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COMPOSICIONES Y METODOS PARA INMUNOTERAPIA DIRIGIDA A FLT3,

PD-1, Y/0 PD-L1

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica la prioridad a tenor de
35 U.S.C. 8 119(e) de la Solicitud de Patente Provisional de
los Estados Unidos n.© 62/693.977, presentada el 4 de julio de
2018, cuyo contenido se incorpora en el presente documento por

referencia en su totalidad.

CAMPO TECNICO

La presente divulgacion se refiere en general al campo de

la inmunologia humana, de manera especifica a inmunoterapia.

ANTECEDENTES

La leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés)
es un cancer hematoldgico comin. Se estima que habra 21.450
nuevos casos previstos en 2019, véase cancer.org/cancer/acute-
myeloid-leukemiaZabout/key-statistics.htm, ultima consulta el
2 de julio de 2019. Aunque Qla enfermedad responde a la
gquimioterapia de 1induccién y consolidacién, la recaida se
produce inevitablemente en la mayoria de los pacientes. EI
protocolo de tratamiento para pacientes con AML mayores de 65
afos es especialmente infructuoso, ya que mas del 75 % de los
pacientes mueren a causa de su enfermedad en 5 afos; por tanto,
el tratamiento no se ha optimizado. Por lo tanto, los nuevos
métodos de tratamiento para esta enfermedad deberifan ser una
prioridad. La presente divulgacion proporciona dichos métodos

novedosos, composiciones para su uso en los mismos y también
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ventajas relacionadas.

SUMARIO

A pesar de la heterogeneidad de la AML en general, muchos
tipos de AML comparten la expresion de FLT3 comun, que esta
presente en alrededor del 80 % de los pacientes, con expresion
en la superficie de alta densidad en aproximadamente el 20 %
de los pacientes con AML. Ademas, hasta el 80 % de los
blastocitos de pacientes con AML podrian expresar el ligando
para PD-1, denominado PD-L1, mientras que la expresion en la
superficie de PD-1 se puede encontrar en la mayoria de los

linfocitos T de pacientes con AML.

La terapia con receptores de antigenos quiméricos (CAR,
por sus siglas en iInglés) es una de las terapias inmunitarias
celulares mas exitosas para las neoplasias linfoides. Un CAR
es un receptor inmunitario de superficie modificado
genéticamente que contiene la porciéon Fab de un anticuerpo
dirigido contra antigeno o antigenos tumorales y unido a
dominios intracelulares de moléculas de activacion tales como
CD28 y cD3¢. Los modelos preclinicos de CAR expresados en
linfocitos T y en linfocitos citoliticos naturales (NK)
dirigidos contra antigenos asociados a AML muestran efectos de
tratamiento prometedores. Debido a que las células NK, pero no
los linfocitos T, no provocan la enfermedad de iInjerto contra
huésped (GVDH, por sus siglas en inglés), las células NK con
CAR pueden ser una alternativa importante a los linfocitos T
con CAR. En un estudio reciente sobre linfocitos T con CAR
anti-CD19, el 30% de los pacientes con B-ALL no respondieron a

la terapia con linfocitos T con CAR debido a las isoformas de
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CD19 cortadas y empalmadas de forma alternativa y al epitopo

de CAR anti-CD19 comprometido. los linfocitos T carecen de
"destruccion natural™, es decir, requieren un accionador CAR
para destruir las células tumorales. Las células NK poseen
citotoxicidad espontanea y, por lo tanto, pueden destruir
determinadas dianas tumorales, tal como la AML, iIncluso en
ausencia de la activacion de CAR. Por lo tanto, los mecanismos
citoliticos intrinsecos de las células NK pueden proporcionar
una defensa secundaria contra el escape del céancer de la
terapia con CAR. Comprender como funciona el CAR en otras
células inmunitarias, tal como las células NK, sera impactante
y ayudara a crear métodos alternativos o complementarios en el
disefio de la préxima generacion de terapia con linfocitos T

con CAR T y con células NK con CAR.

