En algunas formas de realizacién, los receptores de antigeno
quiméricos se expresan en las células inmunitarias manipuladas que comprenden
los acidos nucleicos de la presente solicitud. Estos receptores de antigeno
quiméricos de la presente solicitud pueden comprender, en algunas formas de
realizacion, (i) una molécula de unién a antigeno (tal como un scFv), (ii) una region

transmembrana, y (iii) una molécula o region de activacion de células T.

[0441}-[0098] Debe entenderse ademas que siempre que se describan aqui
aspectos con el lenguaje "que comprende"”, también se proporcionan otros aspectos
analogos descritos en términos de "que consisten en" y/o "que consisten

esencialmente en".

[04421-[0099] Ademas, los términos "aproximadamente" o "que comprende
esencialmente de" se refieren a un valor o composicidén que esta dentro de un

intervalo de error aceptable para el valor o composicion particular determinado por
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un experto en la técnica, el cual dependera en parte de como se mide o determina el
valor o la composicion, es decir, las limitaciones del sistema de medicion. Por
ejemplo, "aproximadamente" o "que comprende esencialmente de" puede significar
dentro de 1 o mas de 1 desviacion estandar por la practica en la técnica.
Alternativamente, "aproximadamente" o "que comprende esencialmente de" puede
significar un intervalo de hasta 10% (es decir, + 10%). Por ejemplo,
aproximadamente 3 mg pueden incluir cualquier nUmero entre 2,7 mg y 3,3 mg (para
el 10%). Ademas, particularmente con respecto a sistemas o procesos bioldgicos,
los términos pueden significar hasta un orden de magnitud o hasta 5 veces de un
valor. Cuando se proporcionan valores 0 composiciones particulares en la solicitud y
reivindicaciones, a menos que se indique lo contrario, se supondra que el significado
de "aproximadamente" o "que comprende esencialmente de" esta dentro de un

intervalo de error aceptable para ese valor o composicion particular.

Moléculas de Unién al Antigeno
f0+13}-[0100] Las moléculas de unién al antigeno estan dentro del alcance de
la invencion. Una "molécula de unién al antigeno" como se usa en el presente
documento significa cualquier proteina que se une a un antigeno objetivo
especificado. En la presente solicitud, el antigeno objetivo especificado es la
proteina CLL-1 o su fragmento. Las moléculas de unién al antigeno incluyen, pero
no se limitan a, anticuerpos y partes de union de los mismos, tales como fragmentos
inmunoldégicamente funcionales. Los pepticuerpos (es decir, las moléculas de fusion
Fc que comprenden dominios de unidn a péptidos) son otro ejemplo de moléculas de

unién a antigeno adecuadas.

[04441-[0101] En ciertas formas de realizacion, la invencion se refiere a una

molécula de union al antigeno que comprende:

(@) una regién determinante de la complementariedad de la regién variable de
la cadena pesada (VH) (CDR) 1 que comprende la secuencia de
aminoacidos GX,X3X;XsXsX7XsXe (SEC. ID. NO: 134), en donde X, es G,
F,oY; X;esSoT;Xses|,F,oL; Xses S o T; Xgno esta presente o S; Xy

no esta presente o G; Xg no esta presente o Eo G;y XgesF,L,0Y;

(b) una regidn determinante de la complementariedad de la regién variable de
la cadena pesada (VH) (CDR) 2 que comprende la secuencia de
aminodacidos X X;X3X4XsXs (SEC. ID. NO: 135), en donde X;es D, H, S, o
Y; XoesH,P,0Y; X;esD,E,0S; X4esDoG; Xses Go S;y Xs no esta

presente de D o E;
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(c) una regién determinante de la complementariedad de la regioén variable de
la cadena pesada (VH) (CDR) 3, que comprende la secuencia de
aminodacidos X1 XoX3XgXsXsX7XeXoX10X11X12DY (SEC. ID. NO: 136), en
donde X;esEoL; X,esR,S,0V; XsesRoY; X,esC, G, 0S; X5 no esta
presente 0 G o I; Xg no esta presente o G; X; no esta presente o D; Xg no
esta presente o C; Xg no esta presente o W o Y; X;o no esta presente o P o

S; X41 no esta presenteo Go Y;y Xi,esFoR;

(d) una CDR1 de regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la
secuencia de aminoacidos X;ASQXsXgX;XgXgLX41 (SEC. ID. NO: 137), en
donde X;esQoR; XsesDoS; XgesloV; X;esNoS; XgesNoS; Xg
esF,L,oY;yXi1esNoT;

(e) wuna CDR2 de regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la
secuencia de aminoacidos X{ASX;XsXsX; (SEC. ID. NO: 138), en donde X;
esDoG;XsesN,S,0T; XsesLoR; XeesA,E,0K;yX;esSoT,;ylo

(f) una CDRS3 de regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la
secuencia de aminoacidos QQX3X4XsXsPXsT (SEC. ID. NO: 139), en donde
X;esSoY;XsesD,G,oY;XsesN,S,0T; XgesL, T,o0Y;yXgesFol.
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[04481-[0102] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a

polinucledtidos aislados que codifican una molécula de unién a antigeno que se une

especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de la molécula de union a
antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 17), CDR2 (SEC. ID. NO: 18), y la CDR3
(SEC. ID. NO: 19) y la cadena ligera de la molécula de union al antigeno comprende
CDR1 (SEC. ID. NO: 22), CDR2 (SEC. ID. NO: 23) y CDR3 (SEC. ID. NO: 24).

[01191-[0103] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a

polinucledtidos aislados que codifican una molécula de unién a antigeno que se une

especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de molécula de union a
antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 51), CDR2 (SEC. ID. NO: 52) y CDR3
(SEC. ID. NO: 53) y la cadena ligera de la molécula de unién al antigeno comprende
CDR1 (SEC. ID. NO: 56), CDR2 (SEC. ID. NO: 57) y CDR3 (SEC. ID. NO: 58).

[0120]-[0104] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a

polinucledtidos aislados que codifican una molécula de unién a antigeno que se une

especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de la molécula de union a
antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 73), CDR2 (SEC. ID. NO: 74) y CDR3
(SEC. ID. NO: 75) y la cadena ligera de la molécula de unién al antigeno comprende
CDR1 (SEC. ID. NO: 78), CDR2 (SEC. ID. NO: 79) y CDR3 (SEC. ID. NO: 80).
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[0421}-[0105] En otras formas de realizacion, la invencion se refiere a
polinucleodtidos aislados que codifican una molécula de unién a antigeno que se une
especificamente a CLL-1, en donde la cadena pesada de molécula de union a
antigeno comprende CDR1 (SEC. ID. NO: 95), CDR2 (SEC. ID. NO: 96), y la CDR3
(SEC. ID. NO: 97) y la cadena ligera de la molécula de unién al antigeno comprende
CDR1 (SEC. ID. NO: 100), CDR2 (SEC. ID. NO: 101) y CDR3 (SEC. ID. NO: 102).

[0122]-[0106] En ciertas formas de realizacion, la presente invencion se refiere
a un polinucledtido aislado que codifica una molécula de unién a antigeno anti—-CLL—
1 que compite de modo cruzado con uno o mas anticuerpos descritos en la presente
memoria o una molécula de union a antigeno de la misma codificada por el
polinucledtido. En una forma de realizacion, la invencion se dirige a polinucleétidos
aislados que codifican una molécula de unién a antigeno anti—-CLL—1 del mismo que
se une al mismo epitopo que una o mas de las moléculas de unién a antigeno

descritas en el presente documento.

[01423}-[0107] En algunas formas de realizacion, la molécula de unién al
antigeno se une a un antigeno en una célula tumoral. En algunas formas de
realizacion, la molécula de union al antigeno se une a un antigeno en una célula
implicada en una enfermedad hiperproliferativa o a un antigeno viral o bacteriano. En
formas de realizacién adicionales, la molécula de union al antigeno es un anticuerpo
de fragmento del mismo, incluyendo una o mas de las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) del mismo. En otras formas de realizacién, la molécula de

union al antigeno es un fragmento variable de cadena sencilla (scFv).

[0124]-[0108] La expresion "fragmento inmunolégicamente funcional" (o
"fragmento") de una molécula de unién al antigeno es una especie de molécula de
union al antigeno que comprende una porcion (independientemente de cémo se
obtiene o sintetiza esa parte) de un anticuerpo que carece de al menos algunos de
los aminoacidos presentes en una cadena de longitud completa pero que todavia es
capaz de unirse especificamente a un antigeno. Dichos fragmentos son
biolégicamente activos porque se unen al antigeno objetivo y pueden competir con
otras moléculas de union al antigeno, incluyendo anticuerpos intactos, para la unién
a un epitopo dado. En algunas formas de realizacion, los fragmentos son fragmentos
neutralizantes. En algunas formas de realizacién, los fragmentos pueden bloquear o
reducir la actividad de CLL-1. En un aspecto, dicho fragmento retendra al menos

una CDR presente en la cadena ligera o pesada de longitud completa, y en algunas
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formas de realizacion comprendera una sola cadena pesada y/o cadena ligera o
porcion de la misma. Estos fragmentos pueden producirse mediante técnicas de
ADN recombinante, o pueden producirse por escision enzimatica o quimica de

moléculas de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos intactos.

[04251-[0109] Los fragmentos de inmunoglobulina inmunolégicamente
funcionales incluyen, pero no se limitan a, fragmentos scFv, fragmentos Fab (Fab', F
(ab'), y similares), una o mas CDR, un diacuerpo (dominio variable de cadena
pesada en el mismo polipéptido como un dominio variable de cadena ligera,
conectado a través de un enlazador peptidico corto que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena), anticuerpos
de dominio y anticuerpos de cadena unica. Estos fragmentos se pueden derivar de
cualquier fuente de mamifero, incluyendo pero no limitdndose a humanos, ratones,
ratas, camélidos o conejos. Como apreciara un experto en la técnica, una molécula

de unidén al antigeno puede incluir componentes no proteicos.

fo126}-[0110] Las variantes de las moléculas de union al antigeno estan
también dentro del alcance de la invencion, por ejemplo, cadenas pesadas variables
y/o ligeras variables que tienen al menos 70-80%, 80—-85%, 85-90%, 90-95%, 95—
97%, 97-99%, o por encima de 99% de identidad con las secuencias de
aminoacidos de las secuencias descritas en el presente documento. En algunos
casos, tales moléculas incluyen al menos una cadena pesada y una cadena ligera,
mientras que en otros casos las formas variantes contienen dos cadenas ligeras
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas (0 sub—partes de las mismas). Un experto
en la técnica sera capaz de determinar variantes adecuadas de las moléculas de
union al antigeno como se expone en el presente documento utilizando técnicas bien
conocidas. En ciertas formas de realizacion, un experto en la técnica puede
identificar areas adecuadas de la molécula que pueden cambiarse sin destruir la

actividad dirigiendo regiones que no se cree que son importantes para la actividad.

[04271-[0111] En ciertas formas de realizacion, la estructura polipeptidica de
las moléculas de union al antigeno se basa en anticuerpos, incluyendo, pero sin
limitacién, anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos, minicuerpos,
anticuerpos de dominio, anticuerpos sintéticos (a veces denominados en este
documento "miméticos de anticuerpos"), anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, fusiones de anticuerpos (a veces referidos en

el presente documento como “conjugados de anticuerpos”) y fragmentos de los



37

mismos, respectivamente. En algunas formas de realizacién, la molécula de union al

antigeno comprende o consta de avimeros.

[o128}-[0112] En algunas formas de realizacion, una molécula de union a
antigeno a CLL—1 se administra como parte de un CAR, TCR u otra célula inmune.
En tales células inmunes, la molécula de unioén al antigeno a CLL-1 puede estar
bajo el control de la misma regién promotora, o un promotor separado. En ciertas
formas de realizacidn, los genes que codifican agentes proteicos y/o una molécula

de unidn a antigeno para CLL—1 pueden estar en vectores separados.

[04291-[0113] La invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas
que comprenden una molécula de unién a antigeno para CLL-1 junto con un
diluyente, portador, solubilizador, emulsionante, conservante y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable. En ciertas formas de realizacion, las composiciones
farmacéuticas incluiran mas de una molécula de unién a antigeno diferente a CLL-1.
En ciertas formas de realizacion, las composiciones farmacéuticas incluiran mas de
una molécula de unidén a antigeno para CLL-1 en donde las moléculas de unién a
antigeno para CLL-1 se unen a mas de un epitopo. En algunas formas de
realizacidn, las diversas moléculas de unidén a antigeno no competiran entre si para

unirse a CLL-1.

f61301-[0114] En otras formas de realizacion, la composicion farmacéutica
puede seleccionarse para administracidon parenteral, para inhalacion, o para
administraciéon a través del tracto digestivo, tal como por via oral. La preparacion de
tales composiciones farmacéuticamente aceptables esta dentro de la capacidad de
un experto en la técnica. En ciertas formas de realizacion, se usan buffers para
mantener la composicion a pH fisiolégico o a un pH ligeramente inferior, tipicamente
dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 8. En
ciertas formas de realizacion, cuando se contempla la administracién parenteral, una
composicion terapéutica puede estar en forma de una solucidon acuosa libre de
pirogenos, parenteralmente aceptable que comprende una molécula de union a
antigeno deseada para CLL-1, con o sin agentes terapéuticos adicionales, en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En ciertas formas de realizacién, un vehiculo
para inyeccion parenteral es agua destilada estéril en la cual una molécula de union
a antigeno para CLL-1, con o sin al menos un agente terapéutico adicional, se
formula como una solucién isoténica estéril, adecuadamente conservada. En ciertas
formas de realizacién, la preparacién puede implicar la formulacion de la molécula

deseada con compuestos poliméricos (tales como acido polilactico o acido
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poliglicdlico), perlas o liposomas que pueden proporcionar la liberacién controlada o
sostenida del producto que puede ser entonces suministrado a través de una
inyeccion depdésito. En ciertas formas de realizacion, se pueden utilizar dispositivos

de administracion de farmacos implantables para introducir la molécula deseada.

[04314}-[0115] En algunas formas de realizacion, la molécula de unién al
antigeno se utiliza como una herramienta de diagndstico o de validacion. La
molécula de unién al antigeno puede utilizarse para analizar la cantidad de CLL-1
presente en una muestra y/o sujeto. En algunas formas de realizacién, la molécula
de unién al antigeno de diagnéstico no es neutralizante. En algunas formas de
realizacidn, las moléculas de unién al antigeno descritas en el presente documento
se utilizan o proporcionan en un kit de ensayo y/o método para la detecciéon de CLL—
1 en tejidos o células de mamifero con el fin de detectar/diagnosticar una
enfermedad o trastorno asociado con cambios en los niveles de CLL-1. El kit puede
comprender una molécula de union a antigeno que se une a CLL-1, junto con
medios para indicar la union de la molécula de unién a antigeno con CLL-1, si esta

presente, y opcionalmente niveles de proteina de CLL-1.

[0432}-[0116] Las moléculas de unién al antigeno se entenderan mas en vista
de las definiciones y descripciones que siguen.

[o4331-[0117] Una region "Fc" comprende dos fragmentos de cadena pesada
que comprenden los dominios CH1 y CH2 de un anticuerpo. Los dos fragmentos de
cadena pesada se mantienen juntos por dos o mas enlaces disulfuro y por

interacciones hidrofobas de los dominios CH3.

[0434}1-[0118] Un "fragmento Fab" comprende una cadena ligera y el CH1 y
regiones variables de una cadena pesada. La cadena pesada de una molécula Fab
no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de cadena pesada. Un
“fragmento Fab™ comprende una cadena ligera y una porcién de una cadena pesada
qgue contiene el dominio VH y el dominio CH1 y también la region entre los dominios
CH1 y CH2, de manera que puede formarse un enlace disulfuro intercatenario entre
las dos cadenas pesadas de dos fragmentos Fab' para formar una molécula F(ab'),.
Un "fragmento F(ab'),” contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que
contienen una porcion de la region constante entre los dominios CH1 y CH2, de tal
manera que se forma un enlace disulfuro intercatenario entre las dos cadenas
pesadas. Un fragmento F(ab'), esta asi compuesto de dos fragmentos Fab' que se

mantienen unidos por un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas.
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[0435}-[0119] La "region FVv" comprende las regiones variables tanto de las

cadenas pesada como ligera, pero carece de las regiones constantes.

[0136}-[0120] "Fragmento variable de cadena sencilla" ("scFv", también
denominado "anticuerpo de cadena sencilla") se refiere a moléculas Fv en las que
las regiones variables de cadena pesada y ligera se han conectado por un enlazador
flexible para formar una unica cadena polipeptidica, que forma una region de unién
al antigeno. Véase la Solicitud PCT WO88/01649 y las Patentes de los Estados
Unidos N° 4.946.778 y 5.260.203, cuyas descripciones se incorporan como

referencia en su totalidad.

[01371-[0121] Una "molécula de unién al antigeno bivalente" comprende dos
sitios de union al antigeno. En algunos casos, los dos sitios de unién tienen las
mismas especificidades de antigeno. Las moléculas de unién al antigeno bivalente
pueden ser biespecificas. Una "molécula de unién al antigeno multiespecifica" es
una molécula que se dirige a mas de un antigeno o epitopo. Una molécula de union
a antigeno "biespecifica", "doble—especifica" o "bifuncional" es una molécula o
anticuerpo de union a antigeno hibrido, respectivamente, que tiene dos sitios de
union a antigeno diferentes. Los dos sitios de union de una molécula de union a
antigeno biespecifica se uniran a dos epitopos diferentes, los cuales pueden residir

en los mismos o diferentes objetivos de proteinas.

[04381-[0122] Se dice que una molécula de unién al antigeno "se une
especificamente" a su antigeno objetivo cuando la constante de disociacion (Kd) es
~ Ix10-7 M. La molécula de unién al antigeno se une especificamente al antigeno con
"alta afinidad" cuando la K4 es 1-5x102 M, y con "afinidad muy alta" cuando la K4 es
1-5x10-10 M. En una forma de realizacién, la molécula de unién al antigeno tiene
una Ky de 102 M. En una forma de realizacién, la velocidad de desconexion es
<1x1075. En otras formas de realizacién, las moléculas de unién al antigeno se
uniran a la CLL-1 humana con una Ky de entre aproximadamente 107 My 10-13 M,
y en incluso otra realizacion las moléculas de unién al antigeno se uniran con una Ky
1,0-5x10-10.

[0139}-[0123] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo o moléculas de
unién al antigeno de la presente invencion se unen especificamente a CLL-1 (por
ejemplo, hCLL-1). En ciertas formas de realizacion, un anticuerpo anti—-CLL-1 o

molécula de union a antigeno de la presente invencion se une a CLL—1 humana con
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una Kp menor de 1 x 108 M, menor de 1 x 107 M, menor de 1 x 108 M, o menor de
1 x 102 M. En una forma de realizaciéon particular, el anticuerpo anti-CLL-1 o
moléculas de unién al antigeno se une a CLL-1 humana con una Kp de menos de 1
x 10~7 M. En otra forma de realizacion, el anticuerpo anti-CLL—1 o las moléculas de
unién al antigeno se unen a CLL—1 humana con una Kp de menos de 1 x 108 M. El
algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti—-CLL-1 o moléculas de unién a
antigeno se unen a CLL-1 humana con una Kp de aproximadamente 1 x 10~ M,
aproximadamente 2 x 10~ M, aproximadamente 3 x 10~ M, aproximadamente 4 x
10 M, aproximadamente 5 x 107 M, aproximadamente 6 x 107 M,
aproximadamente 7 x 10~7 M, aproximadamente 8 x 10~7 M, aproximadamente 9 x
107 M, aproximadamente 1 x 108 M, aproximadamente 2 x 108 M,
aproximadamente 3 x 10-8 M, aproximadamente 4 x 10-8 M, aproximadamente 5 x
108 M, aproximadamente 6 x 108 M, aproximadamente 7 x 108 M,
aproximadamente 8 x 10-8 M, aproximadamente 9 x 10-8 M, aproximadamente 1 x
10° M, aproximadamente 2 x 10° M, aproximadamente 3 x 10° M,
aproximadamente 4 x 102 M, aproximadamente 5 x 102 M, aproximadamente 6 x
10° M, aproximadamente 7 x 10° M, aproximadamente 8 x 10° M,
aproximadamente 9 x 102 M, aproximadamente 1 x 10-19 M, o aproximadamente 5 x
10-10 M. En ciertas formas de realizacion, la Kp se calcula como el cociente de
Koi'Kon, ¥ Kon Y Kosf S€ determinan utilizando un anticuerpo monovalente, tal como un
fragmento Fab, como se mide, por ejemplo, con la tecnologia de resonancia de
plasmén de superficie BIAcore®. En otras formas de realizacion, la Kp se calcula
como el cociente de Keifkon, ¥ s€ determinan las ko, ¥ ko utilizando un anticuerpo
bivalente, tal como un fragmento Fab, como se mide, por ejemplo, mediante la

tecnologia de resonancia de plasmén de superficie BlAcore®.

[0140]1-[0124] En otras formas de realizacion, el anticuerpo anti-CLL-1 o
molécula de unién al antigeno se une a CLL—1-Fc humano con una Kp menor de 1 x
10-2M, menor de 3 x 10-° M, menor de 5 x 102 M, menor de 1 x 10~ M, menor de 3
x 10~ M, o menor de 5 x 10~ M. En otras formas de realizacion, el anticuerpo anti—
CLL—1 o las moléculas de unién al antigeno se unen a CLL—1-Fc cyno con una Kp
inferior a 1 x 10> M, inferior a 1 x 108 M, inferior a 1 x 107 M, inferiora 1 x 108 M,

inferiora 1 x 10° M, o inferior a 1 x 1010,

[01441]-[0125] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti—-CLL-1 o
molécula de union a antigeno se une a CLL—1 humana con una tasa de asociacion
(kon) de menos de 1 x 10 M-' s=', menos de 2 x 10 M-" s~', menos de 3 x 104 M-

s~ menosde 4 x 104 M-' s=!, menos de 5 x 104 M-' s=', menos de 6 x 10* M-1 s—1,
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menos de 7 x 10* M-" s~', menos de 8 x 10* M-' s~!, menos de 9 x 10* M- s,
menos de 1 x 105 M~" s', menos de 2 x 10® M-' s~', menos de 3 x 105 M-" s,
menos de 4 x 10 M-" s~1, menos de 5 x 10> M-' s=!, menos de 6 x 10> M-' s,
menos de 7 x 10° M-" s~', menos de 8 x 10> M-' s-!, menos de 9 x 105 M- s,
menos de 1 x 106 M- s~', menos de 2 x 108 M-' s~!, menos de 3 x 108 M- s,
menos de 4 x 108 M~' s=', menos de 5 x 10 M-' s=', menos de 6 x 108 M-" s,
menos de 7 x 108 M-' s=1, menos de 8 x 108 M-' s, menos de 9 x 108 M- s, o
menos de 1 x 107 M- s~'. En ciertas formas de realizacion, la ko, se determina
utilizando un anticuerpo monovalente, tal como un fragmento Fab, como se mide,
por ejemplo, con la tecnologia de resonancia de plasmoén de superficie BIAcore®. En
otras formas de realizacion, la ko, se determina utilizando un anticuerpo bivalente
como se mide, por ejemplo, con la tecnologia de resonancia de plasmoén de

superficie BIAcore®.

[014421-[0126] En algunas formas de realizacion, el anticuerpo anti—-CLL-1 o
molécula de union a antigeno se une a CLL—1 humana con una tasa de disociacion
(koff) de menos de 1 x 102 s~!, menos de 2 x 102 s~', menos de 3 x 102 s~!, menos
de 4 x 102 s7', menos de 5 x 102 s~', menos de 6 x 102 s~!, menos de 7 x 102 s,
menos de 8 x 102 s, menos de 9 x 102 s=', menos de 1 x 103 s~', menos de 2 x
103 s7', menos de 3 x 103 s~!, menos de 4 x 102 s~', menos de 5 x 10-3 s~1, menos
de 6 x 103 s7', menos de 7 x 10-3 s~', menos de 8 x 10-3 s~', menos de 9 x 10-3 s,
menos de 1 x 10~* s~', menos de 2 x 10~* s~', menos de 3 x 10 s~!, menos de 4 x
10~ s, menos de 5 x 104 s~!, menos de 6 x 10* s~!, menos de 7 x 10* s~', menos
de 8 x 10 s7', menos de 9 x 10 s~!, menos de 1 x 10# s™', o menos de 5 x 10 s~
' En ciertas formas de realizacion, la ks se determina utilizando un anticuerpo
monovalente, tal como un fragmento Fab, como se mide, por ejemplo, mediante la
tecnologia de resonancia de plasmon de superficie BIAcore®. En otras formas de
realizacidn, la ko se determina utilizando un anticuerpo bivalente segun se mide, por

ejemplo, mediante la tecnologia de resonancia de plasmon de superficie BIAcore®.

[014431-[0127] Se dice que una molécula de union al antigeno es "selectiva"
cuando se une a un objetivo mas fuertemente de lo que se une a un segundo

objetivo.

[0144]-]0128] El término “anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta
de cualquier isotipo, o un fragmento de la misma que puede competir con el
anticuerpo intacto para la unién especifica al antigeno objetivo, e incluye, por

ejemplo, anticuerpos quiméricos, humanizados, completamente humanos vy
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biespecificos. Un "anticuerpo” es una especie de una molécula de unién al antigeno
como se define en el presente documento. Un anticuerpo intacto comprendera
generalmente al menos dos cadenas pesadas de longitud completa y dos cadenas
ligeras de longitud completa, pero en algunos casos puede incluir menos cadenas
tales como anticuerpos que se producen naturalmente en camélidos que pueden
comprender solamente cadenas pesadas. Los anticuerpos pueden derivarse
unicamente de una unica fuente, o pueden ser quiméricos, es decir, diferentes
porciones del anticuerpo pueden derivarse a partir de dos anticuerpos diferentes
como se describe mas adelante. Las moléculas de union al antigeno, anticuerpos o
fragmentos de unién pueden producirse en hibridomas, mediante técnicas de ADN
recombinante, 0 mediante escisidon enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. A
menos que se indique lo contrario, el término “anticuerpo” incluye, ademas de
anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas de longitud completa y dos
cadenas ligeras de longitud completa, derivados, variantes, fragmentos y muteinas
de los mismos, ejemplos de los cuales se describen a continuacién. Ademas, a
menos que se excluyan explicitamente, los anticuerpos incluyen anticuerpos
monoclonales, anticuerpos biespecificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio,
anticuerpos sintéticos (a veces denominados en el presente documento "anticuerpos
miméticos"), anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
humanos, fusiones de anticuerpos (a veces denominados en el presente documento

"conjugados de anticuerpo") y fragmentos de los mismos, respectivamente.

[01445]1-[0129] Las regiones variables tipicamente exhiben la misma estructura
general de regiones de marco relativamente conservadas (FR) unidas por las 3
regiones hipervariables (es decir, "CDR"). Las CDR de las dos cadenas de cada par
estan tipicamente alineadas por las regiones de marco, que pueden permitir la unién
a un epitopo especifico. Desde N—terminal hasta C—terminal, tanto las regiones
variables de cadena ligera como las de cadena pesada comprenden tipicamente los
dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Por convencidn, las regiones
CDR en la cadena pesada se denominan tipicamente HC CDR1, CDR2 y CDRa3. Las
regiones CDR en la cadena ligera se denominan tipicamente LC CDR1, CDR2 y
CDR3. La asignacién de aminoacidos a cada dominio esta tipicamente de acuerdo

con las definiciones de Kabat, Chothia o la definicidon de AbM.

[014461-[0130] El término "numeracion de Kabat" y términos similares se
reconocen en la técnica y se refieren a un sistema de numeracion de residuos de
aminoacidos en las regiones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo,

0 una porcion de union a antigeno del mismo. En ciertos aspectos, las CDR de un



43

anticuerpo se pueden determinar de acuerdo con el sistema de numeracién de
Kabat (véase, por ejemplo, Kabat EA & Wu TT (1971) Ann NY Acad Sci 190: 382—
391 y Kabat EA et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91—
3242). Utilizando el sistema de numeraciéon de Kabat, las CDR dentro de una
molécula de cadena pesada de anticuerpo estan tipicamente presentes en las
posiciones de aminoacidos 31 a 35, que opcionalmente pueden incluir uno o dos
aminoacidos adicionales, después de 35 (referido en el esquema de numeracion
Kabat como 35A y 35B) (CDR1), posiciones de aminoacidos 50 a 65 (CDR2) y
posiciones de aminoacidos 95 a 102 (CDR3). Utilizando el sistema de numeracion
de Kabat, las CDR dentro de una molécula de cadena ligera de anticuerpo estan
tipicamente presentes en las posiciones de aminoacidos 24 a 34 (CDR1), posiciones
de aminoacidos 50 a 56 (CDR2) y posiciones de aminoacidos 89 a 97 (CDR3). En
una forma de realizacién especifica, las CDR de los anticuerpos descritos en el
presente documento se han determinado de acuerdo con el esquema de numeracion
de Kabat.

fo1471-[0131] En ciertos aspectos, las CDR de un anticuerpo se pueden
determinar de acuerdo con el esquema de numeracion de Chothia, que se refiere a
la localizacion de bucles estructurales de inmunoglobulina (véase, por ejemplo,
Chothia C & Lesk AM, (1987), J Mol Biol 196: 901-917; Al-Lazikani B et al., (1997) J
Mol Biol 273: 927-948; Chothia C et al., (1992) J Mol Biol 227: 799-817;
Tramontano A et al., (1990) J Mol Biol 215(1): 175-82; y Patente de los Estados
Unidos No. 7.709.226). Tipicamente, cuando se utiliza la convencion de numeracion
de Kabat, el bucle de Chothia CDR—-H1 esta presente en los aminoacidos de cadena
pesada 26 a 32, 33 o 34, el bucle de CDR-H2 de Chothia esta presente en los
aminoacidos de cadena pesada 52 a 56 y el bucle Chothia CDR-H3 esta presente
en los aminoacidos de cadena pesada 95 a 102, mientras que el bucle de Chothia
CDR-L1 esta presente en los aminoacidos de la cadena ligera 24 a 34, el bucle de
Chothia CDR-L2 esta presente en los aminoacidos de cadena ligera 50 a 56, y el
bucle de Chothia CDR-L3 esta presente en los aminoacidos de cadena ligera 89 a
97. El extremo del bucle de Chothia CDR-HI cuando se numeran utilizando la
convencion de numeracion de Kabat varia entre H32 y H34 dependiendo de la
longitud del bucle (esto se debe a que el esquema de numeracion de Kabat coloca
las inserciones en H35A y H35B, si no esta presente 35A o 35B, el bucle termina en
32, si solo esta presente 35A, el bucle termina en 33, si ambos 35A y 35B estan

presentes, el bucle termina en 34).
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[o148}-[0132] En una forma de realizacion especifica, las CDR de los
anticuerpos descritos en el presente documento se han determinado de acuerdo con

el esquema de numeracién de Chothia.

[01491-[0133] Estdn comunmente en uso varias definiciones de las CDR:
numeracion Kabat, numeracién Chothia, numeracién AbM o numeracién de contacto.
La definicion de AbM es un compromiso entre los dos utilizados por el software de
modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. La definicion de contacto se

basa en un analisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles.

Tabla 2: Numeracion de CDR

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
L1 L24—L34 L24—L34 L24—L34 L30—L36
L2 L50—L56 L50—L56 L50—L56 L46—L55
L3 L89—L97 L89—L97 L89—L97 L89—L96
H1 H31—H35B H26—H35B H26—H32..34 H30—H35B

(Numeracion

Kabat)

H1 H31—H35 H26—H35 H26—H32 H30—H35

(Numeracion

Chothia)
H2 H50—H65 H50—H58 H52—H56 H47—H58
H3 H95—H102 H95—H102 H95—H102 H93—H101
[0450]1-[0134] Tal como se utiliza en el presente documento, el término

"cadena pesada" cuando se utiliza en referencia a un anticuerpo puede referirse a
cualquier tipo distinto, por ejemplo, alfa (a), delta (), épsilon (¢), gamma (y) y mu
(M), basado en la secuencia de aminoacidos del dominio constante, que dan lugar a
clases de anticuerpos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente, incluyendo

subclases de IgG, por ejemplo, IgG;, 1gG,, 1gG; e IgG,.

[o4514}-[0135] Tal como se utiliza en el presente documento, el término
"cadena ligera" cuando se utiliza en referencia a un anticuerpo puede referirse a

cualquier tipo distinto, por ejemplo, kappa (k) o lambda (A) basado en la secuencia
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de aminoacidos de los dominios constantes. Las secuencias de aminoacidos de
cadena ligera son bien conocidas en la técnica. En formas de realizacidon

especificas, la cadena ligera es una cadena ligera humana.

[0152]-[0136] El término “region variable” o “dominio variable” se refiere a una
porcidn de las cadenas ligeras y/o pesadas de un anticuerpo, incluyendo tipicamente
aproximadamente 120 a 130 aminoacidos amino—terminales en la cadena pesada y
aproximadamente 100 a 110 aminoacidos amino—terminales en la cadena ligera. La
region variable de un anticuerpo determina tipicamente la especificidad de un

anticuerpo particular para su objetivo.

[01453}-[0137] La variabilidad no esta uniformemente distribuida a lo largo de
los dominios variables de anticuerpos o moléculas de unién al antigeno; se
concentra en sub—dominios de cada una de las regiones variables de cadena
pesada y ligera. Estos subdominios se denominan "regiones hipervariables" o
"regiones determinantes de complementariedad" (CDR) como se describe
adicionalmente en el presente documento. Las porciones mas conservadas (es
decir, no hipervariables) de los dominios variables se denominan regiones "marco"
(FRM o FR) y proporcionan un andamio para las seis CDR en un espacio
tridimensional para formar una superficie de union al antigeno. Los dominios
variables de las cadenas pesadas y ligeras de origen natural comprenden cada uno
cuatro regiones FRM (FR1, FR2, FR3 y FR4), que adoptan en gran medida una
configuracion de hoja B, conectada por tres regiones hipervariables, que forman
bucles que se conectan y en algunos casos forman parte de la estructura de la hoja
B. Las regiones hipervariables de cada cadena se mantienen unidas en estrecha
proximidad por la FRM vy, con las regiones hipervariables de la otra cadena,
contribuyen a la formacion del sitio de union al antigeno (véase Kabat et al., descrito

mas adelante en el presente documento.

[0154]-[0138] Tipicamente, las CDR forman una estructura de bucle que puede
clasificarse como una estructura candnica. El término "estructura canodnica" se
refiere a la conformacién de la cadena principal que es adoptada por los bucles de
union al antigeno (CDR). A partir de estudios estructurales comparativos, se ha
encontrado que cinco de los seis bucles de unién al antigeno tienen sélo un limitado
repertorio de conformaciones disponibles. Cada estructura candnica puede ser
caracterizada por los angulos de torsion de la cadena principal del polipéptido. Los
bucles correspondientes entre los anticuerpos pueden, por lo tanto, tener estructuras

tridimensionales muy similares, a pesar de la alta variabilidad de la secuencia de
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aminoacidos en la mayor parte de los bucles (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol., 1987,
196: 901; Chothia et al., Nature, 1989, 342: 877; Martin and Thornton, J. Mol. Biol,
1996, 263: 800). Ademas, existe una relacion entre la estructura de bucle adoptada y
las secuencias de aminoacidos que la rodean. La conformacion de una clase
canodnica particular esta determinada por la longitud del bucle y los residuos de
aminoacidos que residen en las posiciones clave dentro del bucle, asi como dentro
del marco conservado (es decir, fuera del bucle). Por lo tanto, la asignacion a una
clase candnica particular puede hacerse basandose en la presencia de estos restos

de aminoacidos clave.

[0455]}-[0139] El término ‘"estructura candnica" también puede incluir
consideraciones en cuanto a la secuencia lineal del anticuerpo, por ejemplo, tal
como se cataloga por Kabat (Kabat et al., en el presente documento). El esquema
de numeracién de Kabat (sistema) es un estandar ampliamente adoptado para
numerar los residuos de aminoacidos de un dominio variable de anticuerpo de una
manera consistente y es el esquema preferido aplicado en la presente invencion
como también se menciona en otra parte del presente documento. También se
pueden utilizar consideraciones estructurales adicionales para determinar la
estructura canonica de un anticuerpo. Por ejemplo, las diferencias no reflejadas
completamente por la numeracién de Kabat pueden ser descritas por el sistema de
numeraciéon de Chothia et al. y/o revelado por otras técnicas, por ejemplo,
cristalografia y modelado computacional bidimensional o tridimensional. Por
consiguiente, una secuencia de anticuerpo dada puede colocarse en una clase
canonica que permita, entre otras cosas, identificar secuencias de chasis apropiadas
(por ejemplo, basandose en el deseo de incluir una variedad de estructuras
canodnicas en una genoteca). La numeracion de Kabat de las secuencias de
aminoacidos del anticuerpo y las consideraciones estructurales descritas por Chothia
et al. (en el presente documento) y sus implicaciones para la interpretacion de
aspectos candnicos de la estructura del anticuerpo, se describen en la bibliografia.
Las estructuras de subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes
clases de inmunoglobulinas son bien conocidas en la técnica. Para una revision de
la estructura del anticuerpo, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, eds. Harlow et al., 1988.

[0156]-[0140] La CDR3 de la cadena ligera y, particularmente, la CDR3 de la
cadena pesada pueden constituir los determinantes mas importantes en la unién del
antigeno dentro de las regiones variables de la cadena ligera y pesada. En algunos

constructos de anticuerpos, la CDR3 de cadena pesada parece constituir el area
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principal de contacto entre el antigeno y el anticuerpo. Los esquemas de seleccion in
vitro en los que la CDR3 sola es variada se pueden utilizar para variar las
propiedades de unidén de un anticuerpo o determinar qué residuos contribuyen a la
union de un antigeno. Por lo tanto, CDR3 es tipicamente la fuente mas grande de
diversidad molecular dentro del sitio de unién a anticuerpos. H3, por ejemplo, puede

ser tan corto como dos residuos de aminoacidos o mayores de 26 aminoacidos.

[o1571-[0141] Como se usa en el presente documento, los términos “region
constante” y “dominio constante” son intercambiables y tienen un significado comun
en la técnica. La regién constante es una porcion de anticuerpo, por ejemplo, una
porcidn carboxilo terminal de una cadena ligera y/o pesada que no esta directamente
implicada en la unién de un anticuerpo al antigeno, pero que puede exhibir diversas
funciones efectoras, tales como la interacciéon con el receptor Fc. La regién
constante de una molécula de inmunoglobulina tiene generalmente una secuencia
de aminoacidos mas conservada con respecto a un dominio variable de

inmunoglobulina.

[0158}-[0142] "Afinidad de union" se refiere generalmente a la intensidad de la
suma total de interacciones no covalentes entre un unico sitio de union de una
molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compaifero de uniéon (por ejemplo, un
antigeno). A menos que se indique lo contrario, tal como se utiliza en el presente
documento, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de unién intrinseca que refleja
una interaccion 1: 1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y
antigeno). La afinidad de una molécula X para su compafiero Y puede representarse
generalmente por la constante de disociacién (Kp). La afinidad puede medirse y/o
expresarse de varias maneras conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse
a, constante de disociacion de equilibrio (Kp) y constante de asociacién de equilibrio
(Ka). La Kp se calcula a partir del cociente de kqs/kon, mientras que Ka se calcula a
partir del cociente de kqn/koft. Kon S€ refiere a la constante de velocidad de asociacién
de, por ejemplo, un anticuerpo a un antigeno, y K. se refiere a la disociacion de, por
ejemplo, un anticuerpo a un antigeno. Las Kon Y kot S€ pueden determinar por

técnicas conocidas por un experto en la materia, tales como BlAcore® o KinExA.

[0159}-[0143] El término "neutralizar" se refiere a una molécula de unién al
antigeno, scFv, o anticuerpo, respectivamente, que se une a un ligando y previene o
reduce el efecto biologico de ese ligando. Esto puede hacerse, por ejemplo,
bloqueando directamente un sitio de unién en el ligando o uniéndose al ligando y

alterando la capacidad del ligando de unirse a través de medios indirectos (tales
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como alteraciones estructurales o energéticas en el ligando). En algunas formas de
realizacion, el término también puede designar una molécula de union al antigeno

que impide a la proteina a la que esta unida a realizar una funcién biolégica.

[01601-[0144] El término "objetivo" o "antigeno" se refiere a una molécula o una
porcion de una molécula capaz de estar unida por una molécula de union al
antigeno. En ciertas formas de realizacion, un objetivo puede tener uno o mas

epitopos.

[0161]-[0145] El término "competir" cuando se utiliza en el contexto de
moléculas de unién a antigeno que compiten por el mismo epitopo significa
competencia entre moléculas de union a antigeno como se determina mediante un
ensayo en el que la molécula de uniéon a antigeno (por ejemplo, anticuerpo o
fragmento inmunolégicamente funcional del mismo) que se esta probando impide o
inhibe (por ejemplo, reduce) la union especifica de una molécula de unién a antigeno
de referencia a un antigeno. Numerosos tipos de ensayos de unidon competitiva se
pueden utilizar para determinar si molécula de unién a un antigeno compite con otra,
por ejemplo: radioinmunoensayo directo o indirecto en fase sélida (RIA),
inmunoensayo de enzima directo o indirecto en fase sélida (EIA), ensayo de
competicién sandwich (Stahli et al., 1983, Methods in Enzymology 9:242—-253); solid
phase direct biotin—avidin EIA (Kirkland et al., 1986, J. Immunol. 137:3614-3619),
ensayo de marcacion directa en fase solida, ensayo en sandwich marcado directo en
fase soélida (Harlow and Lane, 1988, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press); RIA de etiqueta directa en fase sélida usando marcador 1-125 (Morel
et al., 1988, Molec. Immunol., 25: 7 — 15); EIA de biotina — avidina directa en fase
sélida (Cheung, et al., 1990, Virology 176: 546 — 552); y RIA marcada directa
(Moldenhauer et al., 1990, Scand. J. Immunol., 32: 77 — 82).

[0162]-[0146] Tal como se utiliza en el presente documento, el término
“‘epitopo” se refiere a una region localizada de un antigeno al que un anticuerpo
puede unirse especificamente. Un epitopo puede ser, por ejemplo, aminoacidos
contiguos de un polipéptido (epitopo contiguo o lineal) o un epitopo puede, por
ejemplo, unirse a partir de dos o mas regiones no contiguas de un polipéptido o
polipéptidos (epitopo conformacional, no lineal, discontinuo, o no contiguo). En
ciertas formas de realizacion, el epitopo al que se une un anticuerpo se puede
determinar mediante, por ejemplo, espectroscopia de RMN, estudios de
cristalografia de difraccion de rayos X, ensayos de ELISA, intercambio de

hidrogeno/deuterio acoplado con espectrometria de masas (por ejemplo,
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cromatografia liquida espectrometria de masas por electropulverizacion), ensayos de
exploracion de oligo—péptidos basados en arreglo, y/o mapeo de mutagénesis (por
ejemplo, mapeo de mutagénesis dirigida al sitio). Para la cristalografia de rayos X, la
cristalizacién puede llevarse a cabo utilizando cualquiera de los métodos conocidos
en la técnica (por ejemplo, e.g., Giegé R. et al., (1994) Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr 50(Pt 4): 339-350; McPherson A (1990) Eur J Biochem 189: 1-23;
Chayen NE (1997) Structure 5: 1269-1274; McPherson A (1976) J Biol Chem 251:
6300-6303). Los cristales de anticuerpo: antigeno se pueden estudiar utilizando
técnicas de difraccion de rayos X bien conocidas y se pueden refinar utilizando
programas informaticos tales como X—PLOR (Yale University, 1992, distributed by
Molecular Simulations, Inc.; véase, por ejemplo Meth Enzymol (1985) volumenes 114
& 115, eds Wyckoff HW et al.,; U.S. 2004/0014194), y BUSTER (Bricogne G (1993)
Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 49(Pt 1): 37—60; Bricogne G (1997) Meth Enzymol
276A: 361-423, ed Carter CW; Roversi P et al., (2000) Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr 56(Pt 10): 1316-1323). Los estudios de mapeo de mutagénesis se
pueden llevar a cabo utilizando cualquier método conocido por un experto en la
técnica. Véase, por ejemplo, Champe M et al., (1995) J Biol Chem 270: 1388—1394
and Cunningham BC & Wells JA (1989) Science 244: 1081-1085 para una
descripcion de técnicas de mutagénesis, incluyendo técnicas de mutagénesis de

exploraciéon de alanina.

[o1631-[0147] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos
"etiqueta" o "marcado" se refiere a la incorporacion de un marcador detectable, por
ejemplo, mediante la incorporacion de un aminoacido radiomarcado o unidon a un
polipéptido de restos de biotina que puede detectarse mediante avidina marcada
(por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad
enzimatica que puede ser detectada por métodos opticos o colorimétricos). En
ciertas formas de realizacion, la etiqueta o marcador también pueden ser
terapéuticos. En la técnica se conocen varios métodos de etiquetado de polipéptidos

y glicoproteinas y se pueden utilizar.

METODOS DE TRATAMIENTO

[0164]1-[0148] Utilizando inmunoterapia adoptiva, las células T nativas pueden
ser (i) retiradas de un paciente, (ii) manipuladas genéticamente para expresar un
receptor de antigeno quimérico (CAR) que se une a al menos un antigeno tumoral
(iif) expandidas ex vivo en una mayor poblacion de células T manipuladas, y (iv)

reintroducidas en el paciente. Véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados
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Unidos N° 7.741.465 y 6.319.494, Eshhar et al. (Cancer Immunol, supra); Krause et
al. (supra); Finney et al. (supra). Después de reintroducir las células T manipuladas
en el paciente, median una respuesta inmune contra las células que expresan el
antigeno tumoral. Véase, por ejemplo, Krause et al., J. Exp. Med., Volumen 188, N°
4, 1998 (619 — 626). Esta respuesta inmune incluye la secrecion de IL-2 y otras
citoquinas por las células T, la expansion clonal de células T que reconocen el
antigeno tumoral y la muerte especifica mediada por células T de células objetivo
positivas. Véase Hombach et al., Journal of Immun. 167: 6123-6131 (2001).

[0465]-[0149] El término "linfocito", tal como se utiliza en el presente
documento, incluye células asesinas naturales (NK), células T o células B. Las
células NK son un tipo de linfocito citotoxico (células toxicas) que representan un
componente principal del sistema inmune inherente. Las células NK rechazan
tumores y células infectadas por virus. Funciona a través del proceso de apoptosis o0
muerte celular programada. Se les llamé "asesinas naturales" porque no requieren
activacion para matar células. Las células T desempefian un papel importante en la
inmunidad mediada por células (sin compromiso de anticuerpos). Sus receptores de
células T (TCR) se diferencian de otros tipos de linfocitos. El timo, un dérgano
especializado del sistema inmunoldgico, es el principal responsable de la
maduracion de las células T. Existen seis tipos de células T, a saber: células T
auxiliares (por ejemplo, células CD4+), células T citotoxicas (también conocidas
como CT, linfocitos T citotdéxicos, CTL, células T asesinas, células T citoliticas,
células T CD8+ o células T asesinas), células T de memoria ((i) células madre Tgcw,
como las células virgenes, son CD45RO-, CCR7+, CD45RA+, CD62L+ (L—
selectina), CD27+, CD28+ e IL-7Ra+, pero también expresan grandes cantidades de
CD95, IL-2RB, CXCR3 y LFA-1, y muestran numerosos atributos funcionales
distintivos de las células de memoria); (ii) células Ty de memoria central expresan
L-selectina y CCRY7, segregan IL-2, pero no IFNy o IL—4, y (iii) las células TEM de
memoria efectora, sin embargo, no expresan L—selectina o CCR7 pero producen
citoquinas efectoras como IFNy e IL-4), células T reguladoras (Treg, células T
supresoras o células T reguladoras CD4+ CD25+), células T asesinas naturales
(NKT) y células T Delta Gamma. Las células B, por otro lado, desempefian un papel
principal en la inmunidad humoral (con la participacién de anticuerpos). Produce
anticuerpos y antigenos y desempefia el papel de las células presentadoras de
antigeno (APC) y se convierte en células B de memoria tras la activacién por
interaccidon antigena. En los mamiferos, las células B inmaduras se forman en la

médula 6sea, de donde se deriva su nombre.
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[o166]-[0150] El término "manipulado genéticamente" o "manipulado” se refiere
a un método para modificar el genoma de una célula, incluyendo, pero sin limitarse
a, suprimir una regién codificante o no codificante o una porciéon de la misma o
insertar una region codificante o una porcion del mismo. En algunas formas de
realizacion, la célula que se modifica es un linfocito, por ejemplo, una célula T, que
puede obtenerse de un paciente o un donante. La célula puede modificarse para
expresar una construccidn exégena, tal como, por ejemplo, un receptor de antigeno
quimérico (CAR) o un receptor de células T (TCR), que se incorpora en el genoma

de la célula.

[04671-[0151] Una "respuesta inmune" se refiere a la accién de una célula del
sistema inmune (por ejemplo, linfocitos T, linfocitos B, células asesinas naturales
(NK), macréfagos, eosindfilos, mastocitos, células dendriticas y neutrofilos) y
macromoléculas solubles producidas por cualquiera de estas células o el higado
(incluyendo Abs, citoquinas y complemento) que resulta en la seleccién selectiva de
objetivo, union, dafo, destruccion y/o eliminacion del cuerpo de un vertebrado de
patdgenos invasores, células o tejidos infectados con agentes patégenos, células
cancerosas u otras células anormales o, en casos de autoinmunidad o inflamacion

patoldgica, células o tejidos humanos normales.

f61681-[0152] El término “inmunoterapia” se refiere al tratamiento de un sujeto
afectado o en riesgo de contraer o sufrir una recurrencia de una enfermedad por un
método que comprende inducir, potenciar, suprimir o modificar de otro modo una
respuesta inmune. Los ejemplos de inmunoterapia incluyen, pero no se limitan a,
terapias con células T. La terapia con células T puede incluir terapia con células T
adoptivas, inmunoterapia con linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), terapia celular
autdloga, terapia celular autéloga de ingenieria (eACT) y trasplante alogénico de
células T. Sin embargo, un experto en la técnica reconoceria que los métodos de
acondicionamiento descritos en el presente documento mejorarian la eficacia de
cualquier terapia de células T trasplantadas. Los ejemplos de terapias de células T
se describen en las Publicaciones de Patente de EE.UU. N° 2014/0154228 y
2002/0006409, Patente de Estados Unidos N° 5.728.388 y Publicacion Internacional
N° WO 2008/081035.

[0469]1-[0153] Las células T de la inmunoterapia pueden provenir de cualquier
fuente conocida en la técnica. Por ejemplo, las células T pueden diferenciarse in vitro
de una poblacion de células madre hematopoyéticas, o las células T pueden

obtenerse de un sujeto. Las células T pueden obtenerse a partir, por ejemplo, de
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células mononucleares de sangre periférica (PBMC), médula ésea, tejido de ganglio
linfatico, sangre de corddon umbilical, tejido de timo, tejido de un sitio de infeccion,
ascitis, derrame pleural, tejido esplénico y tumores. Ademas, las células T pueden
derivarse de una o mas lineas de células T disponibles en la técnica. Las células T
también pueden obtenerse a partir de una unidad de sangre recogida de un sujeto
usando cualquier numero de técnicas conocidas por el experto en la técnica, tales
como aféresis y/o separacion FICOLL™. Los métodos adicionales de aislamiento de
células T para una terapia con células T se describen en la Publicacion de Patente
de los Estados Unidos N° 2013/0287748, que se incorpora en el presente

documento como referencias en su totalidad.

fo1701-[0154] El término "terapia celular autdloga manipulada”, que puede
abreviarse como "eACT™" también conocida como transferencia de células
adoptivas, es un proceso mediante el cual las propias células T de un paciente son
recogidas y posteriormente alteradas genéticamente para reconocer y dirigir uno o
mas antigenos expresados en la superficie celular de una o mas células tumorales
especificas o malignidades. Las células T pueden ser manipuladas para expresar,
por ejemplo, receptores de antigeno quiméricos (CAR) o receptor de células T
(TCR). Las células T positivas (+) de CAR se manipulan para expresar un fragmento
variable de cadena unica extracelular (scFv) con especificidad para un antigeno de
tumor particular ligado a una parte de senalizacion intracelular que comprende al
menos un dominio coestimulador y al menos un dominio de activacion. EI dominio
coestimulador puede derivarse de (o corresponder a), por ejemplo, CD28, y el
dominio activante puede derivarse de (o corresponder a), por ejemplo, CD3-zeta. En
ciertas formas de realizacion, el CAR esta disefiado para tener dos, tres, cuatro, o

mas dominios coestimuladores.

[0474}-[0155] El término "autélogo" se refiere a cualquier material derivado del
mismo individuo al que sera posteriormente reintroducido. Por ejemplo, el método de
terapia celular autélogo modificado (eACT™) descrito en el presente documento
implica la recoleccién de linfocitos de un paciente, los cuales son manipulados para
expresar, por ejemplo, un constructo de CAR, y luego se administran de nuevo al

mismo paciente.

[04721-[0156] El término "alogénico" se refiere a cualquier material derivado de
un individuo que se introduce a continuacién a otro individuo de la misma especie,

por ejemplo, trasplante de células T alogénicas.
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[o4731-[0157] En algunos aspectos, la invencién por lo tanto comprende un
método para tratar o prevenir una afeccion asociada con niveles de CLL-1 no
deseados y/o elevados en un paciente, que comprende administrar a un paciente
que lo necesite una cantidad eficaz de al menos una molécula de union al antigeno

aislada, CAR, o TCR descritos en el presente documento.

[04741-[0158] Se proporcionan métodos para tratar enfermedades o trastornos,
incluyendo cancer. En algunas formas de realizacion, la invencion se refiere a la
creacion de una respuesta inmune mediada por células T en un sujeto, que
comprende administrar una cantidad eficaz de las células inmunes manipuladas de
la presente solicitud al sujeto. En algunas formas de realizacion, la respuesta inmune
mediada por células T se dirige contra una célula o células objetivo. En algunas
formas de realizacién, la célula inmune manipulada comprende un receptor de
antigeno quimérico (CAR), o un receptor de células T (TCR). En algunas formas de
realizacién, la célula objetivo es una célula tumoral. En algunos aspectos, la
invencion comprende un método para tratar o prevenir una neoplasia maligna,
comprendiendo dicho método administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad
eficaz de al menos una molécula de unién a antigeno aislada descrita en el presente
documento. En algunos aspectos, la invencion comprende un método para tratar o
prevenir una enfermedad maligna, comprendiendo dicho método administrar a un
sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de al menos una célula inmune, en donde
la célula inmune comprende al menos un receptor de antigeno quimérico, receptor
de células T, y/o molécula de unién a antigeno aislada tal como se describe en el

presente documento.

fo4751-[0159] En algunos aspectos, la invencion comprende una composicion
farmacéutica que comprende al menos una molécula de union al antigeno como se
describe en el presente documento y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En
algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica comprende ademas un

agente activo adicional.

[01476]-[0160] Las moléculas de union al antigeno, CAR, TCR, células
inmunitarias y similares de la invencidén se pueden utilizar para tratar enfermedades
mieloides que incluyen pero no se limitan a leucemia mieloide aguda (AML),
leucemia mielégena cronica (CML), leucemia mielomonocitica crénica (CMML),
leucemia mielomonocitica juvenil, leucemia mieloide cronica atipica, leucemia
promielocitica aguda (APL), leucemia monoblastica aguda, leucemia eritroide aguda,

leucemia megacarioblastica aguda, sindrome mielodisplasico (SMD), trastorno
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mieloproliferativo, neoplasia mieloide, sarcoma mieloide), Neoplasia de células
dendriticas plasmocitoides blasticas (BPDCN), o combinaciones de las mismas.
Otras enfermedades incluyen enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes tales
como artritis reumatoide, psoriasis, alergias, asma, enfermedad de Crohn, IBD, IBS,

fibromialgia, mastocitosis y enfermedad celiaca.

[0477}-[0161] Se apreciara que las dosis objetivo para las células de CAR*/
CAR-T*/ TCR* pueden variar desde 1x108 — 2x10'° células/kg, de modo preferente
2x108 células/kg, de modo mas preferente. Se apreciara que las dosis por encima y
por debajo de este intervalo pueden ser apropiadas para ciertos sujetos, y los
niveles de dosis apropiados pueden ser determinados por el proveedor de atencidn
médica segun sea necesario. Ademas, pueden proporcionarse dosis multiples de

células de acuerdo con la invencion.

[04781-[0162] También se proporcionan meétodos para reducir el tamafio de un
tumor en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una célula manipulada de la
presente invencién al sujeto, en donde la célula comprende un receptor de antigeno
quimérico, un receptor de células T o un receptor de antigeno quimérico basado en
receptor de células T que comprende una molécula de union a antigeno se une a un
antigeno en el tumor. En algunas formas de realizacion, el sujeto tiene un tumor
sélido, o una neoplasia maligna de la sangre tal como linfoma o leucemia. En
algunas formas de realizacién, la célula manipuladas se administra a un lecho de
tumor. En algunas formas de realizacién, el cancer esta presente en la médula 6sea
del sujeto. En algunas formas de realizacion, las células manipuladas son células T
autdlogas. En algunas formas de realizacién, las células manipuladas son células T
alogénicas. En algunas formas de realizacion, las células manipuladas son células T
heterélogas. En algunas formas de realizacidén, las células manipuladas de la
presente solicitud se transfectan o transducen in vivo. En otras formas de
realizacién, las células manipuladas se transfectan o transducen ex vivo. Como se
usa en el presente documento, el término "célula in vitro" se refiere a cualquier célula

que se cultive ex vivo. En particular, una célula in vitro puede incluir una célula T.