Los inhibidores de puntos de control tal como
pembrolizumab anti-PD-1 (Keytruda) y atezolizunab anti-PD-L1
(Tecentriq) y otros se estan investigando activamente en muchos
ensayos clinicos. Sin embargo, algunas toxicidades han
obstaculizado el desarrollo posterior. Por ejemplo, se ha
suspendido un ensayo clinico en fase |11l reciente de
pembrolizumab debido a la toxicidad general. Esto podria estar
relacionado con la activacion masiva de linfocitos T y un
efecto autoinmunitario sistémico. Podria ser mas conveniente
el suministro local de un anticuerpo anti-PD-1 o un anticuerpo
anti-PD-L1. Analogamente, el tratamiento de la AML con CAR
dirigidos contra CD123 o CD33 aun no ha demostrado ningun éxito
clinico. Sin quedar limitados a la teoria, El solicitante
plantea la hipdtesis de que un CAR dirigido a FLT3 expresado
en blastocitos de AML tendra beneficios terapéuticos para los

pacientes con AML FLT3(+) con un mejor perfil de seguridad.
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Ademas, los anticuerpos monoclonales (mAb, por sus siglas

en inglés) anti-PD-1 y anti-PD-L1 aprobados por la FDA se
administran sistémicamente y se unen a todas las células que
expresan PD-1(+) o PD-L1. La infusion intravenosa sistémica de
estos mAb implica la infusion de grandes dosis y se ha asociado
con efectos adversos leves, moderados y graves, incluyendo la
fatiga, pirexia (fiebre), escalofrios y '"reacciones a la
infusion™ que requieren atencidon médica. Las reacciones a la
infusion son poco frecuentes, pero pueden provocar una pérdida
grave de la presion arterial que requiera reanimacién con
Ifquidos junto con medicamentos. Las toxicidades adicionales
bien documentadas que varian de leves a graves que se asocian
con la administracién de estos mAb incluyen toxicidades
dermatolégicas, gastrointestinales, endocrinas, hepaticas y
pulmonares. Veéase, p.ej., Naidoo et al. (2015) Annals of
Oncology, Volumen 26, Numero 12, péaginas 2375-2391. €EI
linfocito T o célula NK con CAR de la presente divulgacioén
elimina la necesidad de multiples infusiones intravenosas
separadas de mAb anti-PD-1 o anti-PD-L1 mediante modificacion
por ingenieria del linfocito T o célula NK con CAR para secretar
los mAb anti-PD-1 o anti- PD-L1 una vez que los linfocitos T o
células NK con CAR se infunden dentro del organismo. En
consecuencia, el linfocito T o célula NK con CAR de la presente
divulgacion elimina la necesidad de grandes dosis de carga
farmacoldgica de mAb anti-PD-1 y/o anti-PD-L1 a infundir en el
torrente sanguineo mediante una administracion separada y
repetida. Segun los datos de farmacologia y toxicidad
publicados hasta la fecha, es razonable suponer que esta
invencion evitarad que todos los linfocitos T o células NK PD-
1(+) se saturen de manera iInmediata con mAb anti-PD-1,

reduciendo, muy probablemente, algunos o todos los eventos
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adversos mencionados anteriormente. Ademas, (1) la liberacidn

del anticuerpo solo vendria de los linfocitos T o células NK
con CAR a medida que se expanden, por lo que la liberacion de
los mAb anti-PD-1 o anti-PD-L1 en el torrente sanguineo seria
gradual; (2) dado que el CAR aloja los linfocitos T o células
NK con CAR en el tumor, la liberacidén de mAb anti-PD-1 o anti-
PD-L1 estaria mas confinada al microambiente tumoral en
comparacion con maltiples administraciones sistémicas
intravenosas masivas como esta aprobado actualmente por la FDA
y por lo tanto su efecto antitumoral se localizaria mas en los
linfocitos T o células NK correspondientes en el microambiente
tumoral. De manera adicional, este enfoque daria como resultado
un enorme ahorro de —costes (ahorros de —costes de
aproximadamente seis cifras) para el paciente, ya que no habria

necesidad de infusiones de mAb anti-PD-1 o anti-PD-L1.