[014791-[0163] Los métodos pueden comprender ademas la administracion de
uno o mas agentes quimioterapéuticos. En ciertas formas de realizacién, el agente
quimioterapéutico es un  quimioterapéutico  productor de linfopenia
(precondicionamiento). Los regimenes de tratamiento de preacondicionamiento
beneficiosos, junto con biomarcadores beneficiosos correlativos, se describen en las
Solicitudes de Patentes Provisionales de Estados Unidos 62/262.143 y 62/167.750
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que se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad aqui.
Estos describen, por ejemplo, métodos para acondicionar a un paciente que necesita
una terapia de células T que comprende administrar al paciente dosis beneficiosas
especificadas de ciclofosfamida (entre 200 mg/m?/dia y 2000 mg/m?/dia) y dosis
especificadas de fludarabina (entre 20 mg/m?/dia y 900 mg/m?/dia). Un régimen de
dosis preferido implica tratar a un paciente que comprende administrar diariamente
al paciente aproximadamente 500 mg/m?/dia de ciclofosfamida y aproximadamente
60 mg/m?/dia de fludarabina durante tres dias antes de la administracion de una

cantidad terapéuticamente eficaz de células T manipuladas al paciente.

[0480]-[0164] En otras formas de realizacion, la molécula de unién a antigeno,
células transducidas (0 manipuladas de otra manera) (tales como CAR o TCR) y el
agente quimioterapéutico se administran cada una en una cantidad eficaz para tratar

la enfermedad o afeccion en el sujeto.

[01814]1-[0165] En ciertas formas de realizacion, las composiciones que
comprenden células efectoras inmunitarias que expresan CAR que se describen en
la presente invencién pueden administrarse conjuntamente con cualquier niumero de
agentes quimioterapéuticos. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen
agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN™); alquil
sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como
benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas
incluyendo altretamina, trietilenemelamina, trietilenfosforamida,
trietilenotiofosforamida y trimetilolomelamina; mostazas de nitrogeno tales como
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
clorhidrato de o6xido de mecloramina, melfalan, novembicina, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibiéticos tales como
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina,
caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas,
dactinomicina, daunorrubicina, detorubicina, 6—diazo—5—oxo—-L—norleucina,
doxorrubicina, epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcellomicina, mitomicinas,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina,
puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-
fluoruracilo (5—FU); analogos de acido félico tales como denopterina, metotrexato,
pteropterina, trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-

mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina,
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azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina, 5—-FU; andrégenos tales como calusterona, propionato de
dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti—suprarrenales tales
como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecimiento de acido fdlico tal
como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico;
amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina;
diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea;
lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; pirarubicina; acido podofilinico; 2—etilhidrazida; procarbazina;
PSK®; razoxano; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazoénico; triaziquona; 2, 2',2"—
triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacytosina; arabinosido ("Ara—C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, p. paclitaxel (TAXOL™, Bristol-Myers Squibb) y doxetaxel (TAXOTERE®,
Rhone—Poulenc Rorer); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina;
platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina;
vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina; aminopterina; xeloda;
ibandronato; CPT—11; inhibidor de la topoisomerasa RFS2000; difluorometilomitina
(DMFO); derivados de acido retinoico tales como Targretin™ (bexaroteno),
Panretin™,  (alitretinoina); ONTAK™ (denileukin  diftitox); esperamicinas;
capecitabina; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los anteriores. También se incluyen en esta definicion los agentes anti
hormonales que actuan para regular o inhibir la accion hormonal en tumores tales
como anti-estrégenos que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)—
imidazoles inhibidores de la aromatasa, 4—hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno,
LY117018, onapristona y toremifeno (Fareston); y antiandrogenos tales como
flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y sales, acidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. Las
combinaciones de agentes quimioterapéuticos también se administran cuando es
apropiado, incluyendo, pero sin limitarse a CHOP, es decir, ciclofosfamida
(Cytoxan®), Doxorrubicina (hidroxdoxorrubicina), Vincristina (Oncovin®) vy

Prednisona.

[0182]-[0166] En algunas formas de realizacion, el agente quimioterapéutico
se administra al mismo tiempo o dentro de una semana después de la
administraciéon de la célula, polipéptido o acido nucleico manipulados. En otras
formas de realizacion, el agente quimioterapéutico se administra de 1 a 4 semanas o

de 1 semana a 1 mes, 1 semana a 2 meses, 1 semana a 3 meses, 1 semana a 6



57

meses, 1 semana a 9 meses, 0 1 semana a 12 meses después de la administraciéon
de la célula, polipéptido o acido nucleico manipulados. En otras formas de
realizacidon, el agente quimioterapéutico se administra al menos 1 mes antes de
administrar la célula, polipéptido o acido nucleico. En algunas formas de realizacion,
los métodos comprenden ademas administrar dos o0 mas agentes

quimioterapéuticos.

[0183}-[0167] Se puede utilizar una variedad de agentes terapéuticos
adicionales en conjuncidn con las composiciones descritas en el presente
documento. Por ejemplo, agentes terapéuticos adicionales potencialmente utiles
incluyen inhibidores de PD-1 tales como nivolumab (Opdivo®), pembrolizumab

(Keytruda®), pembrolizumab, pidilizumab y atezolizumab.

[0184]-[0168] Otros agentes terapéuticos adecuados para uso en combinacion
con la invencion incluyen, pero sin limitacion, ibrutinib (Imbruvica®), ofatumumab
(Arzerra®), rituximab (Rituxan®), bevacizumab (Avastin®), trastuzumab
(Herceptin®), trastuzumab emtansina (KADCYLA®), imatinib (Gleevec®), cetuximab
(Erbitux®), panitumumab (Vectibix®), catumaxomab, ibritumomab, ofatumumab,
tositumomab, brentuximab, alemtuzumab, gemtuzumab, erlotinib, gefitinib,
vandetanib, afatinib, lapatinib, Nuratinib, axitinib, masitinib, pazopanib, sunitinib,
sorafenib, toceranib, lestaurtinib, axitinib, cediranib, lenvatinib, nintedanib,
pazopanib, regorafenib, semaxanib, sorafenib, sunitinib, tivozanib, toceranib,
vandetanib, entrectinib, cabozantinib, imatinib, dasatinib, nilotinib, ponatinib,
radotinib, bosutinib, lestaurtinib, ruxolitinib, pacritinib, cobimetinib, selumetinib,
trametinib, binimetinib, alectinib, ceritinib, crizotinib, aflibercept, adipotido,
denileucina diftitox, inhibidores mTOR tales como Everolimus y Temsirolimus,
inhibidores de hedgehog tales como sonidegib y vismodegib, inhibidores de CDK

tales como inhibidor de CDK (palbociclib).

[0185}-[0169] En formas de realizacién adicionales, la composicion que
comprende un sistema inmune que contiene CAR se puede administrar con un
agente antiinflamatorio. Los agentes antiinflamatorios o farmacos incluyen, pero no
se limitan a, esteroides y glucocorticoides (incluyendo betametasona, budesonida,
dexametasona, acetato de hidrocortisona, hidrocortisona, hidrocortisona,
metilprednisolona, prednisolona, prednisona, triamcinolona), farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) incluyendo aspirina, ibuprofeno, naproxeno,
metotrexato, sulfasalazina, leflunomida, medicamentos anti—-TNF, ciclofosfamida y

micofenolato. Los ejemplos de AINE incluyen ibuprofeno, naproxeno, naproxeno
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sédico, inhibidores de Cox-2 y sialilatos. Los ejemplos de analgésicos incluyen
acetaminofeno, oxicodona, tramadol de hidrocloruro de propoxifeno. Los ejemplos
de glucocorticoides  incluyen  cortisona, dexametasona, hidrocortisona,
metilprednisolona, prednisolona o prednisona. Los ejemplos de modificadores de
respuesta bioldgica incluyen moléculas dirigidas contra marcadores de superficie
celular (por ejemplo, CD4, CD5, etc.), inhibidores de citoquinas, tales como
antagonistas de TNF (por ejemplo, etanercept (ENBREL®), adalimumab (HUMIRA®)
e infliximab (REMICADE®), inhibidores de quimioquinas e inhibidores de moléculas
de adhesion. Los modificadores de respuesta bioldgica incluyen anticuerpos
monoclonales asi como formas recombinantes de moléculas. Los DMARD
ejemplares incluyen azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina, metotrexato,
penicilamina, leflunomida, sulfasalazina, hidroxicloroquina, oro (auranofina) e

Intramuscular) y minociclina.

[04861-[0170] En ciertas formas de realizacién, las composiciones descritas en
el presente documento se administran conjuntamente con una citoquina. La
"citoquina", como se usa en el presente documento, se refiere a proteinas liberadas
por una poblacion de células que actuan sobre otra célula como mediadores
intercelulares. Los ejemplos de citoquinas son linfoquinas, monocinas y hormonas
polipeptidicas tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen las hormonas de
crecimiento tales como la hormona de crecimiento humano, la hormona de
crecimiento humano N-metionilo y la hormona de crecimiento bovino; hormona
paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina;, prorelaxina; hormonas
glicoproteicas tales como la hormona foliculo estimulante (FSH), la hormona
estimulante del tiroides (TSH) y la hormona luteinizante (LH); factor de crecimiento
hepatico (HGF); factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); prolactina; lactégeno
placentario; sustancia inhibidora de mulleriana; péptido asociado a la gonadotropina
de ratén; inhibina; activina; factor de crecimiento vascular endotelial; integrina;
trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso (NGF) tales como NGF-
beta; factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento transformantes (TGF)
tales como TGF-alfa y TGF-beta; factor de crecimiento tipo insulina—l y -lI;
eritropoyetina (EPO); factores osteoinductivos; interferones tales como interferén—
alfa, beta y —gamma; factores estimulantes de colonias (CSF) tales como CSF de
macrofago (M—CSF); granulocito—macroéfago—CSF (GM—CSF); y CSL de granulocito
(G-CSF); IL-1, IL—1alfa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11,
IL-12; IL-15, un factor de necrosis tumoral tal como TNF-alfa o TNF—beta; y otros
factores polipeptidicos incluyendo LIF y ligando kit (KL). Como se usa en el presente

documento, el término citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivo
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celular recombinante, y equivalentes biolégicamente activos de las citoquinas de

secuencia nativa.

[o1871-[0171] En algunos aspectos, la invencién comprende una molécula de
union al antigeno que se une a CLL—1 con una Ky que es menor que 100 pM. En
algunas formas de realizacién, la molécula de unién al antigeno se une con una Ky
que es menor que 10 pM. En otras formas de realizacion, la molécula de unién al

antigeno se une con una Ky que es menor que 5 pM.

Métodos de Elaboracion
[04881-[0172] Se puede utilizar una variedad de técnicas conocidas para
fabricar los polinucleétidos, polipéptidos, vectores, moléculas de union al antigeno,

células inmunitarias, composiciones y similares de acuerdo con la invencién.

[04891-[0173] Antes de la manipulacion in vitro o modificacion genética de las
células inmunes descritas en el presente documento, las células pueden obtenerse
de un sujeto. En algunas formas de realizacion, las células inmunitarias comprenden
células T. Las células T pueden obtenerse de varias fuentes, incluyendo células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), médula 6sea, tejido de ganglios
linfaticos, sangre de cordon umbilical, tejido de timo, tejido de un sitio de infeccion,
ascitis, derrame pleural, tejido de bazo y tumores . En ciertas formas de realizacion,
las células T pueden obtenerse a partir de una unidad de sangre recogida del sujeto
utilizando cualquier numero de técnicas conocidas por el experto en la materia, tales
como separacion FICOLLTM. De modo preferente, las células pueden obtenerse a
partir de la sangre circulante de un individuo mediante aféresis. El producto de
aféresis contiene tipicamente linfocitos, incluyendo células T, monocitos,
granulocitos, células B, otros globulos blancos nucleados, globulos rojos y plaquetas.
En ciertas formas de realizacion, las células recogidas por aféresis se pueden lavar
para eliminar la fraccion de plasma y se colocan en un buffer o medio apropiado
para su posterior procesamiento. Las células pueden lavarse con PBS. Como se
apreciara, se puede usar una etapa de lavado, tal como utilizando una centrifuga de
flujo semiautomatico — por ejemplo, el procesador de células Cobe™ 2991, el Baxter
CytoMate™, o similares. Después del lavado, las células pueden resuspenderse en
una diversidad de buffers biocompatibles, u otra solucién salina con o sin buffer. En
ciertas formas de realizacién, los componentes no deseados de la muestra de

aféresis se pueden eliminar.
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[0190}-[0174] En ciertas formas de realizacion, se aislan células T de PBMC
por lisis de los glébulos rojos y agotamiento de los monocitos, por ejemplo, utilizando
centrifugacion a través de un gradiente de PERCOLL™. Una subpoblacién
especifica de células T, como las células T CD28*, CD4*, CD8*, CD45RA" y
CD45RO* puede aislarse adicionalmente mediante técnicas de seleccion positivas o
negativas conocidas en la técnica. Por ejemplo, el enriquecimiento de una poblacién
de células T mediante seleccion negativa puede lograrse con una combinacion de
anticuerpos dirigidos a marcadores de superficie uUnicos para las células
seleccionadas negativamente. Un método para uso en el presente documento es la
clasificacion y/o seleccion de células mediante inmunoadherencia magnética
negativa o citometria de flujo que utiliza un coctel de anticuerpos monoclonales
dirigidos a marcadores de superficie celular presentes en las células seleccionadas
negativamente. Por ejemplo, para enriquecer las células CD4* mediante seleccion
negativa, un céctel de anticuerpo monoclonal incluye tipicamente anticuerpos para
CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR y CD8. La citometria de flujo y la clasificacion
celular se pueden utilizar también para aislar poblaciones de células de interés para

Su uso en la presente invencion.

[0491}-[0175] Las PBMC se pueden utilizar directamente para la modificaciéon
genética con las células inmunitarias (tales como CAR o TCR) utilizando métodos
como se describen en el presente documento. En ciertas formas de realizacion,
después de aislar PBMC, los linfocitos T pueden aislarse adicionalmente y tanto los
linfocitos T citotdxicos como los linfocitos T auxiliares pueden clasificarse en
subpoblaciones de células T naive, de memoria y efectoras antes o después de la

modificacion genética y/o expansion.

[0192]-[0176] En algunas formas de realizacién, las células CD8* se clasifican
adicionalmente en células naive, de memoria central y efectoras mediante la
identificacion de antigenos de superficie celular que estan asociados con cada uno
de estos tipos de células CD8*. En algunas formas de realizacién, la expresion de
marcadores fenotipicos de células T de memoria central incluye CD45R0O, CD62L,
CCRY7, CD28, CD3 y CD127 y son negativas para la granzima B. En algunas formas
de realizacién, las células T de memoria central son células T CD45R0O*, CD62L",
CD8*. En algunas formas de realizacion, las células T efectoras son negativas para
CD62L, CCR7, CD28 y CD127, y positivas para granzima B y perforina. En ciertas
formas de realizacion, las células T CD4* se clasifican ademas en subpoblaciones.

Por ejemplo, las células T auxiliares CD4* se pueden clasificar en células naive, de
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memoria central, y efectoras identificando poblaciones de células que tienen

antigenos de superficie celular.

[0193}-[0177] Las células inmunes, tales como células T, pueden modificarse
genéticamente después del aislamiento utilizando métodos conocidos, o las células
inmunitarias pueden activarse y expandirse (o diferenciarse en el caso de
progenitores) in vitro antes de ser modificadas genéticamente. En otra forma de
realizacion, las células inmunitarias, tales como las células T, se modifican
genéticamente con los receptores de antigeno quiméricos descritos en el presente
documento (por ejemplo, se transducen con un vector viral que comprende una o
mas secuencias de nucleétidos que codifican un CAR) y luego se activan y/o
expanden in vitro. Los métodos para activar y expandir las células T son conocidos
en la técnica y se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N°
6.905.874; Patente de los Estados Unidos N° 6.867.041; Patente de los Estados
Unidos N° 6.797.514; y PCT WO02012/079000, cuyo contenido se incorpora en la
presente en su totalidad como referencia. Generalmente, tales métodos incluyen
poner en contacto PBMC o células T aisladas con una molécula estimuladora y una
molécula coestimuladora, tales como anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28,
generalmente unidos a una perla u otra superficie, en un medio de cultivo con
citoquinas apropiadas, tales como IL-2. Los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
unidos a la misma perla sirven como una célula presentadora de antigeno "sustituto"
(APC). Un ejemplo es el sistema Dynabeads®, un sistema activador/estimulador
CD3/CD28 para la activacion fisiologica de células T humanas. En otras formas de
realizacion, las células T pueden activarse y estimularse para proliferar con células
alimentadoras y anticuerpos y citoquinas apropiados utilizando métodos tales como
los descritos en la Patente de los Estados Unidos N° 6.040.177; Patente de los
Estados Unidos N° 5.827.642; y W0O2012129514, cuyos contenidos se incorporan en

el presente documento como referencia en su totalidad.

[0194}-[0178] Ciertos métodos para fabricar los constructos y las células
inmunitarias manipuladas de acuerdo con la invencion se describen en la solicitud
PCT PCT/US15/14520, cuyos contenidos se incorporan en el presente documento
como referencia en su totalidad. Métodos adicionales de fabricacion de los
constructos y células se pueden encontrar en la Solicitud de Patente Provisional de
los Estados Unidos N° 62/244036 cuyo contenido se incorpora por la presente como

referencia en su totalidad.
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[0195}-[0179] Se apreciara que las PBMC pueden incluir ademas otros
linfocitos citotdxicos tales como células NK o células NKT. Un vector de expresion
que lleva la secuencia codificante de un receptor quimérico como se describe en el
presente documento puede introducirse en una poblacién de células T donantes
humanas, células NK o células NKT. Las células T transducidas con éxito que llevan
el vector de expresion pueden clasificarse utilizando citometria de flujo para aislar
células T positivas para CD3 y luego propagarse adicionalmente para aumentar el
numero de estas células T que expresan CAR ademas de la activacién celular
utilizando anticuerpos anti-CD3 e IL-2 u otros métodos conocidos en la técnica
como se describe en otra parte del presente documento. Se utilizan procedimientos
estandar para la crioconservacion de células T que expresan el CAR para su
almacenamiento y/o preparacion para su uso en un sujeto humano. En una forma de
realizacion, la transduccidn, cultivo y/o expansién in vitro de células T se llevan a
cabo en ausencia de productos derivados de animales no humanos tales como

suero fetal de ternero y suero fetal bovino.

[0196]-[0180] Para la clonacién de polinucledtidos, el vector puede introducirse
en una célula huésped (una célula huésped aislada) para permitir la replicacion del
propio vector y, de este modo, amplificar las copias del polinucleétido contenido en
el mismo. Los vectores de clonacion pueden contener componentes de secuencia
incluyen generalmente, sin limitacion, un origen de replicacion, secuencias
promotoras, secuencias de iniciacion de transcripcidén, secuencias potenciadoras y
marcadores seleccionables. Estos elementos se pueden seleccionar segun sea
apropiado por una persona con conocimientos ordinarios en la técnica. Por ejemplo,
el origen de replicacion puede seleccionarse para promover la replicacion autonoma

del vector en la célula huésped.

[01497}-[0181] En ciertas formas de realizacion, la presente descripcion
proporciona células huésped aisladas que contienen el vector proporcionado en el
presente documento. Las células huésped que contienen el vector pueden ser utiles
en la expresion o clonacion del polinucledtido contenido en el vector. Las células
huésped adecuadas pueden incluir, sin limitacidn, células procaridticas, células
fungicas, células de levadura, o células eucariotas superiores tales como células de
mamifero. Las células procariotas adecuadas para este propdsito incluyen, sin
limitacion, eubacterias, tales como organismos Gram—negativos o Gram—positivos,
por ejemplo Enterobactehaceae tales como Escherichia, por ejemplo E. coli,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Salmonella typhimurium,

Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans y Shigella, asi como Bacillos tales como



63

B. subtilis y B. licheniformis, Pseudomonas tales como P. aeruginosa vy

Streptomyces.

[0198]-[0182] El vector puede introducirse en la célula huésped utilizando
cualquier método adecuado conocido en la técnica, incluyendo, sin limitacion, el
suministro mediado por DEAE—dextrano, el método de precipitado de fosfato calcico,
la administracion mediada por lipidos catidnicos, la transfeccion mediada por
liposomas, la electroporacion, el bombardeo con microproyectiles, la administracion
de genes mediada por receptores, la administracion mediada por polilisina, histona,
quitosano y péptidos. Los métodos estandar para la transfeccion y transformacion de
células para la expresion de un vector de interés son bien conocidos en la técnica.
En una forma de realizacién adicional, se puede utilizar una mezcla de diferentes
vectores de expresidon para modificar genéticamente una poblacion donante de
células efectoras inmunitarias en las que cada vector codifica un CAR diferente
segun se describe en el presente documento. Las células efectoras inmunitarias
transducidas resultantes forman una poblacion mixta de células manipuladas, con

una proporcién de las células manipuladas que expresan mas de un CAR diferente.

[0499]1-[0183] En una forma de realizacion, la invencion proporciona un método
para almacenar células genéticamente manipuladas que expresan CAR o TCR que
se dirigen a una proteina CLL-1. Esto implica la crioconservacion de las células
inmunitarias de tal manera que las células permanezcan viables tras la
descongelacion. Una fraccidon de las células inmunitarias que expresan los CAR
puede ser crioconservada por métodos conocidos en la técnica para proporcionar
una fuente permanente de tales células para el tratamiento futuro de pacientes
afligidos con una malignidad. Cuando es necesario, las células inmunoldgicas
transformadas crioconservadas pueden descongelarse, crecer y expandirse para

obtener mas células de este tipo.

[0200]1-[0184] Tal como se utiliza en el presente documento, "criopreservar” se
refiere a la conservacion de células por enfriamiento a temperaturas bajo cero, tales
como (tipicamente) 77 Kelvin 0 —196°C (el punto de ebullicién del nitrégeno liquido).
A menudo se utilizan agentes crioprotectores a temperaturas inferiores a cero para
evitar que las células se preserven de los dafnos debidos a la congelacién a bajas
temperaturas o al calentamiento a temperatura ambiente. Los agentes
criopreservadores y las velocidades 6ptimas de enfriamiento pueden proteger contra
lesiones celulares. Los agentes crioprotectores que se pueden utilizar de acuerdo

con la invencion incluyen, pero no se limitan a, dimetilsulféxido (DMSO) (Lovelock &
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Bishop, Nature (1959); 183: 1394-1395; Ashwood—Smith, Nature (1961); 190: 1204—
1205), glicerol, polivinilpirrolidina (Rinfret, Ann. N.Y. Acad. Sci. (1960); 85: 576), y
polietilenglicol (Sloviter & Ravdin, Nature (1962); 196: 48). La velocidad de

enfriamiento preferida es de 1°-3°C/minuto.

[0201]-[0185] El término "sustancialmente puro" se utiliza para indicar que un
componente dado esta presente a un nivel alto. EI componente es deseablemente el
componente predominante presente en una composicion. Preferentemente, esta
presente en un nivel de mas de 30%, de mas del 50%, de mas del 75%, de mas del
90%, o incluso de mas del 95%, estando dicho nivel determinado sobre una base de
peso seco/peso seco con respecto a la composicion total considerada. A niveles muy
elevados (por ejemplo, a niveles de mas del 90%, de mas del 95% o mas del 99%),
el componente puede considerarse en “forma pura”. Las sustancias biolégicamente
activas de la presente invencion (CAR, TCR, polipéptidos aislados, moléculas de
acido nucleico aisladas, moléculas de unién a antigenos, restos) se pueden
proporcionar en una forma que esta sustancialmente libore de uno o mas
contaminantes con los que la sustancia podria estar asociada de otro modo. Cuando
una composicion esta sustancialmente libre de un contaminante dado, el
contaminante estara a un nivel bajo (por ejemplo, a un nivel de menos de 10%,
menos de 5%, o menos de 1% sobre la base de peso seco/peso seco que se

establecid anteriormente).

[0202]-[0186] En algunas formas de realizacién, las células se formulan
cosechandolas primero de su medio de cultivo y luego lavando y concentrando las
células en un sistema de medio y contenedor adecuado para la administracién (un
portador "farmacéuticamente aceptable") en una cantidad efectiva para el
tratamiento. Los medios de infusidon adecuados pueden ser cualquier formulacion de
medio isotdnico, tipicamente solucion salina normal, Normosol™ R (Abbott) o
Plasma-Lyte™ A (Baxter), pero también 5% de dextrosa en agua o lactato de
Ringer. EI medio de infusibn puede complementarse con albumina de suero

humana.

[0203}-[0187] Las cantidades de tratamiento deseadas de las células en la
composicién son generalmente al menos 2 células (por ejemplo, al menos 1 célula T
de memoria central CD8* y al menos 1 subconjunto de células T auxiliares CD4*) o
es mas tipicamente mayor que 102 células y hasta 108, hasta e incluyendo 108 o 10°
células y puede ser mas de 10" células. El nimero de células dependera del uso

deseado para el que se pretende la composicion y del tipo de células incluidas en el
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mismo. La densidad de las células deseadas es tipicamente superior a 109
células/ml y generalmente es superior a 107 células/ml, generalmente 108 células/ml
o mayor. El numero clinicamente relevante de células inmunitarias puede distribuirse
en infusiones multiples que acumulan igual o exceden las células 105, 106, 107, 108,
10°, 107°, 10", o 10"2. En algunos aspectos de la presente invencion, en particular
porque todas las células infundidas seran redirigidas a un antigeno objetivo
particular (CLL—1), pueden administrarse numeros mas bajos de células, en el
intervalo de 108/kilogramo (10% — 10" por paciente). Los tratamientos CAR pueden
administrarse varias veces a dosis dentro de estos intervalos. Las células pueden

ser autélogas, alogénicas o heterdlogas para el paciente sometido a terapia.

[0204]-[0188] Las poblaciones de células que expresan CAR de la presente
invencién pueden administrarse solas 0 como una composicién farmacéutica en
combinaciéon con diluyentes y/o con otros componentes tales como IL-2 u otras
citoquinas o poblaciones celulares. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden comprender una poblacion celular que expresa CAR o TCR, tal
como células T, como se describe en el presente documento, en combinacién con
uno o mas portadores, diluyentes o0 excipientes farmacéuticamente o
fisioldgicamente aceptables. Dichas composiciones pueden comprender buffers tales
como solucidon salina tamponada neutra, solucion salina tamponada con fosfato y
similares; carbohidratos tales como glucosa, manosa, sacarosa o dextranos, manitol;
proteinas; polipéptidos o aminoacidos tales como glicina; antioxidantes; agentes
quelantes tales como EDTA o glutation; adyuvantes (por ejemplo, hidroxido de
aluminio); y conservantes. Las composiciones de la presente invencion se formulan
de modo preferente para administracion intravenosa.

[0205]1-[0189] Las composiciones farmacéuticas (soluciones, suspensiones o
similares) pueden incluir uno o0 mas de los siguientes: diluyentes estériles tales como
agua para inyeccion, solucién salina, de modo preferente solucion salina fisiolégica,
solucion de Ringer, cloruro sodico isoténico, aceites fijos tales como mono— o
diglicéridos sintéticos que pueden servir como el solvente o medio de suspension,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros solventes; agentes antibacterianos
tales como alcohol bencilico o metil parabeno; antioxidantes tales como acido
ascorbico o  bisulfito sbédico; agentes quelantes tales como &acido
etilendiaminotetraacético; buffers tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes
para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. La preparacion
parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis
multiples hechos de vidrio o plastico. Una composicion farmacéutica inyectable es de

modo preferente estéril.
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[02061-[0190] Se apreciara que los eventos adversos pueden minimizarse
mediante la transduccion de las células inmunes (que contienen uno o mas CAR o
TCR) con un gen suicida. También puede ser deseable incorporar un interruptor
"activable" o "acelerador" inducible en las células inmunitarias. Las técnicas
adecuadas incluyen el uso de caspasa—9 inducible (Solicitud de Patente
estadounidense 2011/0286980) o una timidina quinasa, antes, después o al mismo
tiempo, cuando las células se transducen con el constructo de CAR de la presente
invencién. Los métodos adicionales para introducir genes suicidas y/o conmutadores
"activables" incluyen TALENS, dedos de zinc, ARNi, ARNsi, ARNsh, tecnologia

antisentido y otras técnicas conocidas en la técnica.

[02071-[0191] De acuerdo con la invencion, se pueden incorporar en el
presente documento técnicas adicionales de encendido/apagado u otros tipos de
técnicas de conmutacion de control. Estas técnicas pueden emplear el uso de
dominios de dimerizacidn y activadores opcionales de tal dimerizacion en el dominio.
Estas técnicas incluyen, por ejemplo, las descritas por Wu et al., Science 2014 350
(6258) utilizando sistemas de dimerizacion FKBP/Rapalog en ciertas células, cuyos
contenidos se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad.
La tecnologia de dimerizacién adicional se describe en, por ejemplo, Fegan et al.
Chem. Rev. 2010, 110, 3315-3336 asi como en las Patentes de los Estados Unidos
N° 5.830.462; 5.834.266; 5.869.337; y 6.165.787, cuyos contenidos también se
incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad. Otros pares
de dimerizacion pueden incluir ciclosporina—A/ciclofilina, receptor, receptor de
estrogeno/estrogeno  (opcionalmente  utilizando  tamoxifeno), receptor de
glucocorticoides/glucocorticoides, receptor de tetraciclina/tetraciclina, receptor de
vitamina D/vitamina D. Otros ejemplos de tecnologia de dimerizacion pueden
encontrarse, por ejemplo, en los documentos WO 2014/127261, WO 2015/090229,
US 2014/0286987, US 2015/0266973, US 2016/0046700, US Patente No.
8.486.693, US 2014/0171649 y US 2012/0130076, cuyo contenido se incorpora

adicionalmente como referencia en el presente documento en su totalidad.