Inesperadamente, recientemente se ha informado que los
linfocitos citoliticos naturales humanos de pacientes con
cancer expresan PD-L1 y que se encontrd inesperadamente que el
anticuerpo anti-PD-L1 unido a las células NK aumentaba la
destruccion de la célula tumoral por las células NK. Por tanto,
la presente divulgacion, mediante la cual las células NK
infectadas expresan tanto un CAR como un anti-PD-L1 secretado
podria potenciar significativamente la destruccién por NK de

la célula tumoral localmente en el microambiente tumoral.

Para ese fin, en el presente documento se divulgan uno o
mas vectores o polinucledtidos aislados que comprenden, o que
de forma alternativa consisten esencialmente en o que consisten
ademas en, un polinucledétido que codifica una secuencia de un

acido nucleico de un receptor de antigenos quimérico (CAR) que
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comprende: (a) un dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo

de FLT3; (b) wun dominio de bisagra; (c) un dominio
transmembrana; (d) y un dominio intracelular; y un
polinucledtido que codifica una secuencia de un acido nucleico
de un anticuerpo que comprende un dominio de unidén a antigeno
que reconoce Yy se une a PD-1 y/o PD-L1. En algunas
realizaciones, un polinucledtido contiguo o un vector sencillo
comprende, ademas, O consiste ademas esencialmente en o que
incluso consiste ademas en ambos polinucledtidos que codifican
la secuencia de un &cido nucleico de un CAR que comprende: (@)
un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de FLT3; (b)
un dominio de bisagra; (c) un dominio transmembrana; (d) y un
dominio 1intracelular; y el polinucledétido que codifica la
secuencia de un acido nucleico de un anticuerpo que comprende
un dominio de unidn a antigeno que reconoce y se une a PD-1
y/0 PD-L1. En otras realizaciones, se proporciona en el
presente documento un acido nucleico aislado o un vector que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente

en, o que iIncluso consiste ademas en:

a. un polinucledtido que codifica un receptor de antigenos
quimérico (CAR) que comprende, o que de forma alternativa
consiste esencialmente en, o que incluso consiste ademas
en: (a) un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo
de FLT3; (b) un dominio de bisagra; (c) un dominio
transmembrana; (d) y un dominio intracelular; y

b. un polinucledtido que codifica un anticuerpo o fragmento
de union a antigeno del mismo que comprende, o0 que de
forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademds en un dominio de unidén a antigeno que

reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1.
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En realizaciones adicionales, el vector puede ser

policistronico, opcionalmente bicistronico y/o cada uno de los
polinucledétidos puede unirse operativamente a secuencias
polinucleotidicas reguladoras, tales como elementos

potenciadores y/o elementos promotores.

Un ejemplo de un polinucledtido contiguo de la presente
divulgacion se muestra en la FIG. 1. En algunas realizaciones,
la divulgacion proporciona que cada uno de los polinucledtidos
que codifican la secuencia de un acido nucleico de un CAR como
se divulga anteriormente y dentro y en un aspecto, el CAR
comprende: (1) (a) un dominio de unidn a antigeno de un
anticuerpo de FLT3; (b) un dominio de bisagra; (c) un dominio
transmembrana; (d) y un dominio intracelular; y (2) el
polinucledtido que codifica la secuencia de un acido nucleico
de un anticuerpo o fragmento de unidon a antigeno del mismo que
comprende un dominio de unidn a antigeno gue reconoce y se une
a PD-1 y/o PD-L1, los polinucledtidos de (1) y (2) estéan
incluidos en polinucledtidos Independientes separados o dentro

de vectores separados.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, el vector
o los vectores es o son un plasmido o un vector virico,
opcionalmente seleccionado del grupo de un vector retrovirico,
un vector lentivirico, un vector adenovirico y un vector virico

adenoasociado.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, los
polinucledtidos y/o0 vector o vectores pueden opcionalmente
comprender, o de forma alternativa consistir esencialmente en,

o consistir ademds en un marcador detectable y/0 un
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polinucledtido que confiere resistencia a antibidticos y/o

elementos reguladores para la transcripciéon y traducciéon del
CAR y el dominio de unién a antigeno que reconoce y se une a
PD-1 y/o PD-L1. En wun aspecto adicional, los métodos
terapéuticos se combinan con métodos de diagnéstico que
identifican al sujeto o paciente adecuado para la terapia
analizando una muestra adecuada aislada del paciente o sujeto
para determinar la expresion de FLT3 y/o PD-1 y/o PD-L1 y
determinando que el paciente o el sujeto que expresa uno, dos
o tres de FLT3, PD-1 y/o PD-L1, es adecuado para la terapia.
En un aspecto adicional, después se administra la terapia al
sujeto o paciente. Las muestras adecuadas incluyen aquellas

que comprenden células cancerosas y/o tumorales.

El acido nucleico aislado o0 vector divulgados
anteriormente que codifican el CAR puede comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en cualquier CAR divulgado en el presente documento. En
un aspecto, el acido nucleico aislado o el vector de la presente
divulgacion que codifica el CAR comprende ademas, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en un dominio de sefalizacion. En otro aspecto, el acido
nucleico aislado o el vector que codifica el CAR comprende
ademds un elemento inducible o uno constitutivamente activo.
En una realizacion, el elemento inducible 0 el
constitutivamente activo controla la expresion de un
polinucledtido que codifica una molécula inmunorreguladora o
una citocina. La molécula inmunorreguladora o citocina puede
comprender, o de forma alternativa consistir esencialmente en,
o incluso consistir ademas en una o mas de B7.1, CCL19, CCL21,

cb40L, CD137L, GITRL, GM-CSF, 1IL-12, 1IL-2, IL-2 de baja
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toxicidad, I1L-15, I1L-18, IL-21, LEC y/0 OX40L. En otro aspecto,

la molécula inmunorreguladora o citocina puede comprender, o
de forma alternativa consistir esencialmente en, o incluso
consistir ademas en IL-12 y/o GM-CSF; y/o IL-12 y/0 uno o mas
de IL-2 e IL-2 de baja toxicidad; y/o 1L-12 y/o IL-15; y/o0
IL-12 y/o IL-21; IL-12 y/o B7.1; y/o IL-12 y/o0 OX40L; y/o IL-
12 y/o CD40OL; y/o 1L-12 y/o GITRL; y/o IL-12 y/o 1L-18; y/o
una o mas de IL-2 e IL-2 de baja toxicidad y una o mas de
CCL19, CCL21 y LEC; y/0 IL-15 y una o mas de CCL19, CCL21 y
LEC; y/0 IL-21 y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o GM-CSF y
una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o OX40L y una o mas de
CCL19, CCL21 y LEC; y/o CD137L y una o mas de CCL19, CCL21 y
LEC; y/o0 comprende B7.1 y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o
CD40L y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o GITRL y una o mas

de CCL19, CCL21 y LEC.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, cada uno
de los polinucledtidos puede estar unido operativamente a un
polinucledtido regulador, opcionalmente a un promotor y/o
potenciador. En algunas realizaciones, el polinucledétido que
codifica un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo que comprende un dominio de unidn a antigeno que reconoce
y se une a PD-1 y/o PD-L1 estd unido operativamente a un
promotor y/o potenciador que permite una expresion baja,
moderada o alta, o incluso la sobreexpresiéon adicional del

anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, el
polinucledtido que codifica el CAR puede comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o ademas consistir en

un polinucledtido que codifica: (a) un dominio de unidén a
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antigeno de un anticuerpo de FLT3; (b) un dominio de bisagra