[02081-[0192] Se entendera que las descripciones en el presente documento
son sélo ilustrativas y explicativas y no son restrictivas de la invencién como se
reivindica. En esta solicitud, el uso del singular incluye el plural a menos que se

indique especificamente lo contrario.



67

[02091-[0193] Los encabezamientos de seccion utilizados en el presente
documento son unicamente para propoésitos de organizacion y no deben ser
interpretados como limitativos del objeto descrito. Todos los documentos o partes de
documentos citados en esta solicitud, incluyendo pero sin limitarse a patentes,
solicitudes de patente, articulos, libros y tratados, se incorporan expresamente como
referencia en su totalidad para cualquier propdsito. Como se utiliza de acuerdo con
la presente descripcidon, se entendera que los siguientes términos, a menos que se

indique lo contrario, tienen los siguientes significados:

[0210]1-[0194] En esta solicitud, el uso de "o" significa "y/0" a menos que se
indique lo contrario. Ademas, el uso del término "que incluye", asi como otras
formas, tales como "incluye" e "incluido", no es limitante. Ademas, términos tales
como ‘"elemento" o "componente" abarcan elementos y componentes que
comprenden una unidad y elementos y componentes que comprenden mas de una

subunidad a menos que se indique especificamente lo contrario.

[0214141-[0195] El término "actividad CLL-1" incluye cualquier efecto biolégico
de CLL-1. En ciertas formas de realizacion, la actividad de CLL-1 incluye la

capacidad de CLL—1 para interactuar o unirse a un sustrato o receptor.

[0212]-[0196] El término "polinucledtido”, "nucledtido" o "acido nucleico”
incluye tanto los polimeros de nucleétidos de cadena sencilla como de doble
cadena. Esto incluye de modo preferente polinucleétidos aislados, nucleétidos o
acidos nucleicos como se definen en el presente documento. Los nucleétidos que
comprenden el polinucledtido pueden ser ribonucledtidos o desoxirribonucledétidos o
una forma modificada de cualquiera de los dos tipos de nucleétidos. Dichas
modificaciones incluyen modificaciones de bases tales como bromouridina y
derivados de inosina, modificaciones de ribosa tales como 2',3'-didesoxirribosa, y
modificaciones de enlaces internucleotidicos tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforo—diselenoato, fosforo—aniltioato, fosforaniladato vy

fosforoamidato.

[0213}-[0197] El término "oligonucledétido" se refiere a un polinucle6tido que
comprende 200 o menos nucledtidos. Los oligonucledtidos pueden ser
monocatenarios o bicatenarios, por ejemplo, para uso en la construccién de un gen
mutante. Los oligonucledtidos pueden ser oligonucledtidos sentido o antisentido. Un
oligonucledtido puede incluir un marcador, que incluye un marcador radioactivo, un

marcador fluorescente, un hapteno o un marcador antigénico, para ensayos de
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deteccion. Los oligonucledtidos se pueden utilizar, por ejemplo, como cebadores de

PCR, cebadores de clonaciéon o sondas de hibridacion.

[0214]-[0198] El término "secuencia de control" se refiere a una secuencia
polinucleotidica que puede afectar a la expresion y procesamiento de las secuencias
codificantes a las que esta ligada. La naturaleza de tales secuencias de control
puede depender del organismo huésped. En formas de realizacion particulares, las
secuencias de control para procariotas pueden incluir un promotor, un sitio de unién
ribosémica y una secuencia de terminacion de la transcripcion. Por ejemplo, las
secuencias de control para eucariotas pueden incluir promotores que comprenden
uno o una pluralidad de sitios de reconocimiento para factores de transcripcion,
secuencias potenciadoras de la transcripcion y secuencia de terminacion de la
transcripcion. Las "secuencias de control" pueden incluir secuencias lider (péptidos

sefal) y/o secuencias de compariero de fusion.

[0215}-[0199] En algunas formas de realizacidén, el polinucledtido de la
presente invencién codifica un CAR o un TCR puede comprender ademas una
secuencia o péptido lider (también denominado en el presente documento como un
"péptido senal"). En ciertas formas de realizacion, el péptido lider comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100% idéntico a la
secuencia de aminoacidos MALPVTALLLPLALLLHAARP (SEC. ID. NO: 144). En
algunas formas de realizacion, el péptido lider comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC. ID. NO: 144.

[0216]-[0200] Tal como se utiliza en el presente documento, "unido
operativamente" significa que los componentes a los que se aplica el término estan
en una relacidén que les permite llevar a cabo sus funciones inherentes bajo

condiciones adecuadas.

[021471-[0201] El término "vector" significa cualquier molécula o entidad (por
ejemplo, acido nucleico, plasmido, bacteriéfago o virus) utilizada para transferir
informacion de codificacion de proteinas a una célula huésped. El término "vector de
expresion" o "constructo de expresion" se refiere a un vector que es adecuado para
la transformacion de una célula huésped y contiene secuencias de acido nucleico

que dirigen y/o controlan (junto con la célula huésped) la expresion de una o mas
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regiones de codificacion heterdlogas unidas operativamente a la misma. Un
constructo de expresion puede incluir, pero no se limita a, secuencias que afectan o
controlan la transcripcion, la traduccion y, si los intrones estan presentes, afectan al

empalme del ARN de una region codificante unida operativamente a la misma.

[02481-[0202] El término "célula huésped" se refiere a una célula que se ha
transformado, o es capaz de ser transformada, con una secuencia de acido nucleico
y por lo tanto expresa un gen de interés. El término incluye la progenie de la célula
parental, independientemente de que la progenie sea idéntica en morfologia o en
composicion genética a la célula parental original, siempre y cuando el gen de

interés esté presente.

[0219}-[0203] El término “transformacién” se refiere a un cambio en las
caracteristicas genéticas de una célula, y una célula se ha transformado cuando se
ha modificado para contener nuevo ADN o ARN. Por ejemplo, una célula se
transforma donde se modifica genéticamente desde su estado nativo mediante la
introduccidn de nuevo material genético mediante transfeccion, transduccion u otras
técnicas. Después de la transfeccion o transduccion, el ADN transformante se puede
recombinar con el de la célula integrandose fisicamente en un cromosoma de la
célula, o puede mantenerse transitoriamente como un elemento episomal sin ser
replicado, o puede replicarse independientemente como un plasmido. Se considera
que una célula se ha "transformado establemente" cuando el ADN transformante se

replica con la division de la célula.

[02201-[0204] El término "transfeccion" se refiere a la captacion de ADN
extrafio o exdgeno por una célula. Una serie de técnicas de transfeccion son bien
conocidas en la técnica y se describen en el presente documento. Véase, por
ejemplo, Graham et al., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al., 2001, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, supra; Davis et al., 1986, Basic Methods in Molecular
Biology, Elsevier; Chu et al., 1981, Gene 13:197.

[0221]-[0205] El término “transduccién” se refiere al proceso mediante el cual
se introduce ADN extrafio en una célula a través de un vector viral. Véase Jones et

al., (1998). Genetics: principles and analysis. Boston: Jones & Bartlett Publ.

[02221-[0206] Los términos "polipéptido" o "proteina" se refieren a una
macromolécula que tiene la secuencia de aminoacidos de una proteina, incluyendo

supresiones de, adiciones a, y/o sustituciones de uno o mas aminoacidos de la
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secuencia nativa, y de modo preferente no mas de 8 sustituciones de aminoacidos
en la misma. De modo preferente, los polipéptidos o proteinas se aislan como se
define en el presente documento. Los términos "polipéptido" y "proteina" abarcan
especificamente moléculas, anticuerpos o secuencias que se unen a antigenos de
CLL—1, que tienen deleciones de, adiciones a, y/o sustituciones de uno o mas
aminoacidos de la proteina de union al antigeno, y de modo preferente no mas de 8
sustituciones de aminoacidos. El término “fragmento polipeptidico” se refiere a un
polipéptido aislado que tiene una delecion amino terminal, una delecion carboxilo
terminal y/o una delecion interna en comparacion con la proteina nativa de longitud
completa. Dichos fragmentos también pueden contener aminoacidos modificados en
comparaciéon con la proteina nativa. Los fragmentos de polipéptidos utiles incluyen
fragmentos inmunolégicamente funcionales de moléculas de union al antigeno. Los
fragmentos utiles incluyen, pero no se limitan a, una o mas regiones CDR, dominios
variables de una cadena pesada y/o ligera, una porcién de otras porciones de una

cadena de anticuerpos, y similares.

[0223}-[0207] El término "aislado" significa (i) libre de al menos algunas otras
proteinas con las que normalmente se encontraria, (ii) estd esencialmente libre de
otras proteinas de la misma fuente, por ejemplo, de la misma especie, (iii) separados
de al menos aproximadamente 50 por ciento de polinucleétidos, lipidos,
carbohidratos u otros materiales con los que esta asociado en la naturaleza, (iv)
asociados operativamente (por interaccion covalente o no covalente) con un
polipéptido con el cual no esta asociado en la naturaleza, o (v) no ocurre en la

naturaleza.

[02241-[0208] Una "variante" de un polipéptido (por ejemplo, una molécula de
unién al antigeno o un anticuerpo) comprende una secuencia de aminoacidos en
donde uno o mas residuos de aminoacidos se insertan en, se delecionan y/o se
sustituyen en la secuencia de aminoacidos relativa a otra secuencia polipeptidica.

Las variantes incluyen proteinas de fusién.

[02251-[0209] El término “identidad” hace referencia a una relacion entre las
secuencias de dos o0 mas moléculas polipeptidicas o0 dos o0 mas moléculas de acido
nucleico, segun se determina alineando y comparando las secuencias. "Porcentaje
de identidad" significa el porcentaje de residuos idénticos entre los aminoacidos o
nucledtidos en las moléculas comparadas y se calcula basandose en el tamario de la

mas pequena de las moléculas que se comparan. Para estos calculos, los huecos en
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alineaciones (si los hay) son dirigidos de modo preferente por un modelo matematico

particular o programa informatico (es decir, un "algoritmo").

[0226]-[0210] Para calcular el porcentaje de identidad, las secuencias que se
comparan estan tipicamente alineadas de una manera que da la coincidencia mas
grande entre las secuencias. Un ejemplo de un programa informatico que se puede
utilizar para determinar el porcentaje de identidad es el paquete de programas GCG,
que incluye GAP (Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12: 387, Genetics Computer
Group, Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.). El algoritmo de ordenador
informatico GAP se utiliza para alinear los dos polipéptidos o polinucleétidos para los
que se ha de determinar el porcentaje de identidad de secuencia. Las secuencias
estan alineadas para la adaptacion optima de su respectivo aminoacido o nucleétido
(el "intervalo combinado”, segun lo determinado por el algoritmo). En ciertas formas
de realizacién, una matriz de comparacién estandar (véase Dayhoff et al., 1978,
Atlas of Protein Sequence and Structure 5: 345-352 para la matriz de comparacion
PAM 250, Henikoff et al., 1992, Proc. Nat. Acad. USA 89: 10915-10919 para la

matriz de comparacion BLOSUM 62) también se utiliza por el algoritmo.

[02271-[0211] Como se usa en el presente documento, los veinte aminoacidos
convencionales (por ejemplo, de origen natural) y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Véase Immunology — A Synthesis (22 Edicidon, Golub y Gren, Eds.,
Sinauer Assoc., Sunderland, Mass. (1991)), que se incorpora en el presente
documento como referencia para cualquier propésito. Los estereoisémeros (por
ejemplo, D—aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, aminoacidos no
naturales tales como aminoacidos alfa—, alfa—disustituidos, N—alquilaminoacidos,
acido lactico y otros aminoacidos no convencionales también pueden ser
componentes adecuados para polipéptidos de la presente invencion. Los ejemplos
de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, .gamma-—
carboxiglutamato, épsilon—N,N,N—trimetilisina, eN-acetil lisina, O—fosfoserina, N-—
acetilserina, N-—formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, .sigma.—-N—
metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-
hidroxiprolina). En la notacion de polipéptidos utilizada en el presente documento, la
direccion de la izquierda es la direccion del terminal amino y la direccion de la
derecha es la direccidén del extremo carboxi, de acuerdo con el uso y la convencion

estandar.

[0228]-[0212] Las sustituciones conservadoras de aminoacidos pueden

abarcar residuos de aminoacidos que no ocurren naturalmente, que se incorporan
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tipicamente por sintesis de péptidos quimicos en lugar de por sintesis en sistemas

bioldgicos. Estos incluyen peptidomiméticos y otras formas revertidas o invertidas de

restos de aminoacidos. Los residuos de origen natural pueden dividirse en clases

basadas en las propiedades comunes de la cadena lateral:

A) hidrofébico: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

B) hidrofilico neutro: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

C) acido: Asp, Glu;

D) basico: His, Lys, Arg;

E) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro; y

F) aromatico: Trp, Tyr, Phe.

[02291-10213] Por ejemplo, las sustituciones no conservadoras pueden implicar

el intercambio de un miembro de una de estas clases para un miembro de otra clase.

Dichos residuos sustituidos se pueden introducir, por ejemplo, en regiones de un

anticuerpo humano que son homologas con anticuerpos no humanos, o en las

regiones no homodlogas de la molécula. Los ejemplos de sustituciones de

aminoacidos se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3
Residuos Originales Sustituciones Ejemplares Sustituciones Preferidas
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, GlIn, Asn Lys
Asn GIn GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gln Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
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Lys Arg, 1,4 Diamino—butirico Arg
Acid, GIn, Asn

Met Leu, Phe, lle Leu

Phe Leu, Val, lle, Ala, Leu

Tyr

Pro Ala Gly

Ser Thr, Ala, Cys Thr

Thr Ser Ser

Trp Tyr, Phe Tyr

Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe

Val Ile, Met, Leu, Phe, Leu
Ala, Norleucina

[0230}-[0214] El término “derivado” se refiere a una molécula que incluye una
modificacion quimica distinta a la insercion, delecién o sustitucion de aminoacidos (o
acidos nucleicos). En ciertas formas de realizacion, los derivados comprenden
modificaciones covalentes, incluyendo, pero no limitandose a, unidén quimica con
polimeros, lipidos u otros restos organicos o inorganicos. En ciertas formas de
realizacion, una molécula de union a antigeno quimicamente modificada puede tener
una vida media circulante mayor que una molécula de union a antigeno que no esta
modificada quimicamente. En algunas formas de realizacién, una molécula de union
al antigeno derivada se modifica covalentemente para incluir una o mas uniones
poliméricas solubles en agua, incluyendo, pero sin limitarse a, polietilenglicol,

polioxietilenglicol o polipropilenglicol.

[02314]1-[0215] Los analogos de péptidos se utilizan comunmente en la industria
farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades analogas a las del
péptido patron. Estos tipos de compuesto no péptido se denominan "miméticos
peptidicos" o "peptidomiméticos". Fauchere, J., Adv. Drug Res., 15:29 (1986); Veber
y Freidinger, TINS, pag. 392 (1985); y Evans et al., J. Med. Chem. Chem., 30: 1229



74

(1987), que se incorporan en el presente documento como referencia para cualquier

proposito.

[0232]-[0216] Una "cantidad terapéuticamente eficaz", "dosis eficaz", "cantidad
eficaz" o "dosificacion terapéuticamente eficaz" de un agente terapéutico, por
ejemplo, células T CAR manipuladas, es cualquier cantidad que, cuando se utiliza
sola o0 en combinacion con otro agente terapéutico, protege a un sujeto contra la
aparicion de una enfermedad o promueve una regresion de la enfermedad
evidenciada por una disminucion en la gravedad de los sintomas de la enfermedad,
un aumento de la frecuencia y duracion de los periodos libres de sintomas o una
prevencion de impedimento o discapacidad debido a la afeccion de la enfermedad.
La capacidad de un agente terapéutico para promover la regresién de la enfermedad
se puede evaluar utilizando una variedad de métodos conocidos por el experto en la
materia, tales como en sujetos humanos durante ensayos clinicos, en sistemas
modelo animal predictivos de eficacia en seres humanos, o ensayando la actividad

del agente en ensayos in vitro.

[0233}-0217] Los términos "paciente" y "sujeto" se utilizan indistintamente e
incluyen sujetos humanos y no humanos, asi como aquellos con trastornos
formalmente diagnosticados, aquellos sin trastornos reconocidos formalmente, los
que reciben atencidn médica, los que estan en riesgo de desarrollar los trastornos,

etc.

[0234}1-[0218] El término “tratar" y “tratamiento" incluye tratamientos
terapéuticos, tratamientos profilacticos y aplicaciones en los que se reduce el riesgo
de que un sujeto desarrolle un trastorno u otro factor de riesgo. El tratamiento no
requiere el curado completo de un trastorno y abarca formas de realizacion en las
que se reducen los sintomas o los factores de riesgo subyacentes. El término
"prevenir" no requiere la eliminacion del 100% de la posibilidad de un evento. Mas
bien, denota que la probabilidad de la ocurrencia del evento se ha reducido en

presencia del compuesto o método.

[0235}-[0219] Se pueden utilizar técnicas estandar para ADN recombinante,
sintesis de oligonucleétidos y cultivo y transformacion de tejidos (por ejemplo,
electroporacién, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacion pueden realizarse de acuerdo con las especificaciones del fabricante o
como se consiguen comunmente en la técnica o como se describe en el presente

documento. Las técnicas y procedimientos anteriores pueden realizarse
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generalmente segun métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como
se describen en varias referencias generales y mas especificas que se citan y
discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)), que se incorpora en el

presente documento como referencia para cualquier propésito.

INCORPORACION COMO REFERENCIA
[0236]-[0220] Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente
mencionadas en esta memoria descriptiva se incorporan en el presente documento
como referencia en la misma medida que si cada publicacion individual, patente o
solicitud de patente estuviera especificamente e individualmente indicada para
incorporarse como referencia. Sin embargo, la cita de una referencia en el presente
documento no debe interpretarse como un reconocimiento de que dicha referencia
es técnica anterior a la presente invencion. En la medida en que cualquiera de las
definiciones o términos proporcionados en las referencias incorporadas como
referencia difieran de los términos y discusion proporcionados en el presente

documento, los presentes términos y definiciones controlan.

[02371-[0221] Se considera que la memoria descriptiva escrita anteriormente
es suficiente para permitir que un experto en la técnica practique la invencion. La
descripcion anterior y los ejemplos detallan ciertas formas de realizacion preferidas
de la invencion y describen el mejor modo contemplado por los inventores. Sin
embargo, se apreciara que, no importa cuan detallada sea la aparicion de lo anterior
en el texto, la invencion se puede practicar de muchas maneras y la invencién se

debe interpretar de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

[0238}-[0222] Los siguientes ejemplos, incluyendo los experimentos llevados a
cabo y los resultados obtenidos, se proporcionan con fines ilustrativos solamente y

no se deben interpretar como limitativos de la presente invencion.

EJEMPLO 1
[0239}-[0223] Determinacion de la actividad de CAR CLL-1 por
electroporacion de ARNm en PBMC humanas. Los plasmidos que codifican un
promotor T7, un constructo CAR y una secuencia estabilizadora de globina beta se
linealizaron mediante digestion durante la noche de 10 ug de ADN con EcoRI y
BamHI (NEB). El ADN se digirio después durante 2 horas a 50°C con proteinasa K

(Thermo Fisher™, 600 U/ml) purificado con fenol/cloroformo y se precipité mediante
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el agregado de acetato de sodio y dos volumenes de etanol. Los granulos se
secaron entonces, se resuspendieron en agua libre de ARNasa/ADNasa y se
cuantificaron. Se utilizdé entonces 1 ug del ADN lineal para generar la transcripcion in
vitro utilizando el MMESSAGE mMACHINE T7 Ultra (Thermo Fisher™) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ARN se purificd adicionalmente utilizando el kit
MEGACIear (Thermo Fisher™) siguiendo las instrucciones del fabricante y se
cuantificé utilizando NanoDropTM. La integridad del ARNm se evalué mediante

corrida en un gel de agarosa.

[0240]-[0224] Se evaluaron diferentes lineas celulares de cancer para la
expresion de CLL-1. Se tifieron las células Namalwa (ATCC), U937 (ATCC), HL-60
(ATCC), EoL-1 (Sigma), KG1a (ATCC) y MV4; 11 (ATCC) con anticuerpo anti—CLL—
1 conjugado con PE Pharmingen™) en buffer de tincién (BD Pharmingen™) durante
30 minutos a 4°C. Las células fueron lavadas y resuspendidas en buffer de tincién
con yoduro de propidio (BD Pharmingen™) antes de la adquisicion de datos. Las
muestras fueron luego adquiridas por citometria de flujo y los datos analizados y
trazados en histogramas utilizando FlowJo™. Los resultados para la expresion de
CLL—1 se pueden ver en la FIGURA 1.

[0241]1-[0225] Se aislaron PBMC de leukopaks de donantes sanos
(Hemacare™) utilizando una centrifugacién de densidad de ficoll-paque segun las
instrucciones del fabricante. Las PBMC se estimularon utilizando OKT3 (50 ng/ml,
Miltenyi Biotec™) en medio R10 + IL-2 (300IU/ml, Proleukin®, Prometheus®
Therapeutics and Diagnostics). Siete dias después de la estimulacion, las células T
se lavaron dos veces en Opt—MEM™ (Thermo Fisher ScientificTM) y se
resuspendieron a una concentracion final de 2,5 x 107 células/ml en Opti-MEM. Se
utilizaron 10 uyg de ARNm por electroporacion. La electroporacion de células se
realizé utilizando un sistema Gemini X2 (Harvard Apparatus BTX™) configurado
para suministrar un solo pulso de 400 V durante 0,5 ms en cubetas de 2 mm
(Harvard Apparatus BTX™), Las células se transfirieron inmediatamente a medio
R10 + IL-2 y se dejaron recuperar. Las células se mantuvieron a 0,5-2,0 x 106
células/ml antes del uso en ensayos de actividad.

[0242]1-[0226] Seis horas después de la electroporacion del ARNm, las células
T se tifieron con Proteina L biotinilada (Thermo Scientific™) en buffer de tincién (BD
Pharmingen™) durante 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron luego y se tifieron
con PE Streptavidin (BD PharmingenTM) en buffer de tincion durante 30 minutos a

4°C. Las células fueron lavadas y resuspendidas en buffer de tincién con yoduro de
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propidio (BD PharmingenTM) antes de la adquisicién de datos. Los resultados para
la deteccion de CAR se muestran en la FIGURA 2.

[0243}-[0227] Las células efectoras se cultivaron con células objetivo en una
relacion E: T 1: 1 en medio R10 6 horas después de la electroporacion del ARNm.
Las lineas celulares ensayadas incluyeron Namalwa, U937, HL-60, EoL-1, KG1a y
MV4;11. Dieciséis horas después del post—cocultivo, los sobrenadantes se
analizaron por Luminex (EMD Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante y
la viabilidad celular objetivo se evalu6 mediante analisis citométrico de flujo de la
absorcién de yoduro de propidio (Pl). Los resultados correspondientes al ensayo de
liberacidon de citoquinas se pueden encontrar en la FIGURA 3. Los resultados del
ensayo de actividad citolitica se pueden encontrar en la FIGURA 4 y en la FIGURA
5.

EJEMPLO 2
[0244]-[0228] Determinacion de la actividad de CAR CLL-1 por transduccion
lentiviral de PBMC humanas. Se utilizé un vector de transferencia lentiviral de tercera
generacion que contenia el constructo CAR CLL—1 diferente, junto con la Mezcla de
Empaque Lentiviral ViraPower™ (Life Technologies™) para generar sobrenadantes
lentivirales. Brevemente, se gener6 una mezcla de transfeccion mezclando 15 ug de
ADN y 22,5 ul de polietilenimina (Polysciences™, 1 mg/ml) en 600 ul de medio
OptiMEM™. La mezcla se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Simultaneamente, se tripsinizaron células 293T (ATCC), se contaron y se colocaron
en placas un total de 10x108 células totales en un matraz T75 a lo largo de la mezcla
de transfeccion. Tres dias después de la transfeccién, los sobrenadantes se
recogieron y se filtraron a través de un filtro de 0,45 um y se almacenaron a —80°C

hasta su utilizacion.

[0245]-[0229] Se aislaron PBMC de leukopaks de donantes sanos
(Hemacare™) utilizando una centrifugacién de densidad de ficoll-paque segun las
instrucciones del fabricante. Las PBMC se estimularon utilizando OKT3 (50 ng/ml,
Miltenyi Biotec™) en medio R10 + IL-2 (300IU/ml, Proleukin®, Prometheus®
Therapeutics and Diagnostics). Cuarenta y ocho horas después de la estimulacion,
las células se transducen utilizando lentivirus a un MOI = 10. Las células se

mantuvieron a 0,5-2,0 x 108 células/ml antes del uso en ensayos de actividad.

[0246]-[0230] Al dia 12 después de la estimulacion, las células T se tifieron

con Proteina L biotinilada (Thermo Scientific™) en buffer de tinciéon (BD
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Pharmingen™) durante 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron luego y se tifieron
con PE Streptavidin (BD PharmingenTM) en tampdn de tincion durante 30 minutos a
4°C. Las células FUERON lavadas y resuspendidas en buffer de tinciéon con yoduro
de propidio (BD Pharmingen™) antes de la adquisicién de datos. Los resultados

para la deteccion de CAR se muestran en la FIGURA 6.

[02471-[0231] Las células efectoras se cultivaron con células objetivo a una
relacion E:T de 1:1 en medio R10 12 dias después de la estimulacion de células T.
Las lineas celulares ensayadas incluyeron Namalwa, U937, HL-60, EoL-1, KG1a y
MV4;11. 16 horas después del post—cocultivo, los sobrenadantes fueron analizados
por Luminex (EMD Millipore™) siguiendo las instrucciones del fabricante y la
viabilidad de la célula objetivo se evalué mediante analisis citométrico de flujo de la
captacion de yoduro de propidio (PI). Los resultados correspondientes al ensayo de
liberacion de citoquinas se pueden encontrar en la FIGURA 7. Los resultados del

ensayo de actividad citolitica se pueden encontrar en la FIGURA 8.

EJEMPLO 3
[02481-[0232] En este estudio se utilizaron ratones NSG Jackson hembra
(NOD.Cg—Prkdcscd [12rgim™WijSzJ) de 5 a 6 semanas de edad. Los ratones fueron
alimentados con una dieta irradiada de roedores Harlan 2918.15 y agua ad libitum.
Los ratones fueron alojados en la jaula ventilada desechable Innovive™ con lecho de
mazorca de maiz dentro de Biobubble® Clean Rooms que proporcionan H.E.P.A
aire filtrado en el ambiente de la burbuja a 100 cambios completos de aire por hora.
Todos los tratamientos, determinaciones de peso corporal y medidas de tumores se
llevaron a cabo en el entorno de burbujas. El ambiente fue controlado a un rango de
temperatura de 70°t 2°F y un rango de humedad de 30-70%. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo de conformidad con todas las leyes, reglamentos
y directrices de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y con la aprobacion del

Comité de Uso y Cuidado de los Animales del Molecular Imaging, Inc.

Preparacion de Células Tumorales
[0249]-[0233] Se obtuvieron células U937-luc en Solucion de Preservacion
Lifor®. Las células se centrifugaron a 200 rcf durante 8 minutos a 4°C, se aspir¢6 el
sobrenadante y se volvido a suspender el sedimento en solucidon salina tamponada
con fosfato (DPBS) fria de Dulbecco mediante pipeteo. Se diluyé una alicuota de la
suspension celular homogénea en una solucion de azul de tripano y se conto
utilizando un contador de células automatizado Luna™. La suspensién de células se

centrifugé a 200 rcf durante 8 minutos a 4°C. El sobrenadante se aspir6 y el
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sedimento celular se volvio a suspender en medio libre de suero frio para generar las
concentraciones finales de células que no contenian tripano/ml. La suspensién
celular se mantuvo en hielo humedo durante la implantacion. Los animales de
ensayo se implantaron con células de 1,00E+ 06 por via intravenosa a través de la
vena lateral de la cola el dia 0 en 0,2 ml utilizando una aguja de calibre 27 y una

jeringa.

Preparacion de Célula T de CAR
[62501-[0234] Se obtuvieron células T de acuerdo con la invencion, se
congelaron en hielo seco y se almacenaron en nitrégeno liquido. El dia del
tratamiento, los crioviales suministrados se retiraron del almacenamiento criogénico
y se descongelaron en un bafo de agua a 37°C. Para cada grupo, las células T
proporcionadas se combinaron en un unico tubo cénico de 50 ml con RPMI 1640
caliente suplementado con FBS al 10%. Los tubos crioviales se enjuagaron con
RPMI 1640 caliente con FBS al 10% para minimizar la pérdida de células para
alcanzar un volumen total de 50 ml en cada tubo conico. Cada tubo cénico de 50 ml
se centrifugd a 200 rcf durante 8 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se aspiraron y
los sedimentos celulares se resuspendieron en 10 ml de DPBS a temperatura
ambiente. Se diluyd una alicuota de la suspension celular homogénea en una
solucién de azul de tripano y se conté manualmente utilizando un hemocitémetro.
Las suspensiones celulares se centrifugaron de nuevo a 200 rcf durante 8 minutos a
4°C. Los sobrenadantes se aspiraron y los sedimentos celulares se resuspendieron
a temperatura ambiente con DPBS para generar las concentraciones finales
requeridas. Las suspensiones celulares se mantuvieron sobre hielo humedo durante

la administracion del tratamiento.

Imagenes de Bioluminiscencia
[0251]-[0235] La obtencién de imagenes de bioluminiscencia in vivo (BLI) se
realizd utilizando un Espectro VIS (Perkin Elmer, Hopkinton, MA). Los animales se
formaron imagenes hasta 5 a la vez bajo ~ 1-2% de anestesia con gas isoflurano. A
cada raton se le inyectdé IP 150 mg/kg (15 mg/ml) de D-luciferina y se formaron
imagenes en las posiciones prona, y luego supina, 10 minutos después de la
inyeccion. Se utilizé el binario grande a pequefio del chip CCD, y el tiempo de
exposicion ajustado (2 segundos a 2 minutos) para obtener al menos varios cientos
de conteos por imagen, y ademas para evitar la saturacion del chip CCD. Las
imagenes BLI se recogieron en los dias 3, 11, 18 y 25. Las imagenes se analizaron

utilizando el software Living Image versién 4.5 (Perkin Elmer, Hopkinton, MA). Todo
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el cuerpo de volumen fijo ROIs se colocaron en las imagenes prona y supina para
cada animal individual, y etiquetados sobre la base de la identificacién de los
animales. La radiancia total expresada en fotones/s (p/s) fue calculada y exportada
para todos los ROls para facilitar los analisis entre grupos. Las ROI pronas y supinas

se sumaron en conjunto para estimar la carga tumoral de todo el cuerpo.

Tratamiento

[0252]-[0236] Todos los ratones se clasificaron en grupos de estudio basados
en la estimacién derivada de BLI de la carga de tumor del cuerpo entero. Los
ratones se distribuyeron para asegurar que la carga tumoral media para todos los
grupos estaba dentro del 10% de la carga tumoral media global para la poblacion del
estudio. El tratamiento con células T de CAR empez6 el dia 3. Todos los ratones se
dosificaron con un volumen fijo de 0,2 ml. Los resultados se exponen en la Figura
10.

Evaluacién de los Efectos Secundarios
[0253}-[0237] Todos los animales se observaron para determinar signos clinicos al

menos una vez al dia. Los animales se pesaron cada dia del tratamiento. Los pesos
corporales individuales se registraron 3 veces por semana.

[02541-[0238] Las siguientes secuencias ejemplificaran adicionalmente la invencion.

[0255]1-[0239] CD28T ADN Extracelular, transmembrana, intracelular

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCA
AGCACCTCTGTCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCATTC

TGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCTGCT

CGTCACCGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCC
GCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGG

CCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTC

GCTGCCTATCGGAGC (SEC. ID. NO. 1)

[0256]-[0240] CD28T Extracelular, transmembrana, intracelular AA

LDNEKSNGTHHHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVT
VAFIIFWVRSK RSRLLHSDYMNMTPRRPGPT RKHYQPYAPP
RDFAAYRS (SEC. ID. NO. 2)

[02571-[0241] CD28T ADN — Extracelular




81

CTTGATAATGAAAAGTCAAACGGAACAATCATTCACGTGAAGGGCA
AGCACCTCTGTCCGTCACCCTTGTTCCCTGGTCCATCCAAGCCA
(SEC. ID. NO. 3)

[6258] [0242] CD28T AA — Extracelular

LDNEKSNGTI IHVKGKHLCP SPLFPGPSKP (SEC. ID. NO. 4)

[02591-[0243] CD28 ADN Dominio Transmembrana

TTCTGGGTGTTGGTCGTAGTGGGTGGAGTCCTCGCTTGTTACTCTCT
GCTCGTCACCGTGGCTTTTATAATCTTCTGGGTT (SEC. ID. NO. 5)

[0260] [0244] CD28 AA Dominio Transmembrana

FWVLVVVGGV LACYSLLVTV AFIIFWV (SEC. ID. NO. 6)

[0261]-[0245] CD28 ADN Dominio Intracelular

AGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGA
CTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGC
ACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGC (SEC. ID. NO. 7)

[0262]-[0246] CD28 AA Dominio Intracelular

RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS (SEC. ID.
NO. 8)

[0263]-[0247] CD3 zeta ADN

AGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGG
GCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAG
AGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGG
GTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATG
AGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCAT
GAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCA
GGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATG
CAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 9)

[0264]-[0248] CD3 zeta AA
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RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMG
GKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQG
LSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 10)

[0265]-[0249] CD3 zeta variante AA

RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMG
GKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQG
LSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 146)

[0266]-[0250] CD28 ADN

ATTGAGGTGATGTATCCACCGCCTTACCTGGATAACGAAAAGAGTA
ACGGTACCATCATTCACGTGAAAGGTAAACACCTGTGTCCTTCTCCC
CTCTTCCCCGGGCCATCAAAGCCC (SEC.ID. NO. 11)

[0267}-[0251] CD28 AA

IEVMYPPPYL DNEKSNGTII HVKGKHLCPS PLFPGPSKP (SEC. ID. NO.
12)

[0268]1-[0252] CD8 ADN dominio transmembrana y extracelular

GCTGCAGCATTGAGCAACTCAATAATGTATTTTAGTCACTTTGTACC
AGTGTTCTTGCCGGCTAAGCCTACTACCACACCCGCTCCACGGCCA
CCTACCCCAGCTCCTACCATCGCTTCACAGCCTCTGTCCCTGCGCCC
AGAGGCTTGCCGACCGGCCGCAGGGGGCGCTGTTCATACCAGAGG
ACTGGATTTCGCCTGCGATATCTATATCTGGGCACCCCTGGCCGGA
ACCTGCGGCGTACTCCTGCTGTCCCTGGTCATCACGCTCTATTGTAA
TCACAGGAAC (SEC. ID. NO. 13)
[02691-[0253] CD8 AA Dominio transmembrana y extracelular

AAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR
PAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN
(SEC. ID. NO. 14)

[0270]-[0254] Clon 24C1 HC ADN

CAGGTGCAGCTGCAGGAATCCGGACCGGGGCTGGTGAAGCCCAGC
GAGACTCTGAGTCTCACGTGTACAGTTTCTGGAGGTAGCATTAGCT
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CCTACTATTGGTCATGGATAAGGCAGCCCCCCGGGAAGGGATTGGA
ATGGATCGGCTATATTTACTACAGTGGGAGCACCAATTACAACCCC
TCACTGAAGTCTAGAGTTACAATCAGCGTTGACACCTCAAAGAATC
AGTTCAGTTTGAAATTGTCTAGCGTCACAGCAGCTGATACAGCCGT
CTATTATTGTGTTTCTCTGGTCTATTGCGGTGGGGATTGTTACAGTG
GCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTGGTTACAGTTTCTTCC
(SEC. ID. NO. 15)

f02711-[0255] Clon 24C1 HC AA (CDR Subrayadas)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG
Y
IYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLV
YCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSS (SEC. ID. NO. 16)

[0272]-[0256] Clon 24C1 HC AACDR1:  GGSISSY (SEC. ID. NO. 17)
[0273}-[0257] Clon 24C1 HC AACDR2:  YYSGS (SEC. ID. NO. 18)
[0274}-[0258] Clon 24C1 HC AA CDR3: LVYCGGDCYS GFDY (SEC. ID. NO. 19)
[0275}-[0259] Clon 24C1 LC ADN

GACATCCAGTTGACACAGAGCCCGAGTTCCTTGTCCGCCTCCGTCG

GGGATAGAGTGTCATTTACCTGTCAGGCCTCTCAGGATATTAATAA

CTTTCTGAATTGGTATCAGCAAAAGCCCGGAAAGGCACCCAAGCTG
TTGATTTACGACGCCAGTAACCTGGAGACAGGCGTGCCCTCCCGGT

TTAGTGGTAGCGGAAGCGGTACGGATTTTACCTTTACTATCAGCTCT
CTCCAACCCGAAGACATTGCAACCTACTATTGTCAACAATATGGAA
ACCTGCCTTTTACATTTGGCGGCGGCACCAAGGTGGAGATTAAGCG
G (SEC. ID. NO. 20)

[0276]-[0260] Clon 24C1 LC AA (CDR Subrayadas)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIY
DASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFG
GGTKVEIKR (SEC. ID. NO. 21)




fo2771-[0261]
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Clon 24C1 LC CDR1 AA:  QASQDINNFLN (SEC. ID. NO. 22)

{02781-[0262]

Clon 24C1 LC CDR2 AA:  DASNLET (SEC. ID. NO. 23)

{02791-[0263]

Clon 24C1 LC CDR3 AA:  QQYGNLPFT (SEC. ID. NO. 24)

{02801-[0264]

Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTCCAACTGCAAGAAAGCGGACCCGG
ACTGGTGAAGCCTTCTGAGACACTTAGTCTGACGTGCACGGTCAGT
GGCGGCTCCATCTCCTCCTATTATTGGTCATGGATACGACAACCCCC
AGGTAAGGGCCTGGAATGGATTGGCTATATCTACTATTCAGGAAGC
ACGAACTACAATCCCAGCCTGAAGTCCCGAGTGACAATTTCAGTAG
ATACCAGTAAAAACCAGTTCAGTCTTAAACTGTCAAGCGTGACAGC
TGCCGACACCGCTGTGTATTACTGCGTCTCACTGGTGTATTGTGGAG
GGGATTGTTATAGCGGGTTCGATTATTGGGGACAGGGAACCCTGGT
GACTGTATCTTCCGGCGGCGGCGGCTCAGGGGGTGGCGGTAGTGGC
GGTGGGGGTTCCGATATTCAACTGACACAATCCCCCAGCTCACTCA
GCGCCAGCGTGGGGGACAGGGTTAGCTTTACCTGTCAAGCCTCTCA
GGATATAAATAACTTTCTGAACTGGTATCAACAGAAGCCTGGGAAG
GCGCCCAAACTCCTGATCTATGATGCGTCCAACCTGGAAACTGGCG
TGCCTTCACGCTTTAGCGGCTCTGGCAGTGGTACAGACTTCACTTTT
ACCATCTCTTCACTTCAGCCGGAGGACATCGCCACATATTACTGTCA
ACAGTACGGAAACTTGCCCTTTACTTTTGGAGGCGGCACCAAAGTT
GAAATCAAAAGGGCCGCTGCCCTGGATAACGAAAAGAGCAATGGG
ACTATAATACATGTTAAAGGAAAACACCTGTGTCCATCTCCCCTGTT
CCCTGGACCGTCAAAGCCATTTTGGGTGCTCGTGGTTGTCGGTGGC
GTTCTCGCCTGTTATAGCTTGCTGGTGACAGTAGCCTTCATTATCTT
TTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATG
AATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGC
CTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAA
GTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAAC
CAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGAC
GTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAA
CCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAG
AAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGA
GAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTC
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AGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCC
TGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 25)

[0281]-[0265] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido Senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSS
GGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLN
WYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIA
TYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPS
PLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDY
MNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQN
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQK
DKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDA
LHMQALPPR (SEC. ID. NO. 26)

[0282]-[0266] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTCCAACTGCAAGAAAGCGGACCCGGACTGGTGAAGCCTTCTG
AGACACTTAGTCTGACGTGCACGGTCAGTGGCGGCTCCATCTCCTC
CTATTATTGGTCATGGATACGACAACCCCCAGGTAAGGGCCTGGAA
TGGATTGGCTATATCTACTATTCAGGAAGCACGAACTACAATCCCA
GCCTGAAGTCCCGAGTGACAATTTCAGTAGATACCAGTAAAAACCA
GTTCAGTCTTAAACTGTCAAGCGTGACAGCTGCCGACACCGCTGTG
TATTACTGCGTCTCACTGGTGTATTGTGGAGGGGATTGTTATAGCGG
GTTCGATTATTGGGGACAGGGAACCCTGGTGACTGTATCTTCCGGC
GGCGGCGGCTCAGGGGGTGGCGGTAGTGGCGGTGGGGGTTCCGAT
ATTCAACTGACACAATCCCCCAGCTCACTCAGCGCCAGCGTGGGGG
ACAGGGTTAGCTTTACCTGTCAAGCCTCTCAGGATATAAATAACTTT
CTGAACTGGTATCAACAGAAGCCTGGGAAGGCGCCCAAACTCCTGA
TCTATGATGCGTCCAACCTGGAAACTGGCGTGCCTTCACGCTTTAGC
GGCTCTGGCAGTGGTACAGACTTCACTTTTACCATCTCTTCACTTCA
GCCGGAGGACATCGCCACATATTACTGTCAACAGTACGGAAACTTG
CCCTTTACTTTTGGAGGCGGCACCAAAGTTGAAATCAAAAGGGCCG
CTGCCCTGGATAACGAAAAGAGCAATGGGACTATAATACATGTTAA
AGGAAAACACCTGTGTCCATCTCCCCTGTTCCCTGGACCGTCAAAG
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CCATTTTGGGTGCTCGTGGTTGTCGGTGGCGTTCTCGCCTGTTATAG
CTTGCTGGTGACAGTAGCCTTCATTATCTTTTGGGTGAGATCCAAAA
GAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCG
CCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGA
GATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAG

ATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCT
CAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAG

AGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCC
CCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGA

AGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAA
AGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGAT
ACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID.
NO. 27)

[0283}-[0267] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG
YIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSL
VYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSP
SSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLET
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEI
KRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLAC
YSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPR
DFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRG
RDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGH
DGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 28)

[0284]1-[0268] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGCTGCAGGAATCCGGACCGGG
GCTGGTGAAGCCCAGCGAGACTCTGAGTCTCACGTGTACAGTTTCT
GGAGGTAGCATTAGCTCCTACTATTGGTCATGGATAAGGCAGCCCC
CCGGGAAGGGATTGGAATGGATCGGCTATATTTACTACAGTGGGAG
CACCAATTACAACCCCTCACTGAAGTCTAGAGTTACAATCAGCGTT
GACACCTCAAAGAATCAGTTCAGTTTGAAATTGTCTAGCGTCACAG
CAGCTGATACAGCCGTCTATTATTGTGTTTCTCTGGTCTATTGCGGT
GGGGATTGTTACAGTGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTGG
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TTACAGTTTCTTCCGGGGGGGGAGGCTCTGGGGGCGGAGGCTCAGG
TGGTGGAGGCAGCGACATCCAGTTGACACAGAGCCCGAGTTCCTTG
TCCGCCTCCGTCGGGGATAGAGTGTCATTTACCTGTCAGGCCTCTCA
GGATATTAATAACTTTCTGAATTGGTATCAGCAAAAGCCCGGAAAG
GCACCCAAGCTGTTGATTTACGACGCCAGTAACCTGGAGACAGGCG
TGCCCTCCCGGTTTAGTGGTAGCGGAAGCGGTACGGATTTTACCTTT
ACTATCAGCTCTCTCCAACCCGAAGACATTGCAACCTACTATTGTCA
ACAATATGGAAACCTGCCTTTTACATTTGGCGGCGGCACCAAGGTG
GAGATTAAGCGGGCGGCAGCTATTGAGGTGATGTATCCACCGCCTT
ACCTGGATAACGAAAAGAGTAACGGTACCATCATTCACGTGAAAG
GTAAACACCTGTGTCCTTCTCCCCTCTTCCCCGGGCCATCAAAGCCC
TTCTGGGTTCTTGTGGTCGTGGGAGGCGTGCTTGCTTGTTATTCTCT
GCTCGTTACCGTGGCGTTTATCATTTTTTGGGTTAGATCCAAAAGAA
GCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCC
TGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGAT
TTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATG
CACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAA
CCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGG
ACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCA
GGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGC
CTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGG
GCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACT
TATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID.
NO. 29)

[0285]-[0269] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido Senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSS
GGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLN
WYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIA
TYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHV
KGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRS
RLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAP
AYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG
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LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDA
LHMQALPPR (SEC. ID. NO. 30)

[02861-[0270] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGCTGCAGGAATCCGGACCGGGGCTGGTGAAGCCCAGC
GAGACTCTGAGTCTCACGTGTACAGTTTCTGGAGGTAGCATTAGCT
CCTACTATTGGTCATGGATAAGGCAGCCCCCCGGGAAGGGATTGGA
ATGGATCGGCTATATTTACTACAGTGGGAGCACCAATTACAACCCC
TCACTGAAGTCTAGAGTTACAATCAGCGTTGACACCTCAAAGAATC
AGTTCAGTTTGAAATTGTCTAGCGTCACAGCAGCTGATACAGCCGT
CTATTATTGTGTTTCTCTGGTCTATTGCGGTGGGGATTGTTACAGTG
GCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTGGTTACAGTTTCTTCCGGG
GGGGGAGGCTCTGGGGGCGGAGGCTCAGGTGGTGGAGGCAGCGAC
ATCCAGTTGACACAGAGCCCGAGTTCCTTGTCCGCCTCCGTCGGGG
ATAGAGTGTCATTTACCTGTCAGGCCTCTCAGGATATTAATAACTTT
CTGAATTGGTATCAGCAAAAGCCCGGAAAGGCACCCAAGCTGTTGA
TTTACGACGCCAGTAACCTGGAGACAGGCGTGCCCTCCCGGTTTAG
TGGTAGCGGAAGCGGTACGGATTTTACCTTTACTATCAGCTCTCTCC
AACCCGAAGACATTGCAACCTACTATTGTCAACAATATGGAAACCT
GCCTTTTACATTTGGCGGCGGCACCAAGGTGGAGATTAAGCGGGCG
GCAGCTATTGAGGTGATGTATCCACCGCCTTACCTGGATAACGAAA
AGAGTAACGGTACCATCATTCACGTGAAAGGTAAACACCTGTGTCC
TTCTCCCCTCTTCCCCGGGCCATCAAAGCCCTTCTGGGTTCTTGTGG
TCGTGGGAGGCGTGCTTGCTTGTTATTCTCTGCTCGTTACCGTGGCG
TTTATCATTTTTTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAG
CGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAA
CACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGA
GCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCA
GGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGA
AGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGAT
GGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAA
TGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGC
ATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTAC
CAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACA
TGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 31)
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[02871-[0271] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG
YIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSL
VYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSP
SSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLET
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATY YCQQYGNLPFTFGGGTKVEI
KRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLV
VVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKH
YQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEY
DVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG
ERRRGKGHDGLYQGLST ATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 32)

[0288]-[0272] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAATTGCAAGAGTCCGGCCCCGGA
CTCGTTAAACCCAGTGAGACGCTTAGCCTGACCTGTACCGTCTCAG
GGGGCAGCATCTCCTCTTATTACTGGAGCTGGATCAGGCAGCCTCC
AGGAAAAGGCCTTGAATGGATTGGGTACATCTACTACTCTGGCTCA
ACAAATTATAATCCATCCCTGAAGTCCCGCGTGACTATCTCTGTGGA
CACCAGCAAGAATCAGTTTTCACTGAAGTTGTCTAGTGTTACCGCG
GCCGACACCGCCGTATACTACTGTGTGTCTCTTGTGTACTGTGGCGG
CGACTGCTATTCCGGGTTCGACTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTA
ACCGTGTCCTCAGGCGGCGGCGGGTCAGGAGGAGGCGGCAGTGGA
GGTGGCGGCTCCGACATCCAGCTGACACAATCACCATCTTCCCTTTC
AGCTTCAGTCGGGGACAGAGTGTCCTTCACATGCCAGGCCAGCCAG
GATATCAATAACTTCCTGAACTGGTACCAACAGAAACCCGGAAAGG
CTCCAAAGCTCCTGATCTATGATGCTTCCAACCTGGAGACCGGCGT
GCCCTCCAGGTTCAGTGGTTCAGGATCAGGCACTGACTTTACGTTCA
CCATATCCAGTCTTCAGCCCGAAGACATTGCAACCTATTACTGCCA
ACAATACGGGAACCTTCCCTTTACATTCGGAGGCGGCACCAAGGTG
GAAATCAAAAGGGCTGCAGCATTGAGCAACTCAATAATGTATTTTA
GTCACTTTGTACCAGTGTTCTTGCCGGCTAAGCCTACTACCACACCC
GCTCCACGGCCACCTACCCCAGCTCCTACCATCGCTTCACAGCCTCT
GTCCCTGCGCCCAGAGGCTTGCCGACCGGCCGCAGGGGGCGCTGTT
CATACCAGAGGACTGGATTTCGCCTGCGATATCTATATCTGGGCAC
CCCTGGCCGGAACCTGCGGCGTACTCCTGCTGTCCCTGGTCATCACG
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CTCTATTGTAATCACAGGAACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCC
ATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAG
GAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTAT
CGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATC
AGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCA
GGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTG
AGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCT
ATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAAT
AGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTT
GTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTC
CACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 33)

[02891-[0273] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSG
GSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSK
NQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSS
GGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLN
WYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIA
TYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTT
TPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPL
AGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY
QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYD
VLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGE
RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 34)

[02901-[0274] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAATTGCAAGAGTCCGGCCCCGGACTCGTTAAACCCAGTG
AGACGCTTAGCCTGACCTGTACCGTCTCAGGGGGCAGCATCTCCTC
TTATTACTGGAGCTGGATCAGGCAGCCTCCAGGAAAAGGCCTTGAA
TGGATTGGGTACATCTACTACTCTGGCTCAACAAATTATAATCCATC
CCTGAAGTCCCGCGTGACTATCTCTGTGGACACCAGCAAGAATCAG
TTTTCACTGAAGTTGTCTAGTGTTACCGCGGCCGACACCGCCGTATA
CTACTGTGTGTCTCTTGTGTACTGTGGCGGCGACTGCTATTCCGGGT
TCGACTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTAACCGTGTCCTCAGGCGG
CGGCGGGTCAGGAGGAGGCGGCAGTGGAGGTGGCGGCTCCGACAT



91

CCAGCTGACACAATCACCATCTTCCCTTTCAGCTTCAGTCGGGGACA
GAGTGTCCTTCACATGCCAGGCCAGCCAGGATATCAATAACTTCCT
GAACTGGTACCAACAGAAACCCGGAAAGGCTCCAAAGCTCCTGATC
TATGATGCTTCCAACCTGGAGACCGGCGTGCCCTCCAGGTTCAGTG
GTTCAGGATCAGGCACTGACTTTACGTTCACCATATCCAGTCTTCAG
CCCGAAGACATTGCAACCTATTACTGCCAACAATACGGGAACCTTC
CCTTTACATTCGGAGGCGGCACCAAGGTGGAAATCAAAAGGGCTGC
AGCATTGAGCAACTCAATAATGTATTTTAGTCACTTTGTACCAGTGT
TCTTGCCGGCTAAGCCTACTACCACACCCGCTCCACGGCCACCTACC
CCAGCTCCTACCATCGCTTCACAGCCTCTGTCCCTGCGCCCAGAGGC
TTGCCGACCGGCCGCAGGGGGCGCTGTTCATACCAGAGGACTGGAT
TTCGCCTGCGATATCTATATCTGGGCACCCCTGGCCGGAACCTGCG
GCGTACTCCTGCTGTCCCTGGTCATCACGCTCTATTGTAATCACAGG
AACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATA
TGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTA
CGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTT
TCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAAC
TGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTT
GGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAG
ACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGA
TAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCG
GAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCAC
TGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCA
CCTAGG (SEC. ID. NO. 35)

[0291]1-[0275] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIG
YIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSL
VYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSP
SSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLET
GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEI
KRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEA
CRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNR
SKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSA
DAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP
QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATK
DTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 36)
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[0292]-[0276] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGGATATCCAGCTCACGCAATCCCCCTCAAGC
TTGAGTGCCTCCGTGGGCGACCGGGTGTCCTTCACATGTCAGGCAA
GCCAAGACATAAATAATTTCCTGAATTGGTACCAACAAAAACCCGG
CAAGGCTCCCAAACTCCTGATTTATGATGCCTCCAATCTGGAGACC
GGGGTCCCTTCTAGATTCAGCGGAAGTGGCAGCGGCACAGACTTTA
CATTTACTATCTCTTCTCTGCAACCAGAGGACATCGCCACATACTAT
TGCCAGCAATACGGCAATCTGCCCTTCACCTTCGGAGGCGGAACCA
AGGTAGAAATTAAAAGGGGCGGTGGAGGCTCCGGAGGGGGGGGCT
CTGGCGGAGGGGGCTCCCAAGTACAATTGCAGGAGTCAGGGCCTG
GACTCGTGAAGCCTTCAGAAACTTTGTCACTGACATGTACAGTGTC
CGGCGGAAGCATTTCCAGTTACTATTGGTCCTGGATTAGACAGCCA
CCCGGCAAAGGACTGGAATGGATTGGATATATCTACTACTCTGGAT
CTACAAACTATAATCCCAGCCTCAAATCCAGGGTCACTATTAGTGT
GGATACATCAAAGAATCAGTTCTCCTTGAAGCTGAGCTCAGTCACT
GCTGCCGACACCGCAGTGTACTATTGTGTGAGCCTGGTCTACTGCG
GCGGAGATTGCTACAGCGGTTTCGATTACTGGGGCCAGGGCACCCT
GGTTACCGTTAGTTCCGCGGCTGCTCTTGATAACGAGAAGTCCAAC
GGTACGATTATCCACGTTAAGGGTAAGCACCTTTGCCCTAGCCCGC
TGTTCCCAGGCCCCAGTAAGCCCTTTTGGGTCCTCGTTGTGGTAGGT
GGGGTACTCGCCTGCTACTCCCTGCTCGTCACTGTCGCATTCATCAT
CTTCTGGGTCAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTAC
ATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACC
AGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGT
GAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAG
AACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTAT
GACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGC
AAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTG
CAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAA
GGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGA
CTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAG
CCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 37)

[02931-[0277] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas
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(Péptido sefial en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQ
DINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISS
LQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQ
VQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGY
IYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLV
YCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPS
PLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDY
MNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQN
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQK
DKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDA
LHMQALPPR (SEC. ID. NO. 38)

[02941-[0278] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

GATATCCAGCTCACGCAATCCCCCTCAAGCTTGAGTGCCTCCGTGG
GCGACCGGGTGTCCTTCACATGTCAGGCAAGCCAAGACATAAATAA
TTTCCTGAATTGGTACCAACAAAAACCCGGCAAGGCTCCCAAACTC
CTGATTTATGATGCCTCCAATCTGGAGACCGGGGTCCCTTCTAGATT
CAGCGGAAGTGGCAGCGGCACAGACTTTACATTTACTATCTCTTCTC
TGCAACCAGAGGACATCGCCACATACTATTGCCAGCAATACGGCAA
TCTGCCCTTCACCTTCGGAGGCGGAACCAAGGTAGAAATTAAAAGG
GGCGGTGGAGGCTCCGGAGGGGGGGGCTCTGGCGGAGGGGGCTCC
CAAGTACAATTGCAGGAGTCAGGGCCTGGACTCGTGAAGCCTTCAG
AAACTTTGTCACTGACATGTACAGTGTCCGGCGGAAGCATTTCCAG
TTACTATTGGTCCTGGATTAGACAGCCACCCGGCAAAGGACTGGAA
TGGATTGGATATATCTACTACTCTGGATCTACAAACTATAATCCCAG
CCTCAAATCCAGGGTCACTATTAGTGTGGATACATCAAAGAATCAG
TTCTCCTTGAAGCTGAGCTCAGTCACTGCTGCCGACACCGCAGTGTA
CTATTGTGTGAGCCTGGTCTACTGCGGCGGAGATTGCTACAGCGGT
TTCGATTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTTACCGTTAGTTCCGCGG
CTGCTCTTGATAACGAGAAGTCCAACGGTACGATTATCCACGTTAA
GGGTAAGCACCTTTGCCCTAGCCCGCTGTTCCCAGGCCCCAGTAAG
CCCTTTTGGGTCCTCGTTGTGGTAGGTGGGGTACTCGCCTGCTACTC
CCTGCTCGTCACTGTCGCATTCATCATCTTCTGGGTCAGATCCAAAA
GAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCG
CCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGA
GATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAG



94

ATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCT
CAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAG

AGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCC
CCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGA

AGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAA
AGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGAT
ACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID.
NO. 39)

[0298]-[0279] Clon 24C1 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

DIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIY
DASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFG
GGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTV
SGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYTYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVS
SAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACY
SLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRD
FAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGR
DPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHD
GLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 40)

[0296]1-[0280] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR ADN AA Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGGATATCCAGCTGACCCAGTCTCCATCCTCTT
TGAGTGCCTCCGTGGGTGACCGCGTCTCTTTCACTTGCCAAGCCAGC
CAAGACATCAACAACTTTCTGAATTGGTACCAGCAGAAACCAGGCA
AAGCACCAAAGCTCCTCATCTACGACGCCTCCAACCTGGAAACCGG
GGTGCCCAGCAGGTTTAGCGGGAGCGGTTCTGGCACGGATTTTACG
TTCACCATCTCCTCTCTGCAGCCCGAGGATATAGCTACTTATTACTG
TCAGCAGTACGGGAATCTGCCATTTACTTTTGGGGGTGGAACTAAG
GTGGAAATCAAAAGGGGCGGCGGGGGAAGCGGGGGCGGGGGCTCA
GGTGGCGGAGGGAGCCAGGTGCAACTCCAGGAAAGTGGCCCAGGA
TTGGTGAAGCCCAGCGAGACCCTTTCCCTTACTTGTACTGTTAGCGG
AGGCAGCATAAGCAGCTACTATTGGTCCTGGATCAGACAGCCACCA
GGGAAAGGGCTTGAATGGATTGGCTACATTTACTATTCCGGGTCCA
CCAACTACAACCCATCCCTCAAGTCCCGCGTGACAATTTCCGTCGA
CACAAGCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAACTTAGTAGCGTCACTGCT
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GCAGATACAGCAGTGTACTATTGTGTCAGCCTTGTCTACTGTGGCG
GCGACTGCTACAGTGGCTTTGATTACTGGGGACAGGGCACGCTCGT
GACAGTGTCCAGCGCTGCGGCTATCGAGGTAATGTATCCGCCACCG
TATCTGGACAACGAGAAGTCTAATGGGACAATCATTCACGTGAAGG
GGAAGCACCTGTGTCCATCCCCCCTGTTTCCGGGTCCCAGTAAACCC
TTCTGGGTGCTTGTTGTCGTTGGCGGGGTGCTGGCCTGCTATTCCCT
GCTGGTGACCGTCGCGTTTATTATTTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAA
GCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCC
TGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGAT
TTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATG
CACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAA
CCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGG
ACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCA
GGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGC
CTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGG
GCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACT
TATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID.
NO. 41)

[0297]1-[0281] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefial en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQ
DINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISS
LQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQ
VQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGY
IYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLV
YCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHV
KGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRS
RLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAP
AYQQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG
LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDA
LHMQALPPR (SEC. ID. NO. 42)

[0298]-[0282] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

GATATCCAGCTGACCCAGTCTCCATCCTCTTTGAGTGCCTCCGTGGG
TGACCGCGTCTCTTTCACTTGCCAAGCCAGCCAAGACATCAACAAC
TTTCTGAATTGGTACCAGCAGAAACCAGGCAAAGCACCAAAGCTCC
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TCATCTACGACGCCTCCAACCTGGAAACCGGGGTGCCCAGCAGGTT
TAGCGGGAGCGGTTCTGGCACGGATTTTACGTTCACCATCTCCTCTC
TGCAGCCCGAGGATATAGCTACTTATTACTGTCAGCAGTACGGGAA
TCTGCCATTTACTTTTGGGGGTGGAACTAAGGTGGAAATCAAAAGG
GGCGGCGGGGGAAGCGGGGGCGGGGGCTCAGGTGGCGGAGGGAG

CCAGGTGCAACTCCAGGAAAGTGGCCCAGGATTGGTGAAGCCCAG

CGAGACCCTTTCCCTTACTTGTACTGTTAGCGGAGGCAGCATAAGC

AGCTACTATTGGTCCTGGATCAGACAGCCACCAGGGAAAGGGCTTG
AATGGATTGGCTACATTTACTATTCCGGGTCCACCAACTACAACCC

ATCCCTCAAGTCCCGCGTGACAATTTCCGTCGACACAAGCAAGAAC
CAGTTCTCCCTGAAACTTAGTAGCGTCACTGCTGCAGATACAGCAG

TGTACTATTGTGTCAGCCTTGTCTACTGTGGCGGCGACTGCTACAGT
GGCTTTGATTACTGGGGACAGGGCACGCTCGTGACAGTGTCCAGCG
CTGCGGCTATCGAGGTAATGTATCCGCCACCGTATCTGGACAACGA
GAAGTCTAATGGGACAATCATTCACGTGAAGGGGAAGCACCTGTGT
CCATCCCCCCTGTTTCCGGGTCCCAGTAAACCCTTCTGGGTGCTTGT
TGTCGTTGGCGGGGTGCTGGCCTGCTATTCCCTGCTGGTGACCGTCG
CGTTTATTATTTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCAT
AGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGA
AACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCG

GAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAG
CAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGG

GAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAG

ATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTAT

AATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAG
GCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGT
ACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCA
CATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 43)

[02991-[0283] Clon 24C1 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

DIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIY
DASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFG
GGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTV
SGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVS
SAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVV
VGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY
QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYD
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VLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMKGE
RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 44)

[0300]1-[0284] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGGACATTCAATTGACCCAGTCCCCTAGCAGT
CTCTCAGCAAGTGTGGGAGATAGGGTGTCATTCACCTGTCAGGCTT
CACAGGACATCAACAACTTCCTCAATTGGTATCAGCAGAAGCCAGG
GAAGGCACCAAAGCTGCTCATATATGACGCTTCAAACCTTGAAACC
GGAGTACCTAGCCGCTTCAGCGGAAGCGGATCAGGGACTGACTTCA
CTTTTACCATCTCTTCACTGCAGCCCGAAGACATCGCCACATACTAC
TGCCAGCAGTACGGAAACTTGCCTTTTACATTTGGGGGCGGCACCA
AAGTGGAGATTAAGCGAGGGGGAGGCGGCTCAGGAGGCGGTGGCT
CCGGAGGCGGGGGTTCCCAGGTCCAGCTCCAGGAATCCGGCCCAGG
TCTGGTTAAGCCCAGTGAAACTTTGTCCCTCACGTGTACTGTGAGCG
GTGGTTCAATCTCCTCATACTATTGGTCTTGGATACGGCAACCTCCT
GGAAAGGGCCTCGAGTGGATCGGCTATATCTACTATAGTGGCTCCA
CTAATTACAACCCTTCCCTCAAGTCCAGAGTCACCATTTCCGTGGAC
ACATCTAAGAACCAGTTCAGTCTGAAGTTGTCCAGCGTTACAGCCG
CAGACACAGCCGTTTATTACTGTGTGTCTCTTGTTTACTGCGGGGGA
GACTGTTATAGCGGCTTCGATTACTGGGGCCAGGGCACCTTGGTCA
CAGTCTCTTCCGCGGCCGCCCTCTCTAACAGTATTATGTACTTTTCT
CATTTTGTACCCGTGTTCCTTCCCGCTAAGCCAACTACTACCCCGGC
CCCACGGCCGCCTACCCCTGCACCCACAATAGCCAGTCAGCCTTTG
AGCCTGAGACCTGAGGCTTGTCGGCCGGCTGCTGGGGGTGCAGTGC
ACACACGAGGTCTTGATTTTGCTTGCGACATATACATCTGGGCCCCT
CTGGCCGGGACCTGTGGGGTGCTGCTTCTGAGCTTGGTCATCACGCT
CTATTGCAACCATCGCAACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCAT
AGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGA
AACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCG
GAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAG
CAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGG
GAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAG
ATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTAT
AATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAG
GCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGT
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ACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCA
CATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 45)

[0304}-[0285] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQ
DINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISS
LQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQ
VQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGY
IYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCVSLV
YCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTT
TPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPL
AGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY
QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYD
VLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGE
RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 46)

[0302]-[0286] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

GACATTCAATTGACCCAGTCCCCTAGCAGTCTCTCAGCAAGTGTGG
GAGATAGGGTGTCATTCACCTGTCAGGCTTCACAGGACATCAACAA
CTTCCTCAATTGGTATCAGCAGAAGCCAGGGAAGGCACCAAAGCTG
CTCATATATGACGCTTCAAACCTTGAAACCGGAGTACCTAGCCGCT
TCAGCGGAAGCGGATCAGGGACTGACTTCACTTTTACCATCTCTTCA
CTGCAGCCCGAAGACATCGCCACATACTACTGCCAGCAGTACGGAA
ACTTGCCTTTTACATTTGGGGGCGGCACCAAAGTGGAGATTAAGCG
AGGGGGAGGCGGCTCAGGAGGCGGTGGCTCCGGAGGCGGGGGTTC
CCAGGTCCAGCTCCAGGAATCCGGCCCAGGTCTGGTTAAGCCCAGT
GAAACTTTGTCCCTCACGTGTACTGTGAGCGGTGGTTCAATCTCCTC
ATACTATTGGTCTTGGATACGGCAACCTCCTGGAAAGGGCCTCGAG
TGGATCGGCTATATCTACTATAGTGGCTCCACTAATTACAACCCTTC
CCTCAAGTCCAGAGTCACCATTTCCGTGGACACATCTAAGAACCAG
TTCAGTCTGAAGTTGTCCAGCGTTACAGCCGCAGACACAGCCGTTT
ATTACTGTGTGTCTCTTGTTTACTGCGGGGGAGACTGTTATAGCGGC
TTCGATTACTGGGGCCAGGGCACCTTGGTCACAGTCTCTTCCGCGGC
CGCCCTCTCTAACAGTATTATGTACTTTTCTCATTTTGTACCCGTGTT
CCTTCCCGCTAAGCCAACTACTACCCCGGCCCCACGGCCGCCTACC
CCTGCACCCACAATAGCCAGTCAGCCTTTGAGCCTGAGACCTGAGG
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CTTGTCGGCCGGCTGCTGGGGGTGCAGTGCACACACGAGGTCTTGA
TTTTGCTTGCGACATATACATCTGGGCCCCTCTGGCCGGGACCTGTG
GGGTGCTGCTTCTGAGCTTGGTCATCACGCTCTATTGCAACCATCGC
AACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATA
TGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTA
CGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTT
TCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAAC
TGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTT
GGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAG
ACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGA
TAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCG
GAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCAC
TGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCA
CCTAGG (SEC. ID. NO. 47)

[0303}-[0287] Clon 24C1 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

DIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIY
DASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFG
GGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTV
SGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTADTAVYYCVSLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSS
AAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR
PAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSK
RSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSAD
APAYQQGQNQLYNELNLGREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQE
GLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATK
DTYDALHMQA LPPR (SEC. ID. NO. 48)

[0304]-[0288] Clon 24C8 Cadena Pesada (HC) ADN

CAGGTACAGCTGCAGGAATCTGGGCCCGGACTTGTCAAGCCAAGTC
AGACACTTTCTCTTACATGTACCGTGAGCGGCGGAAGTATAAGCAG
TGGAGGCTTTTACTGGTCTTGGATACGGCAGCACCCAGGCAAAGGC
TTGGAGTGGATTGGATACATTCATCATTCAGGATCTACACACTATA
ATCCATCCCTTAAGTCCCGGGTCACCATTAGCATTGATACGTCTAAG
AATCTGTTCAGTCTCAGGCTGTCCTCCGTCACTGCTGCCGACACAGC
CGTGTACTACTGCGCCTCCTTGGTTTACTGCGGAGGCGACTGTTATA
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GCGGCTTTGATTATTGGGGGCAGGGGACCCTCGTAACCGTGAGCTC
T (SEC. ID. NO. 48)

[0305]-[0289] Clon 24C8 AA HC (CDR en Subrayado)

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGFYWSWIRQHPGKGLE
WIGYIHHSGSTHYNPSLKSRVTISIDTSKNLFSLRLSSVTAADTAVYYCA
SLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSS (SEC. ID. NO. 50)

[0306]-[0290] Clon 24C8 HC CDR1 AA:  GGSISSGGF (SEC. ID. NO. 51)
[0307]-[0291] Clon 24C8 HC CDR2 AA:  HHSGS (SEC. ID. NO. 52)
[0308]-[0292] Clon 24C8 HC CDR3 AA: LVYCGGDCYS GFDY (SEC. ID. NO. 53)
[0309}-[0293] Clon 24C8 Cadena Ligera (LC) ADN

GATATCCAGCTCACTCAAAGCCCCTCTAGTCTCTCTGCCTCAGTGGG
GGATCGGGTCAGTTTTACTTGTCAAGCTTCACAGGATATCAACAAC
TTCCTTAATTGGTATCAGCAGAAGCCAGGAAAAGCACCCAAGCTGC
TCATCTATGATGCCTCAAATTTGGAGACGGGTGTTCCCAGTCGATTC
TCTGGGTCAGGGTCCGGGACCGACTTTACGTTTACGATCTCCTCTCT
GCAGCCCGAAGACATCGCCACATACTATTGTCAACAGTACGGCAAC
TTGCCTTTCACATTTGGGGGCGGGACTAAGGTTGAAATCAAGAGG
(SEC. ID. NO. 54)

[0310}-[0294] Clon 24C8 LC AA (CDR en Subrayado)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIY
DASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFG
GGTKVEIKR (SEC. ID. NO. 55)

[0311]}-[0295] Clon 24C8 LC CDR1AA:  QASQDINNFLN (SEC. ID. NO. 56)
[0312]-[0296] Clon 24C8 LC CDR2 AA:  DASNLET (SEC. ID. NO. 57)
[0343]}-[0297] Clon 24C8 LC CDR3 AA:  QQYGNLPFT (SEC. ID. NO. 58)

[0314]-[0298] Clon 24C8 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas
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ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTACAGCTGCAGGAATCTGGGCCCGG
ACTTGTCAAGCCAAGTCAGACACTTTCTCTTACATGTACCGTGAGCG
GCGGAAGTATAAGCAGTGGAGGCTTTTACTGGTCTTGGATACGGCA
GCACCCAGGCAAAGGCTTGGAGTGGATTGGATACATTCATCATTCA
GGATCTACACACTATAATCCATCCCTTAAGTCCCGGGTCACCATTAG
CATTGATACGTCTAAGAATCTGTTCAGTCTCAGGCTGTCCTCCGTCA
CTGCTGCCGACACAGCCGTGTACTACTGCGCCTCCTTGGTTTACTGC
GGAGGCGACTGTTATAGCGGCTTTGATTATTGGGGGCAGGGGACCC
TCGTAACCGTGAGCTCTGGAGGGGGTGGGAGCGGGGGAGGAGGTT
CAGGGGGGGGCGGCTCCGATATCCAGCTCACTCAAAGCCCCTCTAG
TCTCTCTGCCTCAGTGGGGGATCGGGTCAGTTTTACTTGTCAAGCTT
CACAGGATATCAACAACTTCCTTAATTGGTATCAGCAGAAGCCAGG
AAAAGCACCCAAGCTGCTCATCTATGATGCCTCAAATTTGGAGACG
GGTGTTCCCAGTCGATTCTCTGGGTCAGGGTCCGGGACCGACTTTAC
GTTTACGATCTCCTCTCTGCAGCCCGAAGACATCGCCACATACTATT
GTCAACAGTACGGCAACTTGCCTTTCACATTTGGGGGCGGGACTAA
GGTTGAAATCAAGAGGGCCGCTGCACTGGACAATGAGAAGTCCAA
CGGCACCATCATCCACGTGAAGGGCAAGCACCTGTGCCCTAGTCCT
CTGTTCCCAGGCCCATCCAAACCTTTTTGGGTTCTTGTTGTGGTCGG
GGGGGTGCTGGCCTGCTATTCTCTGCTGGTCACGGTGGCCTTCATAA
TTTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTA
CATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTAC
CAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGG
TGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCA
GAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTA
TGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGG
CAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCT
GCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAA
AGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGG
ACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAA
GCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 59)

[0345]1-[0299] Clon 24C8 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSG
GSISSGGFYWSWIRQHPGKGLEWIGYIHHSGSTHYNPSLKSRVTISIDTS
KNLFSLRLSSVTAADTAVYYCASLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVS
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SGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFL
NWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDI
ATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCP
SPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDY
MNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQN
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQK
DKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALP
PR (SEC. ID. NO. 60)

[0316]-[0300] Clon 24C8 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTACAGCTGCAGGAATCTGGGCCCGGACTTGTCAAGCCAAGTC
AGACACTTTCTCTTACATGTACCGTGAGCGGCGGAAGTATAAGCAG
TGGAGGCTTTTACTGGTCTTGGATACGGCAGCACCCAGGCAAAGGC
TTGGAGTGGATTGGATACATTCATCATTCAGGATCTACACACTATA
ATCCATCCCTTAAGTCCCGGGTCACCATTAGCATTGATACGTCTAAG
AATCTGTTCAGTCTCAGGCTGTCCTCCGTCACTGCTGCCGACACAGC
CGTGTACTACTGCGCCTCCTTGGTTTACTGCGGAGGCGACTGTTATA
GCGGCTTTGATTATTGGGGGCAGGGGACCCTCGTAACCGTGAGCTC
TGGAGGGGGTGGGAGCGGGGGAGGAGGTTCAGGGGGGGGCGGCTC
CGATATCCAGCTCACTCAAAGCCCCTCTAGTCTCTCTGCCTCAGTGG
GGGATCGGGTCAGTTTTACTTGTCAAGCTTCACAGGATATCAACAA
CTTCCTTAATTGGTATCAGCAGAAGCCAGGAAAAGCACCCAAGCTG
CTCATCTATGATGCCTCAAATTTGGAGACGGGTGTTCCCAGTCGATT
CTCTGGGTCAGGGTCCGGGACCGACTTTACGTTTACGATCTCCTCTC
TGCAGCCCGAAGACATCGCCACATACTATTGTCAACAGTACGGCAA
CTTGCCTTTCACATTTGGGGGCGGGACTAAGGTTGAAATCAAGAGG
GCCGCTGCACTGGACAATGAGAAGTCCAACGGCACCATCATCCACG
TGAAGGGCAAGCACCTGTGCCCTAGTCCTCTGTTCCCAGGCCCATC
CAAACCTTTTTGGGTTCTTGTTGTGGTCGGGGGGGTGCTGGCCTGCT
ATTCTCTGCTGGTCACGGTGGCCTTCATAATTTTCTGGGTTAGATCC
AAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCAC
GCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACC
TAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCT
GCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAAC
GAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAG
CGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAA
AACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATG
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GCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGG
GGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACG
AAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG
(SEC. ID. NO. 61)

[031471-[0301] Clon 24C8 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGFYWSWIRQHPGKGLE
WIGYTHHSGSTHYNPSLKSRVTISIDTSKNLFSLRLSSVTAADTAVYYCA
SLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQ
SPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLE
TGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVE
IKRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLA
CYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPY APP
RDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRR
GRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKG
HDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 62)

[0318}-[0302] Clon 24C8 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGTCCGGG
ACTTGTCAAGCCGTCCCAAACGCTGAGTCTGACGTGTACTGTCTCTG
GTGGCTCTATTTCTTCCGGGGGCTTTTATTGGTCTTGGATCAGACAA
CACCCTGGCAAAGGGCTGGAGTGGATAGGGTATATTCACCACTCTG
GGTCCACTCACTACAACCCATCATTGAAATCCAGAGTGACTATCTC
AATCGACACATCCAAGAACCTTTTCAGCCTGAGGTTGTCATCAGTT
ACCGCCGCTGACACCGCGGTGTATTATTGCGCCTCTCTCGTGTACTG
CGGTGGCGATTGTTATAGTGGCTTTGACTACTGGGGGCAGGGGACA
TTGGTTACCGTTTCAAGTGGAGGCGGTGGGTCTGGCGGGGGCGGTA
GCGGAGGTGGGGGGAGCGACATACAGCTTACGCAGAGCCCCTCCA
GCCTTTCAGCCTCCGTGGGGGATAGGGTGTCCTTTACCTGCCAGGCT
TCCCAGGACATAAACAACTTCCTCAATTGGTATCAGCAAAAGCCCG
GGAAAGCACCAAAGCTGCTCATCTACGATGCCAGCAACCTGGAAAC
CGGAGTGCCGTCTCGCTTCTCTGGAAGTGGCAGTGGGACCGATTTC
ACTTTTACAATCTCAAGTTTGCAGCCAGAAGACATTGCAACATACT
ACTGTCAACAGTACGGCAATCTCCCCTTTACATTTGGGGGGGGAAC
TAAAGTGGAGATTAAGCGCGCTGCAGCCATTGAAGTTATGTATCCG
CCCCCGTATCTGGATAACGAGAAATCTAATGGTACCATAATACATG
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TGAAGGGGAAGCACCTCTGTCCATCACCGCTGTTCCCCGGCCCTTC

AAAACCTTTCTGGGTACTCGTTGTCGTGGGTGGAGTTCTGGCCTGCT
ATAGTCTGCTGGTGACCGTGGCGTTTATCATCTTCTGGGTAAGATCC
AAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCAC
GCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACC
TAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCT

GCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAAC

GAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAG

CGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAA
AACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATG

GCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGG
GGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACG

AAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGT

AA (SEC. ID. NO. 63)

[03191-[0303] Clon 24C8 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefial en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSG
GSISSGGFYWSWIRQHPGKGLEWIGYIHHSGSTHYNPSLKSRVTISID
TSKNLFSLRLSSVTAADTAVYYCASLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQ
DINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTFTI
SSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVEIKRAAAIEVMYPPPYLDN
EKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVA
FIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS
RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEM
GGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLY
QGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 64)

[0320]-[0304] Clon 24C8 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGCTGCAGGAAAGCGGTCCGGGACTTGTCAAGCCGTCCC
AAACGCTGAGTCTGACGTGTACTGTCTCTGGTGGCTCTATTTCTTCC
GGGGGCTTTTATTGGTCTTGGATCAGACAACACCCTGGCAAAGGGC
TGGAGTGGATAGGGTATATTCACCACTCTGGGTCCACTCACTACAA
CCCATCATTGAAATCCAGAGTGACTATCTCAATCGACACATCCAAG
AACCTTTTCAGCCTGAGGTTGTCATCAGTTACCGCCGCTGACACCGC
GGTGTATTATTGCGCCTCTCTCGTGTACTGCGGTGGCGATTGTTATA
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GTGGCTTTGACTACTGGGGGCAGGGGACATTGGTTACCGTTTCAAG
TGGAGGCGGTGGGTCTGGCGGGGGCGGTAGCGGAGGTGGGGGGAG
CGACATACAGCTTACGCAGAGCCCCTCCAGCCTTTCAGCCTCCGTG
GGGGATAGGGTGTCCTTTACCTGCCAGGCTTCCCAGGACATAAACA
ACTTCCTCAATTGGTATCAGCAAAAGCCCGGGAAAGCACCAAAGCT
GCTCATCTACGATGCCAGCAACCTGGAAACCGGAGTGCCGTCTCGC
TTCTCTGGAAGTGGCAGTGGGACCGATTTCACTTTTACAATCTCAAG
TTTGCAGCCAGAAGACATTGCAACATACTACTGTCAACAGTACGGC
AATCTCCCCTTTACATTTGGGGGGGGAACTAAAGTGGAGATTAAGC
GCGCTGCAGCCATTGAAGTTATGTATCCGCCCCCGTATCTGGATAA
CGAGAAATCTAATGGTACCATAATACATGTGAAGGGGAAGCACCTC
TGTCCATCACCGCTGTTCCCCGGCCCTTCAAAACCTTTCTGGGTACT
CGTTGTCGTGGGTGGAGTTCTGGCCTGCTATAGTCTGCTGGTGACCG
TGGCGTTTATCATCTTCTGGGTAAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCT
CCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACA
AGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCT
ATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTA
TCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGC
AGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCT
GAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTC
TATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAA
TAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTT
TGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCT
CCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 65)

[03214]1-[0305] Clon 24C8 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGFYWSWIRQHPGKGLE

WIGYTHHSGSTHYNPSLKSRVTISIDTSKNLFSLRLSSVTAADTAVYYCA
SLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQ
SPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLE
TGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVE
IKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVL

VVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRK
HYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE
YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR(SEC. ID. NO. 66)



106

[0322}-[0306] Clon 24C8 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGTTGCAGGAAAGCGGGCCTGG
CCTTGTGAAACCAAGCCAGACACTGAGCCTGACATGCACTGTGTCC
GGCGGGTCCATATCTTCCGGGGGTTTTTATTGGTCCTGGATACGCCA
GCATCCCGGGAAAGGACTTGAATGGATTGGATATATCCACCATTCC
GGAAGCACCCACTACAATCCAAGCCTTAAATCCCGGGTGACAATCT
CCATCGACACCTCAAAGAATCTTTTTTCCCTGCGGTTGTCTTCAGTA
ACTGCCGCCGATACCGCTGTGTACTACTGTGCCAGCCTCGTCTATTG
CGGCGGAGATTGTTATTCTGGGTTCGATTATTGGGGTCAAGGCACA
CTGGTAACTGTCAGCAGCGGAGGCGGCGGTTCCGGGGGCGGGGGL
AGTGGAGGGGGCGGATCTGACATTCAGCTTACGCAGTCCCCATCTT
CACTTAGCGCCAGCGTTGGCGATCGGGTCAGCTTCACGTGTCAAGC
AAGTCAGGATATCAACAACTTTCTTAACTGGTACCAGCAGAAGCCA
GGCAAGGCACCCAAGTTGCTGATTTACGATGCTTCTAACCTCGAGA
CGGGAGTGCCTAGCCGCTTCTCCGGGAGCGGCAGCGGCACAGACTT
TACCTTTACGATTTCCAGTCTGCAGCCAGAGGATATAGCAACTTATT
ACTGTCAGCAGTATGGCAACCTCCCTTTTACCTTCGGTGGTGGCACA
AAGGTCGAGATTAAAAGAGCCGCAGCGTTGTCCAACTCCATAATGT
ATTTTTCTCATTTTGTGCCCGTCTTTCTGCCTGCCAAACCTACCACCA
CCCCCGCCCCACGACCACCTACTCCAGCCCCCACCATCGCCTCCCA
GCCCCTCAGCCTGAGGCCAGAGGCTTGTCGCCCTGCTGCGGGGGGC
GCTGTCCATACCAGAGGACTCGACTTCGCCTGCGATATTTATATATG
GGCCCCCCTCGCCGGCACCTGCGGAGTCTTGCTCCTGAGCCTTGTGA
TCACGCTTTATTGTAACCATCGGAATAGATCCAAAAGAAGCCGCCT
GCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCC
ACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTG
CCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGC
GTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGA
CGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGAC
CCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGT
CTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTG
AAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGAC
GGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACG
CTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC.ID. NO. 67)

[0323}-[0307] Clon 24C8 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas
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(Péptido sefial en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSG
GSISSGGFYWSWIRQHPGKGLEWIGYIHHSGSTHYNPSLKSRVTISIDTS
KNLFSLRLSSVTAADTAVYYCASLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFL
NWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDI
ATYYCQYGNLPFTFGGGTKVEIKRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTT
TPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPL
AGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY
QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYD
VLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGE
RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 68)

[03241-[0308] Clon 24C8 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGTTGCAGGAAAGCGGGCCTGGCCTTGTGAAACCAAGCC
AGACACTGAGCCTGACATGCACTGTGTCCGGCGGGTCCATATCTTC
CGGGGGTTTTTATTGGTCCTGGATACGCCAGCATCCCGGGAAAGGA
CTTGAATGGATTGGATATATCCACCATTCCGGAAGCACCCACTACA
ATCCAAGCCTTAAATCCCGGGTGACAATCTCCATCGACACCTCAAA
GAATCTTTTTTCCCTGCGGTTGTCTTCAGTAACTGCCGCCGATACCG
CTGTGTACTACTGTGCCAGCCTCGTCTATTGCGGCGGAGATTGTTAT
TCTGGGTTCGATTATTGGGGTCAAGGCACACTGGTAACTGTCAGCA
GCGGAGGCGGCGGTTCCGGGGGCGGGGGCAGTGCAGGGGGCGGAT
CTGACATTCAGCTTACGCAGTCCCCATCTTCACTTAGCGCCAGCGTT
GGCGATCGGGTCAGCTTCACGTGTCAAGCAAGTCAGGATATCAACA
ACTTTCTTAACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCAAGGCACCCAAGTT
GCTGATTTACGATGCTTCTAACCTCGAGACGGGAGTGCCTAGCCGC
TTCTCCGGGAGCGGCAGCGGCACAGACTTTACCTTTACGATTTCCA
GTCTGCAGCCAGAGGATATAGCAACTTATTACTGTCAGCAGTATGG
CAACCTCCCTTTTACCTTCGGTGGTGGCACAAAGGTCGAGATTAAA
AGAGCCGCAGCGTTGTCCAACTCCATAATGTATTTTTCTCATTTTGT
GCCCGTCTTTCTGCCTGCCAAACCTACCACCACCCCCGCCCCACGAC
CACCTACTCCAGCCCCCACCATCGCCTCCCAGCCCCTCAGCCTGAG
GCCAGAGGCTTGTCGCCCTGCTGCGGGGGGCGCTGTCCATACCAGA
GGACTCGACTTCGCCTGCGATATTTATATATGGGCCCCCCTCGCCGG
CACCTGCGGAGTCTTGCTCCTGAGCCTTGTGATCACGCTTTATTGTA
ACCATCGGAATAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTA
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CATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTAC
CAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGG
TGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCA
GAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTA
TGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGG
CAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCT
GCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAA
AGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGG
ACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAA
GCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 69)

[0325]1-[0309] Clon 24C8 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGFYWSWIRQHPGKGLE
WIGYTHHSGSTHYNPSLKSRVTISIDTSKNLFSLRLSSVTAADTAVYYCA
SLVYCGGDCYSGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQ
SPSSLSASVGDRVSFTCQASQDINNFLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLE
TGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQYGNLPFTFGGGTKVE
IKRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPE
ACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRS
ADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKN
PQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTA
TKDTYDALHM QALPPR (SEC. ID. NO. 70)

[0326]-[0310] Clon 20C5.1 HC ADN

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAAACCAGGT
GCCTCCGTTAAAGTGAGTTGCAAAGTCTCTGGATACACTCTGACCG
AGCTCTCTATGCACTGGGTCCGGCAGGCCCCCGGCAAGGGATTGGA
ATGGATGGGCGGGTTCGATCCTGAGGACGGAGAGACTATCTACGCT
CAAAAATTCCAGGGACGAGTGACTGTGACCGAAGACACTAGTACC
GACACTGCCTACATGGAACTTTCCTCTCTGCGATCAGAAGATACCG
CAGTGTACTACTGTGCTACTGAATCTAGGGGCATTGGATGGCCCTA
CTTCGATTACTGGGGTCAGGGAACTCTGGTGACTGTCTCCAGC (SEC.
ID. NO. 71)

[03271-[0311] Clon 20C5.1 AA HC (CDR en Subrayado)
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLE
WMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAV
YYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVTVSS (SEC. ID. NO. 72)

[0328}-[0312] Clon 20C5.1 HC AA CDR1:  GYTLTEL (SEC. ID. NO. 73)
[0329}-[0313] Clon 20C5.1 HC AA CDR2: DPEDGE (SEC. ID. NO. 74)
[0330}-[0314] Clon 20C5.1 HC AA CDR3: ESRGIGWPYFDY (SEC. ID. NO. 75)
[0334}-[0315] Clon 20C5.1 LC ADN

GATATTCAGATGACTCAATCTCCTTCTTCTCTGTCCGCTTCCGTGGG
CGATAGAGTGACCATTACTTGTAGGGCGTCCCAGTCAATCTCCAGT
TATTTGAATTGGTATCAGCAGAAGCCCGGGAAAGCACCTAAGCTGT
TGATCAGCGGGGCTTCTAGCCTGAAGAGTGGGGTACCTTCACGGTT
CAGCGGAAGCGGAAGCGGAACCGATTTCACCCTGACTATCAGCAGC
CTGCCACCTGAGGACTTTGCAACTTACTACTGCCAACAGTCATACA
GCACTCCGATCACTTTCGGCCAGGGCACCCGGCTCGAAATCAAGCG
C (SEC. ID. NO. 76)

[0332}-[0316] Clon 20C5.1 AA LC (CDR en Subrayado)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIS
GASSLKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPEDFATYYCQQSYSTPITFGQ
GTRLEIKR (SEC. ID. NO. 77)

[0333]-[0317] Clon 20C5.1 AA LC CDR1: RASQSISSYLN (SEC. ID. NO. 78)
[0334]-[0318] Clon 20C5.1 AALC CDR2: GASSLKS (SEC. ID. NO. 79)
[03356}-[0319] Clon 20C5.1 AALC CDR3: QQSYSTPIT (SEC. ID. NO. 80)
[0336]-[0320] Clon 20C5.1 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTCCAACTGGTGCAGTCCGGAGCCGAA
GTCAAGAAACCAGGTGCCTCCGTTAAAGTGAGTTGCAAAGTCTCTG
GATACACTCTGACCGAGCTCTCTATGCACTGGGTCCGGCAGGCCCC
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CGGCAAGGGATTGGAATGGATGGGCGGGTTCGATCCTGAGGACGG
AGAGACTATCTACGCTCAAAAATTCCAGGGACGAGTGACTGTGACC
GAAGACACTAGTACCGACACTGCCTACATGGAACTTTCCTCTCTGC
GATCAGAAGATACCGCAGTGTACTACTGTGCTACTGAATCTAGGGG
CATTGGATGGCCCTACTTCGATTACTGGGGTCAGGGAACTCTGGTG
ACTGTCTCCAGCGGTGGAGGTGGCAGCGGTGGTGGCGGAAGCGGG
GGGGGCGGCTCTGATATTCAGATGACTCAATCTCCTTCTTCTCTGTC
CGCTTCCGTGGGCGATAGAGTGACCATTACTTGTAGGGCGTCCCAG
TCAATCTCCAGTTATTTGAATTGGTATCAGCAGAAGCCCGGGAAAG
CACCTAAGCTGTTGATCAGCGGGGCTTCTAGCCTGAAGAGTGGGGT
ACCTTCACGGTTCAGCGGAAGCGGAAGCGGAACCGATTTCACCCTG
ACTATCAGCAGCCTGCCACCTGAGGACTTTGCAACTTACTACTGCC
AACAGTCATACAGCACTCCGATCACTTTCGGCCAGGGCACCCGGCT
CGAAATCAAGCGCGCTGCTGCTTTGGACAATGAGAAGTCAAACGGC
ACCATCATACATGTTAAAGGTAAACATCTGTGTCCCTCCCCGCTGTT
CCCCGGCCCTTCCAAACCGTTCTGGGTTCTGGTGGTGGTCGGAGGC
GTACTCGCTTGCTATAGTCTGCTGGTAACTGTCGCCTTCATCATCTT
TTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATG
AATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGC
CTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAA
GTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAAC
CAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGAC
GTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAA
CCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAG
AAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGA
GAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTC
AGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCC
TGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 81)

[03371-[0321] Clon 20C5.1 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVK
VSCKVSGYTL
TELSMHWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVTEDTST
DTAYMELSSLRSEDTAVYYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVTVSSGG
GGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWY
QQKPGKAPKLLISGASSLKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPEDFATY
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YCQQSYSTPITFGQGTRLEIKRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFP
GPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNM
TPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLY
NELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKM
AEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
(SEC. ID. NO. 82)

[0338}-[0322] Clon 20C5.1 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTCCAACTGGTGCAGTCCGGAGCCGAAGTCAAGAAACCAGGT
GCCTCCGTTAAAGTGAGTTGCAAAGTCTCTGGATACACTCTGACCG
AGCTCTCTATGCACTGGGTCCGGCAGGCCCCCGGCAAGGGATTGGA
ATGGATGGGCGGGTTCGATCCTGAGGACGGAGAGACTATCTACGCT
CAAAAATTCCAGGGACGAGTGACTGTGACCGAAGACACTAGTACC
GACACTGCCTACATGGAACTTTCCTCTCTGCGATCAGAAGATACCG
CAGTGTACTACTGTGCTACTGAATCTAGGGGCATTGGATGGCCCTA
CTTCGATTACTGGGGTCAGGGAACTCTGGTGACTGTCTCCAGCGGT
GGAGGTGGCAGCGGTGGTGGCGGAAGCGGGGGGGGCGGCTCTGAT
ATTCAGATGACTCAATCTCCTTCTTCTCTGTCCGCTTCCGTGGGCGA
TAGAGTGACCATTACTTGTAGGGCGTCCCAGTCAATCTCCAGTTATT
TGAATTGGTATCAGCAGAAGCCCGGGAAAGCACCTAAGCTGTTGAT
CAGCGGGGCTTCTAGCCTGAAGAGTGGGGTACCTTCACGGTTCAGC
GGAAGCGGAAGCGGAACCGATTTCACCCTGACTATCAGCAGCCTGC
CACCTGAGGACTTTGCAACTTACTACTGCCAACAGTCATACAGCAC
TCCGATCACTTTCGGCCAGGGCACCCGGCTCGAAATCAAGCGCGCT
GCTGCTTTGGACAATGAGAAGTCAAACGGCACCATCATACATGTTA
AAGGTAAACATCTGTGTCCCTCCCCGCTGTTCCCCGGCCCTTCCAAA
CCGTTCTGGGTTCTGGTGGTGGTCGGAGGCGTACTCGCTTGCTATAG
TCTGCTGGTAACTGTCGCCTTCATCATCTTTTGGGTGAGATCCAAAA
GAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCG
CCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGA
GATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAG
ATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCT
CAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAG
AGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCC
CCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGA
AGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAA
AGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGAT
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ACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG  (SEC. ID.
NO. 83)

[03391-[0323] Clon 20C5.1 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLE
WMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAV
YYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQM
TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLISGASSL
KSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPEDFATYYCQQSYSTPITFGQGTRLE
IKRAAALDNEKSNGTIHHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLA
CYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPP
RDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRR
GRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKG
HDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 84)

[0340] [0324] Clon 20C5.1 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGCTTGTGCAGAGCGGGGCCGA
GGTGAAGAAGCCCGGGGCCAGCGTCAAAGTGTCCTGTAAGGTCAG
CGGTTACACCCTCACCGAGCTGAGCATGCACTGGGTACGGCAGGCT
CCCGGCAAAGGTCTTGAGTGGATGGGTGGATTTGATCCAGAAGATG
GAGAGACTATCTACGCCCAGAAGTTCCAGGGCCGGGTCACCGTAAC
AGAAGACACCTCAACTGACACCGCTTACATGGAGCTGAGTTCACTG
CGGTCCGAGGACACGGCCGTGTATTATTGTGCCACCGAGAGCCGCG
GAATCGGATGGCCTTACTTCGACTACTGGGGACAGGGTACACTTGT
TACAGTATCATCCGGGGGTGGCGGCTCTGGTGGGGGCGGCTCCGGA
GGGGGTGGATCAGATATCCAAATGACTCAAAGTCCAAGTTCCCTGT
CTGCCTCAGTCGGAGATAGAGTCACCATAACCTGCAGGGCAAGTCA
GTCCATCTCCTCCTATCTGAACTGGTACCAACAGAAACCTGGAAAG
GCGCCTAAGCTCCTGATCTCCGGAGCCTCATCTTTGAAATCCGGTGT
CCCATCTCGCTTCAGTGGCTCTGGAAGCGGTACAGATTTTACTTTGA
CCATTAGCAGCCTCCCACCGGAAGACTTTGCTACATATTACTGCCA
GCAGTCTTACTCAACCCCAATCACCTTCGGGCAAGGCACCAGACTC
GAAATAAAAAGAGCAGCTGCTATCGAGGTTATGTACCCACCGCCGT
ACTTGGATAACGAAAAAAGCAATGGGACCATCATTCATGTGAAGG
GTAAGCACCTTTGCCCTAGCCCACTGTTTCCTGGCCCGAGTAAACCC
TTTTGGGTACTTGTGGTCGTCGGCGGCGTGCTGGCCTGCTACTCACT
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CCTGGTTACCGTCGCATTCATCATCTTTTGGGTGAGATCCAAAAGAA
GCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCC

TGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGAT
TTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATG

CACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAA
CCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGG

ACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCA
GGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGC

CTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGG
GCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACT
TATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID.
NO. 85)

[0341]1-[0325] Clon 20C5.1 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVS
GYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVT
EDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISS
YLNWYQQKPGKAPKLLISGASSLKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPE
DFATYYCQQSYSTPITFGQGTRLEIKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTII
HVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRS
KRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSA
DAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP
QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLST
ATKDTYDALH MQALPPR (SEC. ID. NO. 86)

[0342]1-[0326] Clon 20C5.1 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGCTTGTGCAGAGCGGGGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGG
GCCAGCGTCAAAGTGTCCTGTAAGGTCAGCGGTTACACCCTCACCG
AGCTGAGCATGCACTGGGTACGGCAGGCTCCCGGCAAAGGTCTTGA
GTGGATGGGTGGATTTGATCCAGAAGATGGAGAGACTATCTACGCC
CAGAAGTTCCAGGGCCGGGTCACCGTAACAGAAGACACCTCAACTG
ACACCGCTTACATGGAGCTGAGTTCACTGCGGTCCGAGGACACGGC
CGTGTATTATTGTGCCACCGAGAGCCGCGGAATCGGATGGCCTTAC
TTCGACTACTGGGGACAGGGTACACTTGTTACAGTATCATCCGGGG
GTGGCGGCTCTGGTGGGGGCGGCTCCGGAGGGGGTGGATCAGATAT



114

CCAAATGACTCAAAGTCCAAGTTCCCTGTCTGCCTCAGTCGGAGAT
AGAGTCACCATAACCTGCAGGGCAAGTCAGTCCATCTCCTCCTATC
TGAACTGGTACCAACAGAAACCTGGAAAGGCGCCTAAGCTCCTGAT
CTCCGGAGCCTCATCTTTGAAATCCGGTGTCCCATCTCGCTTCAGTG
GCTCTGGAAGCGGTACAGATTTTACTTTGACCATTAGCAGCCTCCCA
CCGGAAGACTTTGCTACATATTACTGCCAGCAGTCTTACTCAACCCC
AATCACCTTCGGGCAAGGCACCAGACTCGAAATAAAAAGAGCAGC
TGCTATCGAGGTTATGTACCCACCGCCGTACTTGGATAACGAAAAA
AGCAATGGGACCATCATTCATGTGAAGGGTAAGCACCTTTGCCCTA
GCCCACTGTTTCCTGGCCCGAGTAAACCCTTTTGGGTACTTGTGGTC
GTCGGCGGCGTGCTGGCCTGCTACTCACTCCTGGTTACCGTCGCATT
CATCATCTTTTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGC
GATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAAC
ACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAG
CAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAG
GGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAA
GAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATG
GGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAAT
GAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGC
ATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTAC
CAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACA
TGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 87)

[03431-[0327] Clon 20C5.1 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLE
WMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAV
YYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQM
TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLISGASSL
KSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPEDFATYYCQQSYSTPITFGQGTRLE
IKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVL
VVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRK
HYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE
YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHM QALPPR (SEC. ID. NO.
88)

[03441-[0328] Clon 20C5.1 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas
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ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGTTGGTGCAAAGCGGCGCAGA

AGTTAAGAAACCTGGGGCGTCAGTTAAGGTGTCTTGCAAAGTATCT
GGCTATACCCTCACTGAGCTGTCCATGCATTGGGTAAGGCAGGCTC

CTGGAAAGGGGCTCGAATGGATGGGAGGATTTGACCCTGAAGACG

GAGAGACCATCTACGCCCAGAAATTCCAGGGTAGAGTAACAGTGA

CTGAGGACACTAGCACTGACACAGCGTACATGGAGCTGAGTTCTCT
GAGAAGTGAGGACACAGCCGTTTACTACTGCGCTACCGAGTCCAGA
GGTATTGGCTGGCCATACTTCGACTATTGGGGTCAGGGCACCCTGG

TTACAGTGAGTTCAGGAGGCGGGGGCTCTGGGGGGGGCGGTTCCGG
AGGGGGGGGCTCAGATATACAGATGACGCAGAGTCCATCAAGTCTC
TCAGCCAGCGTGGGAGATCGCGTGACTATTACTTGCCGCGCCAGCC
AGAGTATTAGCTCCTATCTGAATTGGTACCAGCAAAAGCCCGGGAA
GGCCCCTAAGCTTCTGATTTCTGGCGCCTCCTCTTTGAAGTCAGGTG
TGCCAAGCAGATTTAGCGGGTCTGGAAGTGGCACTGACTTTACACT
TACTATCTCCAGCCTGCCCCCAGAGGATTTTGCCACATATTACTGTC
AGCAAAGCTACTCTACTCCAATCACTTTCGGCCAGGGCACAAGATT
GGAGATTAAGAGGGCTGCCGCACTTTCAAATTCCATCATGTATTTC

AGCCATTTTGTGCCTGTTTTTCTTCCGGCCAAACCTACAACCACTCC
CGCCCCACGCCCACCTACTCCCGCCCCTACCATTGCCTCCCAGCCTC
TGTCTCTTAGACCTGAGGCTTGTAGACCTGCTGCCGGCGGAGCCGT

GCACACTCGCGGTCTGGACTTCGCCTGCGACATCTATATCTGGGCCC
CTCTGGCCGGCACCTGCGGCGTTCTCCTTCTCTCACTCGTAATCACA
CTCTATTGCAATCACAGGAACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCC
ATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAG
GAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTAT

CGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATC
AGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCA

GGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTG
AGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCT
ATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAAT
AGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTT
GTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTC
CACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 89)

[0345]-[0329] Clon 20C5.1 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefial en negrita)
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MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVS
GYTLTELSMHWVRQAPGKGLEWMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVT
EDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISS
YLNWYQQKPGKAPKLLISGASSLKSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPE
DFATYYCQQSYSTPITFGQGTRLEIKRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKP
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWA
PLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRK
HYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE
YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 90)

[03461-[0330] Clon 20C5.1 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGTTGGTGCAAAGCGGCGCAGAAGTTAAGAAACCTGGG
GCGTCAGTTAAGGTGTCTTGCAAAGTATCTGGCTATACCCTCACTGA
GCTGTCCATGCATTGGGTAAGGCAGGCTCCTGGAAAGGGGCTCGAA
TGGATGGGAGGATTTGACCCTGAAGACGGAGAGACCATCTACGCCC
AGAAATTCCAGGGTAGAGTAACAGTGACTGAGGACACTAGCACTG
ACACAGCGTACATGGAGCTGAGTTCTCTGAGAAGTGAGGACACAGC
CGTTTACTACTGCGCTACCGAGTCCAGAGGTATTGGCTGGCCATACT
TCGACTATTGGGGTCAGGGCACCCTGGTTACAGTGAGTTCAGGAGG
CGGGGGCTCTGGGGGGEGEGECGGTTCCGGAGGGGGGGGCTCAGATAT
ACAGATGACGCAGAGTCCATCAAGTCTCTCAGCCAGCGTGGGAGAT
CGCGTGACTATTACTTGCCGCGCCAGCCAGAGTATTAGCTCCTATCT
GAATTGGTACCAGCAAAAGCCCGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTGATT
TCTGGCGCCTCCTCTTTGAAGTCAGGTGTGCCAAGCAGATTTAGCG
GGTCTGGAAGTGGCACTGACTTTACACTTACTATCTCCAGCCTGCCC
CCAGAGGATTTTGCCACATATTACTGTCAGCAAAGCTACTCTACTCC
AATCACTTTCGGCCAGGGCACAAGATTGGAGATTAAGAGGGCTGCC
GCACTTTCAAATTCCATCATGTATTTCAGCCATTTTGTGCCTGTTTTT
CTTCCGGCCAAACCTACAACCACTCCCGCCCCACGCCCACCTACTCC
CGCCCCTACCATTGCCTCCCAGCCTCTGTCTCTTAGACCTGAGGCTT
GTAGACCTGCTGCCGGCGGAGCCGTGCACACTCGCGGTCTGGACTT
CGCCTGCGACATCTATATCTGGGCCCCTCTGGCCGGCACCTGCGGC
GTTCTCCTTCTCTCACTCGTAATCACACTCTATTGCAATCACAGGAA
CAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATG
ACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACG
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CACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTC
CAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTG
TATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGG
ACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGAC
GAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATA
AGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGA
GAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTG
CTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACC
TAGG (SEC. ID. NO. 91)

[03471-[0331] Clon 20C5.1 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGYTLTELSMHWVRQAPGKGLE
WMGGFDPEDGETIYAQKFQGRVTVTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAV

YYCATESRGIGWPYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQM
TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLISGASSL
KSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPPEDFATYYCQQSYSTPITFGQGTRLE
IKRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPE

ACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRN
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRS
ADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKN
PQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKD

TYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 92)

[0348][0332] Clon 20C5.2 HC ADN

CAGGTCCAGTTGGTCGAAAGTGGCGGTGGTGTAGTGCAGCCGGGCC
GCAGTTTGAGGCTTTCCTGTGCGGCTTCAGGCTTTACTTTTTCCAGC
TATGGAATGCACTGGGTGCGGCAGGCCCCCGGCAAAGGACTTGAGT
GGGTGGCCGTCATTTCTTATGACGGATCAGATAAGTACTACGTGGA
CAGCGTCAAGGGCAGATTCACCATCTCTAGGGACAACAGTAAAAAT
AGACTCTACCTCCAGATGAATAGCCTCAGAGCTGAAGACACGGCCG
TCTACTATTGTGCTCGGGAGCGGTATAGTGGCAGAGACTACTGGGG
GCAGGGCACACTCGTTACAGTGAGTAGC (SEC. ID. NO. 93)
[0349]1-[0333] Clon 20C5.2 AA HC (CDR en Subrayado)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSS (SEC. ID. NO. 94)
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[0350}-[0334] Clon 20C5.2 HC AA CDR1: GFTFSSY (SEC. ID. NO. 95)

[0354]-[0335] Clon 20C5.2 HC AA CDR2: SYDGSD (SEC. ID. NO. 96)
[0352]-[0336] Clon 20C5.2 HC AA CDR3: ERYSGRDY (SEC. ID. NO. 97)
[0353]-[0337] Clon 20C5.2 LC ADN

GAGATTGTTATGACCCAGAGTCCTGCGACCCTCTCAGTCAGCCCCG
GGGAGCGCGCAACTTTGTCTTGCAGAGCTAGTCAGTCCGTGTCCTCT
CTTCTGACATGGTACCAGCAAAAGCCCGGGCAGGCTCCGCGCCTTT
TGATCTTTGGGGCTTCAACAAGAGCCACTGGGATTCCCGCACGATT
CTCTGGCTCCGGGAGCGGTACTGGTTTCACCCTGACGATTAGCAGT
CTCCAGAGCGAGGACTTCGCCGTATACTACTGCCAGCAGTACGATA
CGTGGCCATTCACTTTTGGACCAGGGACTAAAGTGGATTTTAAGCG
C (SEC. ID. NO. 98)

[0354]-[0338] Clon 20C5.2 AA LC (CDR en Subrayado)

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIF
GASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPETF
GPGTKVDFKR (SEC. ID. NO. 99)

[0355}-[0339] Clon 20C5.2 AA LC CDR1: RASQSVSSLLT (SEC. ID. NO. 100)
[0356]1-[0340] Clon 20C5.2 AA LC CDR2: GASTRAT (SEC. ID. NO. 101)
[0357}-[0341] Clon 20C5.2 AA LC CDR3: QQYDTWPFT (SEC. ID. NO. 102)
[0358]-[0342] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTCCAGTTGGTCGAAAGTGGCGGTGGT
GTAGTGCAGCCGGGCCGCAGTTTGAGGCTTTCCTGTGCGGCTTCAG
GCTTTACTTTTTCCAGCTATGGAATGCACTGGGTGCGGCAGGCCCCC
GGCAAAGGACTTGAGTGGGTGGCCGTCATTTCTTATGACGGATCAG
ATAAGTACTACGTGGACAGCGTCAAGGGCAGATTCACCATCTCTAG
GGACAACAGTAAAAATAGACTCTACCTCCAGATGAATAGCCTCAGA
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GCTGAAGACACGGCCGTCTACTATTGTGCTCGGGAGCGGTATAGTG
GCAGAGACTACTGGGGGCAGGGCACACTCGTTACAGTGAGTAGCG
GCGGAGGAGGGAGTGGGGGCGGTGGCTCCGGTGGAGGAGGTTCTG
AGATTGTTATGACCCAGAGTCCTGCGACCCTCTCAGTCAGCCCCGG
GGAGCGCGCAACTTTGTCTTGCAGAGCTAGTCAGTCCGTGTCCTCTC
TTCTGACATGGTACCAGCAAAAGCCCGGGCAGGCTCCGCGCCTTTT
GATCTTTGGGGCTTCAACAAGAGCCACTGGGATTCCCGCACGATTC
TCTGGCTCCGGGAGCGGTACTGGTTTCACCCTGACGATTAGCAGTCT
CCAGAGCGAGGACTTCGCCGTATACTACTGCCAGCAGTACGATACG
TGGCCATTCACTTTTGGACCAGGGACTAAAGTGGATTTTAAGCGCG
CCGCCGCTCTCGATAACGAAAAGTCAAATGGCACCATAATCCACGT
CAAAGGCAAGCACCTGTGCCCTTCCCCGCTCTTCCCCGGACCCAGT
AAACCATTTTGGGTGCTGGTTGTTGTGGGGGGCGTGCTGGCCTGCT
ATAGCCTTTTGGTCACTGTAGCCTTCATTATTTTTTGGGTCAGATCC
AAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCAC
GCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACC
TAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCT
GCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAAC
GAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAG
CGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAA
AACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATG
GCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGG
GGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACG
AAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGT
AA (SEC. ID. NO. 103)

[0359]-[0343] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISR
DNSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLT
WYQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFA
VYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDFKRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCP
SPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDY
MNMTPRRPGPTRKHY QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQN
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQK
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DKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALP
PR (SEC.ID. NO. 104)

[03601-[0344] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTCCAGTTGGTCGAAAGTGGCGGTGGTGTAGTGCAGCCGGGCC
GCAGTTTGAGGCTTTCCTGTGCGGCTTCAGGCTTTACTTTTTCCAGC

TATGGAATGCACTGGGTGCGGCAGGCCCCCGGCAAAGGACTTGAGT
GGGTGGCCGTCATTTCTTATGACGGATCAGATAAGTACTACGTGGA

CAGCGTCAAGGGCAGATTCACCATCTCTAGGGACAACAGTAAAAAT
AGACTCTACCTCCAGATGAATAGCCTCAGAGCTGAAGACACGGCCG
TCTACTATTGTGCTCGGGAGCGGTATAGTGGCAGAGACTACTGGGG
GCAGGGCACACTCGTTACAGTGAGTAGCGGCGGAGGAGGGAGTGG

GGGCGGTGGCTCCGGTGGAGGAGGTTCTGAGATTGTTATGACCCAG
AGTCCTGCGACCCTCTCAGTCAGCCCCGGGGAGCGCGCAACTTTGT

CTTGCAGAGCTAGTCAGTCCGTGTCCTCTCTTCTGACATGGTACCAG
CAAAAGCCCGGGCAGGCTCCGCGCCTTTTGATCTTTGGGGCTTCAA

CAAGAGCCACTGGGATTCCCGCACGATTCTCTGGCTCCGGGAGCGG
TACTGGTTTCACCCTGACGATTAGCAGTCTCCAGAGCGAGGACTTC

GCCGTATACTACTGCCAGCAGTACGATACGTGGCCATTCACTTTTGG
ACCAGGGACTAAAGTGGATTTTAAGCGCGCCGCCGCTCTCGATAAC
GAAAAGTCAAATGGCACCATAATCCACGTCAAAGGCAAGCACCTGT
GCCCTTCCCCGCTCTTCCCCGGACCCAGTAAACCATTTTGGGTGCTG
GTTGTTGTGGGGGGCGTGCTGGCCTGCTATAGCCTTTTGGTCACTGT
AGCCTTCATTATTTTTTGGGTCAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCC
ATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAG
GAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTAT

CGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATC
AGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCA

GGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTG

AGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCT

ATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAAT
AGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTT
GTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTC

CACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID. NO. 105)

[0361]-[0345] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas




121

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSP
ATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATG
IPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDF
KRAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLAC
YSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPR
DFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRG
RDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGH
DGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 106)

[0362]-[0346] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGCTCGTGGAGTCTGGCGGCGGC
GTGGTCCAGCCCGGCCGGTCCCTGCGCCTGTCCTGCGCCGCCAGCG
GGTTTACTTTTTCCTCCTACGGCATGCACTGGGTGCGCCAGGCTCCC
GGCAAGGGCCTCGAGTGGGTCGCCGTGATCTCATACGATGGGTCAG
ACAAATACTATGTCGATTCTGTTAAAGGGCGGTTTACCATTTCAAG
AGATAACTCTAAGAATAGGCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGG
GCTGAAGATACCGCAGTGTACTATTGCGCTAGGGAGCGGTATAGTG
GCCGCGATTACTGGGGACAGGGTACACTGGTGACCGTGAGCTCTGG
GGGTGGCGGAAGCGGGGGTGGCGGAAGCGGCGGAGGGGGTAGTGA
AATTGTGATGACCCAGTCTCCGGCTACACTTTCAGTCTCCCCTGGGG
AGAGAGCTACACTGTCATGCAGAGCGTCCCAGTCCGTCTCTTCTCTC
CTTACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCCAGGCTCCTCGACTGCTGA
TCTTCGGTGCCTCCACAAGGGCGACCGGGATTCCAGCCCGCTTCTC
AGGTTCTGGGAGCGGAACTGGTTTCACTTTGACAATCAGTTCACTG
CAGTCAGAGGATTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAATACGACACAT
GGCCATTCACTTTCGGACCCGGTACCAAAGTCGATTTCAAGAGAGC
CGCGGCCATCGAGGTTATGTACCCACCACCATATCTGGACAATGAA
AAAAGCAATGGAACCATTATCCATGTGAAGGGTAAACACCTCTGCC
CTAGCCCACTTTTCCCTGGCCCATCAAAGCCCTTCTGGGTCTTGGTG
GTCGTGGGGGGTGTGCTGGCCTGTTACAGCCTTCTGGTGACGGTTG
CTTTCATTATCTTCTGGGTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCAT
AGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGA
AACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCG
GAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAG
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CAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGG

GAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAG

ATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTAT

AATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAG
GCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGT
ACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCA
CATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC.ID. NO. 107)

[03631-[0347] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISR
DNSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSG
GGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLT
WYQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFA
VYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDFKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIH
VKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSK
RSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSAD
APAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQ
EGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTY
DALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 108)

[0364]-[0348] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGCTCGTGGAGTCTGGCGGCGGCGTGGTCCAGCCCGGCC
GGTCCCTGCGCCTGTCCTGCGCCGCCAGCGGGTTTACTTTTTCCTCC
TACGGCATGCACTGGGTGCGCCAGGCTCCCGGCAAGGGCCTCGAGT
GGGTCGCCGTGATCTCATACGATGGGTCAGACAAATACTATGTCGA
TTCTGTTAAAGGGCGGTTTACCATTTCAAGAGATAACTCTAAGAAT
AGGCTGTATTTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCTGAAGATACCGCAG
TGTACTATTGCGCTAGGGAGCGGTATAGTGGCCGCGATTACTGGGG
ACAGGGTACACTGGTGACCGTGAGCTCTGGGGGTGGCGGAAGCGG
GGGTGGCGGAAGCGGCGGAGGGGGTAGTGAAATTGTGATGACCCA
GTCTCCGGCTACACTTTCAGTCTCCCCTGGGGAGAGAGCTACACTGT
CATGCAGAGCGTCCCAGTCCGTCTCTTCTCTCCTTACCTGGTATCAG
CAGAAGCCCGGCCAGGCTCCTCGACTGCTGATCTTCGGTGCCTCCA
CAAGGGCGACCGGGATTCCAGCCCGCTTCTCAGGTTCTGGGAGCGG
AACTGGTTTCACTTTGACAATCAGTTCACTGCAGTCAGAGGATTTCG
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CCGTGTACTACTGCCAGCAATACGACACATGGCCATTCACTTTCGG

ACCCGGTACCAAAGTCGATTTCAAGAGAGCCGCGGCCATCGAGGTT
ATGTACCCACCACCATATCTGGACAATGAAAAAAGCAATGGAACCA
TTATCCATGTGAAGGGTAAACACCTCTGCCCTAGCCCACTTTTCCCT
GGCCCATCAAAGCCCTTCTGGGTCTTGGTGGTCGTGGGGGGTGTGC

TGGCCTGTTACAGCCTTCTGGTGACGGTTGCTTTCATTATCTTCTGG

GTTAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATA
TGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTA
CGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTT

TCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAAC
TGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTT
GGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAG
ACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGA

TAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCG

GAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCAC
TGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCA

CCTAGG (SEC. ID. NO. 109)

[03658]-[0349] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE

WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSP
ATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATG
IPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDF

KRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLV
VVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKH
YQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEY
DVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG
ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 110)

f6366]-[0350] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGCAGGTGCAGTTGGTTGAATCAGGAGGGGGT
GTGGTGCAACCCGGTCGGTCACTGCGCCTCAGTTGTGCTGCTTCCGG
GTTTACTTTCAGCTCATATGGGATGCACTGGGTACGGCAGGCTCCA
GGTAAAGGCTTGGAATGGGTGGCGGTGATCAGCTATGACGGCTCTG
ACAAATATTATGTGGACTCCGTGAAAGGCAGATTCACCATCAGTCG
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AGACAACTCAAAGAATAGACTCTACTTGCAGATGAATAGCCTCCGG
GCCGAAGATACTGCAGTCTATTATTGCGCCCGGGAGCGCTACAGTG
GAAGAGACTATTGGGGGCAAGGAACTCTTGTCACAGTCTCATCTGG
CGGCGGCGGCAGCGGTGGGGGCGGATCTGGCGGGGGCGGCAGCGA
AATCGTTATGACTCAGAGTCCTGCCACACTGAGCGTTAGCCCTGGT
GAGAGAGCAACACTTAGCTGCAGAGCTAGTCAGAGTGTTTCCAGTC
TTTTGACATGGTACCAACAGAAGCCCGGTCAAGCTCCACGACTGCT
CATCTTCGGTGCATCCACCCGCGCAACCGGGATACCCGCCCGGTTTT
CCGGTTCTGGAAGTGGCACAGGATTCACGCTCACCATTTCTTCTCTG
CAGTCTGAAGACTTTGCCGTGTATTACTGCCAGCAGTACGATACCT
GGCCCTTTACCTTTGGCCCAGGTACTAAAGTGGATTTTAAACGAGCT
GCTGCACTTTCCAATAGTATTATGTACTTTTCACATTTTGTGCCCGT
GTTCCTGCCTGCGAAGCCTACGACAACCCCAGCCCCTAGGCCGCCC
ACACCGGCCCCAACTATTGCCTCCCAGCCATTGTCTCTGAGACCCG
AAGCTTGCAGACCTGCTGCTGGAGGCGCCGTTCACACCCGAGGATT
GGATTTCGCATGTGACATTTACATCTGGGCCCCTTTGGCCGGAACCT
GCGGTGTGCTGCTGCTGTCACTCGTGATTACACTTTACTGCAACCAC
CGAAACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGA
ATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCC
TTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAG
TTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACC
AACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACG
TTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAAC
CAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGA
AGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAG
AGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCA
GCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCT
GCCACCTAGGTAA (SEC.ID.NO. 111)

[03671-[0351] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefal en negrita)

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAAS
GFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISR
DNSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERYSGRDYWGGTLVTVSSGG
GGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTW
YQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAV
YYCQQYDTWPFTFGPGTKVDFKRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTT
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TPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPL
AGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY
QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYD
VLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGE
RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 112)

[0368]-[0352] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

CAGGTGCAGTTGGTTGAATCAGGAGGGGGTGTGGTGCAACCCGGTC
GGTCACTGCGCCTCAGTTGTGCTGCTTCCGGGTTTACTTTCAGCTCA
TATGGGATGCACTGGGTACGGCAGGCTCCAGGTAAAGGCTTGGAAT
GGGTGGCGGTGATCAGCTATGACGGCTCTGACAAATATTATGTGGA
CTCCGTGAAAGGCAGATTCACCATCAGTCGAGACAACTCAAAGAAT
AGACTCTACTTGCAGATGAATAGCCTCCGGGCCGAAGATACTGCAG
TCTATTATTGCGCCCGGGAGCGCTACAGTGGAAGAGACTATTGGGG
GCAAGGAACTCTTGTCACAGTCTCATCTGGCGGCGGCGGCAGCGGT
GGGGGCGGATCTGGCGGGGGCGGCAGCGAAATCGTTATGACTCAG
AGTCCTGCCACACTGAGCGTTAGCCCTGGTGAGAGAGCAACACTTA
GCTGCAGAGCTAGTCAGAGTGTTTCCAGTCTTTTGACATGGTACCA
ACAGAAGCCCGGTCAAGCTCCACGACTGCTCATCTTCGGTGCATCC
ACCCGCGCAACCGGGATACCCGCCCGGTTTTCCGGTTCTGGAAGTG
GCACAGGATTCACGCTCACCATTTCTTCTCTGCAGTCTGAAGACTTT
GCCGTGTATTACTGCCAGCAGTACGATACCTGGCCCTTTACCTTTGG
CCCAGGTACTAAAGTGGATTTTAAACGAGCTGCTGCACTTTCCAAT
AGTATTATGTACTTTTCACATTTTGTGCCCGTGTTCCTGCCTGCGAA
GCCTACGACAACCCCAGCCCCTAGGCCGCCCACACCGGCCCCAACT
ATTGCCTCCCAGCCATTGTCTCTGAGACCCGAAGCTTGCAGACCTGC
TGCTGGAGGCGCCGTTCACACCCGAGGATTGGATTTCGCATGTGAC
ATTTACATCTGGGCCCCTTTGGCCGGAACCTGCGGTGTGCTGCTGCT
GTCACTCGTGATTACACTTTACTGCAACCACCGAAACAGATCCAAA
AGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCC
GCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAG
AGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCA
GATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAG
CTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCA
GAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACC
CCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGA
AGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAA
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AGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGAT
ACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC. ID.
NO. 113)

[03691-[0353] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSP
ATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATG
IPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDF
KRAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEA
CRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNR
SKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSA
DAPAYQQGOQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP
QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDT
YDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 114)

[0370}-[0354] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGGAGATTGTGATGACCCAGTCCCCTGCTACC
CTGTCCGTCAGTCCGGGCGAGAGAGCCACCTTGTCATGCCGGGCCA
GCCAGTCCGTCAGCAGTCTCCTGACTTGGTATCAGCAAAAACCAGG
GCAGGCACCGCGGCTTTTGATTTTTGGTGCAAGCACACGCGCCACT
GGCATTCCAGCTAGGTTTTCTGGAAGTGGATCTGGGACAGGCTTCA
CTCTGACAATCAGTAGCCTGCAGAGTGAGGACTTTGCTGTTTACTAC
TGTCAACAGTACGACACCTGGCCATTCACATTCGGGCCCGGCACCA
AGGTCGACTTCAAGAGGGGCGGTGGAGGTTCAGGTGGTGGCGGGT
CAGGCGGCGGTGGGTCTCAGGTTCAACTGGTGGAATCAGGTGGCGG
CGTTGTCCAACCGGGGCGATCACTTCGACTTTCCTGTGCTGCCTCAG
GCTTTACTTTTTCATCCTATGGGATGCACTGGGTTCGGCAGGCTCCC
GGAAAAGGACTCGAGTGGGTTGCAGTGATCTCTTACGATGGCTCAG
ACAAGTATTATGTGGACTCAGTCAAGGGGAGATTCACAATAAGCCG
AGACAACTCCAAAAACCGGCTTTATCTCCAGATGAACAGCCTTAGA
GCGGAAGATACCGCGGTATACTACTGTGCCCGCGAGAGGTATTCCG
GCAGAGACTACTGGGGACAGGGCACACTGGTCACCGTGAGTTCTGC
CGCAGCGCTCGATAACGAAAAGAGCAACGGAACCATTATCCACGTT
AAGGGCAAGCACCTGTGCCCCAGTCCCCTCTTCCCAGGACCATCTA
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AACCCTTCTGGGTTCTGGTAGTAGTTGGAGGGGTCCTTGCATGTTAC
TCCCTTTTGGTCACCGTCGCCTTCATTATTTTCTGGGTGAGATCCAA
AAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGC
CGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTA
GAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGC
AGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGA
GCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGC
AGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAAC
CCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTG
AAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAA
AAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGG
ATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA
(SEC. ID. NO. 115)

[0374}-[0355] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQ
SVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISS
LQSEDFAVYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDFKRGGGGSGGGGSGGGGS
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCP
SPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDY
MNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQN
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQK
DKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALP
PR (SEC. ID. NO. 116)

[0372}-[0356] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

GAGATTGTGATGACCCAGTCCCCTGCTACCCTGTCCGTCAGTCCGG
GCGAGAGAGCCACCTTGTCATGCCGGGCCAGCCAGTCCGTCAGCAG
TCTCCTGACTTGGTATCAGCAAAAACCAGGGCAGGCACCGCGGCTT
TTGATTTTTGGTGCAAGCACACGCGCCACTGGCATTCCAGCTAGGTT
TTCTGGAAGTGGATCTGGGACAGGCTTCACTCTGACAATCAGTAGC
CTGCAGAGTGAGGACTTTGCTGTTTACTACTGTCAACAGTACGACA
CCTGGCCATTCACATTCGGGCCCGGCACCAAGGTCGACTTCAAGAG
GGGCGGTGGAGGTTCAGGTGGTGGCGGGTCAGGCGGCGGTGGGTC
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TCAGGTTCAACTGGTGGAATCAGGTGGCGGCGTTGTCCAACCGGGG
CGATCACTTCGACTTTCCTGTGCTGCCTCAGGCTTTACTTTTTCATCC
TATGGGATGCACTGGGTTCGGCAGGCTCCCGGAAAAGGACTCGAGT
GGGTTGCAGTGATCTCTTACGATGGCTCAGACAAGTATTATGTGGA

CTCAGTCAAGGGGAGATTCACAATAAGCCGAGACAACTCCAAAAA

CCGGCTTTATCTCCAGATGAACAGCCTTAGAGCGGAAGATACCGCG
GTATACTACTGTGCCCGCGAGAGGTATTCCGGCAGAGACTACTGGG
GACAGGGCACACTGGTCACCGTGAGTTCTGCCGCAGCGCTCGATAA
CGAAAAGAGCAACGGAACCATTATCCACGTTAAGGGCAAGCACCT

GTGCCCCAGTCCCCTCTTCCCAGGACCATCTAAACCCTTCTGGGTTC
TGGTAGTAGTTGGAGGGGTCCTTGCATGTTACTCCCTTTTGGTCACC
GTCGCCTTCATTATTTTCTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCT
CCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACA

AGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCT

ATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTA
TCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGC
AGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCT

GAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTC
TATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAA
TAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTT
TGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCT

CCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG (SEC.ID.NO. 117)

[0373}-[0357] Clon 20C5.2 CD28T CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIF
GASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPFTF
GPGTKVDFKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSC
AASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSDKYYVDSVKGRF
TISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERYSGRDYWGQGTLVTV
SSAAALDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLAC
YSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPR
DFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRG
RDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGH
DGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 118)

[03741-[0358] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas
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ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGGAGATCGTCATGACACAGAGTCCAGCTACC
CTGAGCGTGTCCCCTGGAGAGAGAGCCACCCTGTCCTGTAGGGCTA
GTCAGAGTGTGTCCAGCCTCCTCACCTGGTATCAACAGAAGCCTGG
TCAAGCTCCCCGGCTGCTTATCTTCGGGGCCAGCACGCGAGCCACA
GGCATCCCGGCCAGATTCTCTGGCTCTGGCAGTGGCACCGGGTTCA
CTCTCACGATCTCATCCCTGCAGTCAGAGGATTTCGCTGTGTATTAC
TGTCAGCAGTACGATACATGGCCCTTCACCTTCGGCCCGGGCACAA
AAGTAGATTTCAAGCGCGGCGGCGGGGGTAGTGGGGGCGGGGGAT
CAGGAGGAGGGGGCTCCCAAGTACAGCTGGTTGAGAGCGGCGGCG
GGGTGGTTCAGCCCGGGCGCAGCCTCAGGCTGAGTTGCGCAGCATC
AGGATTCACATTCAGTTCTTATGGAATGCATTGGGTCAGACAGGCT
CCCGGGAAGGGCCTTGAATGGGTGGCAGTCATTAGCTACGACGGAA
GCGATAAGTACTATGTGGACTCAGTTAAAGGGAGATTTACTATCAG
CCGCGACAATTCCAAAAACAGATTGTATTTGCAGATGAACTCCCTC
AGGGCGGAGGACACTGCTGTATATTACTGCGCACGAGAGAGATACT
CCGGCCGAGACTATTGGGGCCAAGGAACATTGGTAACTGTGAGCTC
CGCCGCAGCTATTGAGGTCATGTACCCCCCACCTTATCTCGATAATG
AGAAGAGTAATGGGACTATAATTCACGTAAAGGGCAAACACCTGT
GCCCTTCCCCGCTGTTTCCAGGTCCAAGTAAGCCGTTCTGGGTCCTG
GTTGTGGTGGGAGGGGTGCTGGCCTGCTATTCTCTGTTGGTTACCGT
GGCCTTTATCATTTTCTGGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCC
ATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAG
GAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTAT
CGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATC
AGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCA
GGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTG
AGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCT
ATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAAT
AGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTT
GTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTC
CACATGCAAGCCCTGCCACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 119)

[0375}-[0359] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido senal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQ
SVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISS
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LQSEDFAVYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDFKRGGGGSGGGGSGGGGS
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIH
VKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSK
RSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSAD
APAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQ
EGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKD
TYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 120)

[0376]1-[0360] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

GAGATCGTCATGACACAGAGTCCAGCTACCCTGAGCGTGTCCCCTG
GAGAGAGAGCCACCCTGTCCTGTAGGGCTAGTCAGAGTGTGTCCAG
CCTCCTCACCTGGTATCAACAGAAGCCTGGTCAAGCTCCCCGGCTG
CTTATCTTCGGGGCCAGCACGCGAGCCACAGGCATCCCGGCCAGAT
TCTCTGGCTCTGGCAGTGGCACCGGGTTCACTCTCACGATCTCATCC
CTGCAGTCAGAGGATTTCGCTGTGTATTACTGTCAGCAGTACGATA
CATGGCCCTTCACCTTCGGCCCGGGCACAAAAGTAGATTTCAAGCG
CGGCGGCGGGGGTAGTGGGGGCGGGGGATCAGGAGGAGGGGGCTC
CCAAGTACAGCTGGTTGAGAGCGGCGGCGGGGTGGTTCAGCCCGG
GCGCAGCCTCAGGCTGAGTTGCGCAGCATCAGGATTCACATTCAGT
TCTTATGGAATGCATTGGGTCAGACAGGCTCCCGGGAAGGGCCTTG
AATGGGTGGCAGTCATTAGCTACGACGGAAGCGATAAGTACTATGT
GGACTCAGTTAAAGGGAGATTTACTATCAGCCGCGACAATTCCAAA
AACAGATTGTATTTGCAGATGAACTCCCTCAGGGCGGAGGACACTG
CTGTATATTACTGCGCACGAGAGAGATACTCCGGCCGAGACTATTG
GGGCCAAGGAACATTGGTAACTGTGAGCTCCGCCGCAGCTATTGAG
GTCATGTACCCCCCACCTTATCTCGATAATGAGAAGAGTAATGGGA
CTATAATTCACGTAAAGGGCAAACACCTGTGCCCTTCCCCGCTGTTT
CCAGGTCCAAGTAAGCCGTTCTGGGTCCTGGTTGTGGTGGGAGGGG
TGCTGGCCTGCTATTCTCTGTTGGTTACCGTGGCCTTTATCATTTTCT
GGGTGAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAA
TATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCT
TACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGT
TTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCA
ACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTT
TTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCA
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AGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAG
GATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAG
CGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGC
ACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGC
CACCTAGG (SEC. ID. NO. 121)

[03771-[0361] Clon 20C5.2 CD28 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIF
GASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPFTF
GPGTKVDFKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSC
AASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSDKYYVDSVKGRF
TISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERYSGRDYWGQGTLVTV
SSAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLV
VVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKH
YQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEY
DVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG
ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 122)

[03781-[0362] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCGGAAATAGTGATGACTCAGTCCCCGGCCACC
CTCAGCGTGTCCCCCGGGGAGCGAGCGACCCTGTCATGCAGGGCTT
CCCAGAGTGTCAGCTCCCTGCTCACTTGGTATCAGCAAAAGCCGGG
GCAGGCTCCCCGCCTCCTCATCTTCGGGGCATCAACTAGGGCCACC
GGCATTCCTGCAAGATTTTCCGGGTCTGGCAGCGGCACCGGCTTCA
CCCTTACCATTAGCTCTCTGCAGTCTGAGGACTTCGCCGTTTACTAT
TGTCAGCAGTATGATACTTGGCCCTTTACCTTCGGTCCCGGAACTAA
GGTGGACTTCAAGCGCGGGGGGGGTGGATCTGGAGGTGGTGGCTCC
GGGGGCGGTGGAAGCCAGGTCCAGTTGGTTGAGAGCGGCGGCGGA
GTGGTGCAGCCCGGGAGGTCCTTGCGGCTGAGCTGTGCAGCCTCCG
GTTTTACTTTTTCTAGCTATGGAATGCATTGGGTAAGACAGGCTCCC
GGAAAAGGCCTCGAGTGGGTGGCGGTCATTAGCTATGATGGATCTG
ATAAATACTATGTGGACTCAGTTAAGGGGCGCTTCACAATCTCAAG
AGACAATAGCAAAAATAGACTGTACCTGCAGATGAATAGTCTGCGC
GCCGAGGACACTGCCGTGTACTACTGCGCCCGCGAGAGATACAGCG
GACGGGATTACTGGGGCCAGGGTACCCTCGTAACGGTGTCCTCCGC
TGCCGCCCTTAGCAACAGCATTATGTACTTTTCTCATTTCGTGCCAG
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TCTTTCTCCCAGCAAAGCCCACCACTACCCCGGCCCCCAGGCCGCCT
ACTCCTGCCCCCACTATCGCGTCTCAGCCTCTCTCCTTGCGGCCCGA
GGCCTGCCGGCCAGCCGCAGGGGGCGCCGTACATACTCGGGGTTTG
GATTTCGCTTGCGACATATATATTTGGGCCCCCCTCGCCGGCACATG
TGGAGTGCTGCTCCTGAGTCTCGTTATAACCCTCTATTGCAACCATA
GAAACAGATCCAAAAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAA
TATGACTCCACGCCGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCT
TACGCACCACCTAGAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGT
TTTCCAGATCTGCAGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCA
ACTGTATAACGAGCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTT
TTGGACAAGCGCAGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCA
AGACGAAAAAACCCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAG
GATAAGATGGCTGAAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAG
CGGAGAAGGGGAAAAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGC
ACTGCTACGAAGGATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGC
CACCTAGGTAA (SEC. ID. NO. 123)

[03791-[0363] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

(Péptido sefal en negrita)
MALPVTALLLPLALLLHAARPEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQ
SVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISS
LQSEDFAVYYCQQYDTWPFTFGPGTKVDFKRGGGGSGGGGSGGGGS
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAVISYDGSDKYYVDSVKGRFTISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARERYSGRDYWGQGTLVTVSSAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPT
TTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAP
LAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKH
YQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEY
DVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMKG
ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 124)

{03801 -[0364] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR ADN Cadenas Ligeras y Pesadas

GAAATAGTGATGACTCAGTCCCCGGCCACCCTCAGCGTGTCCCCCG
GGGAGCGAGCGACCCTGTCATGCAGGGCTTCCCAGAGTGTCAGCTC
CCTGCTCACTTGGTATCAGCAAAAGCCGGGGCAGGCTCCCCGCCTC
CTCATCTTCGGGGCATCAACTAGGGCCACCGGCATTCCTGCAAGAT
TTTCCGGGTCTGGCAGCGGCACCGGCTTCACCCTTACCATTAGCTCT
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CTGCAGTCTGAGGACTTCGCCGTTTACTATTGTCAGCAGTATGATAC
TTGGCCCTTTACCTTCGGTCCCGGAACTAAGGTGGACTTCAAGCGC

GGGGGGGGTGGATCTGGAGGTGGTGGCTCCGGGGGCGGTGGAAGC
CAGGTCCAGTTGGTTGAGAGCGGCGGCGGAGTGGTGCAGCCCGGG

AGGTCCTTGCGGCTGAGCTGTGCAGCCTCCGGTTTTACTTTTTCTAG
CTATGGAATGCATTGGGTAAGACAGGCTCCCGGAAAAGGCCTCGAG
TGGGTGGCGGTCATTAGCTATGATGGATCTGATAAATACTATGTGG

ACTCAGTTAAGGGGCGCTTCACAATCTCAAGAGACAATAGCAAAAA
TAGACTGTACCTGCAGATGAATAGTCTGCGCGCCGAGGACACTGCC
GTGTACTACTGCGCCCGCGAGAGATACAGCGGACGGGATTACTGGG
GCCAGGGTACCCTCGTAACGGTGTCCTCCGCTGCCGCCCTTAGCAA

CAGCATTATGTACTTTTCTCATTTCGTGCCAGTCTTTCTCCCAGCAA

AGCCCACCACTACCCCGGCCCCCAGGCCGCCTACTCCTGCCCCCAC

TATCGCGTCTCAGCCTCTCTCCTTGCGGCCCGAGGCCTGCCGGCCAG
CCGCAGGGGGCGCCGTACATACTCGGGGTTTGGATTTCGCTTGCGA
CATATATATTTGGGCCCCCCTCGCCGGCACATGTGGAGTGCTGCTCC
TGAGTCTCGTTATAACCCTCTATTGCAACCATAGAAACAGATCCAA

AAGAAGCCGCCTGCTCCATAGCGATTACATGAATATGACTCCACGC
CGCCCTGGCCCCACAAGGAAACACTACCAGCCTTACGCACCACCTA
GAGATTTCGCTGCCTATCGGAGCAGGGTGAAGTTTTCCAGATCTGC

AGATGCACCAGCGTATCAGCAGGGCCAGAACCAACTGTATAACGA

GCTCAACCTGGGACGCAGGGAAGAGTATGACGTTTTGGACAAGCGC
AGAGGACGGGACCCTGAGATGGGTGGCAAACCAAGACGAAAAAAC
CCCCAGGAGGGTCTCTATAATGAGCTGCAGAAGGATAAGATGGCTG
AAGCCTATTCTGAAATAGGCATGAAAGGAGAGCGGAGAAGGGGAA
AAGGGCACGACGGTTTGTACCAGGGACTCAGCACTGCTACGAAGG

ATACTTATGACGCTCTCCACATGCAAGCCCTGCCACCTAGG  (SEC.
ID. NO. 125)

[0381]}-[0365] Clon 20C5.2 CD8 CD3 zeta CAR AA Cadenas Ligeras y Pesadas

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSLLTWYQQKPGQAPRLLIF
GASTRATGIPARFSGSGSGTGFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYDTWPFTF
GPGTKVDFKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSC
AASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSDKYYVDSVKGRF
TISRDNSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERYSGRDYWGQGTLVTV
SSAAALSNSIMYFSHFVPVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEA
CRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNR
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SKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSA
DAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP

QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDT

YDALHMQALPPR (SEC. ID. NO. 126)

[0382]-[0366] ADN de Péptido Sefial CAR

ATGGCACTCCCCGTAACTGCTCTGCTGCTGCCGTTGGCATTGCTCCT
GCACGCCGCACGCCCG (SEC. ID. NO. 127)

[0383}-[0367] Péptido Sefial CAR: MALPVTALLLPLALLLHAARP (SEC. ID. NO. 128)

[0384]1-[0368] ADN de Enlazador scFv G4S

GGCGGTGGAGGCTCCGGAGGGGGGGGCTCTGGCGGAGGGGGCTCC (SEC.
ID. NO. 129)

[0385]}-[0369] Enlazador scFv G4s: GGGGSGGGGSGGGGS (SEC. ID. NO. 130)

[0386]1-[0370] Enlazador adicional G4S: GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC. ID. NO. 145)

[03871-[0371] ADN de enlazador scFv Whitlow

GGGTCTACATCCGGCTCCGGGAAGCCCGGAAGTGGCGAAGGTAGT
ACAAAGGGG (SEC. ID. NO. 131)

[6388} [0372] Enlazador scFv Whitlow: GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEC. ID. NO. 132)

03891 [0373] Dominio Extracelular CD28 AA

MLRLLLALNLFPSIQVTGNKILVKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLEFS
REFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQQLQVYSKTGFNCDGKLGNESV
TFYLOQNLYVNQTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSP
LFPGPSKP (SEC. ID. NO. 133)

[0390]-[0374] GXoXsXaXsXsX:XsXo (SEC. ID. NO: 134)

[0394}-[0375] X4 X2XsX4XsXs (SEC. ID. NO: 135)

f0392]-[0376] Xy XoX3XsX5XeX7XXgX10X11X12DY (SEC. ID. NO: 136)
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[0393}-[0377] X;ASQXsXsX7XeXoLX11 (SEC. ID. NO: 137)

[03941-[0378] X;ASX,XsXsX; (SEC. ID. NO: 138)

[0395}-[0379] QQX3XXsXsPXsT (SEC. ID. NO: 139)

[0396]-[0380] CLL—1 AA (a.k.a., CLEC12A)

MSEEVTYADLQFQNSSEMEKIPEIGKFGEKAPPAPSHVWRPAALFLTLL
CLLLLIGLGVLASMFHVTLKIEMKKMNKLQNISEELQRNISLQLMSNM
NISNKIRNLSTTLQTIATKLCRELYSKEQEHKCKPCPRRWIWHKDSCYF
LSDDVQTWQESKMACAAQNASLLKINNKNALEFIKSQSRSYDYWLGL
SPEEDSTRGMRVDNIINSSAWVIRNAPDLNNMYCGYINRLYVQYYHCT
YKKRMICEKMANPVQLGSTYFREA (SEC. ID. NO. 140)

[03971-[0381] Secuencia de Acido Nucleico 4—1BB (dominio intracelular)

AAGCGCGGCAGGAAGAAGCTCCTCTACATTTTTAAGCAGCCTTTTA
TGAGGCCCGTACAGACAACACAGGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCA
GATTTCCCGAGGAGGAGGAAGGTGGGTGCGAGCTG (SEC. ID. NO.
141)

[0398]-[0382] 4-1BB AA (dominio intracelular)

KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL (SEC. ID.
NO. 142)

[0399]1-[0383] OX40 AA

RRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI (SEC. ID. NO.
143)

[6400} [0384] Secuencia Lider AA

MALPVTALLLPLALLLHAARP (SEC. ID. NO: 144)