de cD8a; (c) un dominio transmembrana de cD8x; (d) una region
de sefalizacion coestimuladora de CD28 y/o0 una region de
seflalizacion coestimuladora de 4-1BB; y (e) un dominio de
sefializacion CD3 zeta (&). Ejemplos no limitantes del
anticuerpo de FLT3 comprenden, o de forma alternativa consisten
esencialmente en, o ademas consisten en una regién variable de
cadena pesada que comprende: una CDHR1 que tiene la secuencia
de aminoacidos (SYWMH) o (NYGLH) o un equivalente de cada una
de las mismas, una CDHR2 que tiene la secuencia de aminoacidos
(EIDPSDSYKDYNQKFKD) o (VIWSGGSTDYNAAFIS) o un equivalente de
cada una de las mismas y una CDHR3 que tiene la secuencia de
aminoacidos (AITTTPFDF) o (GGIYYANHYYAMDY) o un equivalente de
cada una de las mismas y/0 una regioén variable de cadena ligera
que comprende: una CDLR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
(RASQSISNNLH) o0 (KSSQSLLNSGNQKNYM) o un equivalente de cada
una de las mismas, una CDLR2 que tiene la secuencia de
aminoacidos (YASQSIS) o (GASTRES) o un equivalente de cada una
de las mismas y una CDLR3 que tiene la secuencia de aminoacidos
(QQSNTWPYT) o (QNDHSYPLT) o un equivalente de cada una de las

mismas.

Ejemplos no limitantes del anticuerpo que comprende un
dominio de unidén a antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o
PD-L1 o fragmento de unién a antigeno del mismo incluyen un
antagonista o agonista de PD-1 y/o un antagonista o agonista
de PD-L1. En determinadas realizaciones, el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o ademas
consiste en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo

contra PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente
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de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, el

anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende,
o de forma alternativa consiste esencialmente en el mismo, o
ademas consiste en la region variable de cadena pesada y/o
cadena ligera de un anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1 y/0 un
equivalente de cada una de Qlas mismas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo comprende, o consiste esencialmente en, o incluso
consiste ademas en un fragmento variable de cadena unica (scFv,
por sus siglas en inglés) que comprende un dominio de unidén a
antigeno de un anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento variable de
cadena unica (scFv) que comprende un dominio de union a
antigeno de un anticuerpo de PD-L1 y/o uno equivalente de cada
uno de los mismos. En algunas realizaciones, el anticuerpo que
comprende un dominio de unidén a antigeno que reconoce y sSe une
a PD-1 y/o PD-L1 o el fragmento de unidén a antigeno del mismo
comprende, o consiste esencialmente en, o iIncluso consiste
ademads en un fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende un dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de

PD-L1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno es un anticuerpo biespecifico. Ejemplos no
limitantes del anticuerpo biespecifico incluyen las regiones
CDR correspondientes de un anticuerpo contra PD-1 y un
anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente de cada uno de los
mismos y, opcionalmente un enlazador. Ejemplos adicionales no
limitantes incluyen las regiones CDR correspondientes de un
anticuerpo contra PD-1 y un anticuerpo contra PD-L1, o0 un
equivalente de cada una de las mismas y, opcionalmente un

enlazador. Un ejemplo adicional incluye la region variable de
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cadena pesada y/o cadena ligera de un anticuerpo contra PD-1

y/o0 PD-L1 y un equivalente de cada una de las mismas Vv,
opcionalmente un enlazador. Otro ejemplo adicional mas incluye
un fragmento variable de cadena unica (scFv) que comprende, o
que de forma alternativa consiste esencialmente en, o0 que
incluso consiste ademas en, un dominio de unidn a antigeno de
un anticuerpo de PD-1 y un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende, o que de Torma alternativa consiste
esencialmente en, o que incluso consiste ademas en, un dominio
de unidn a antigeno de un anticuerpo de PD-L1 y/o0 un equivalente

de cada uno de los mismos y, opcionalmente un enlazador.

También se proporciona en el presente documento una célula
aislada que comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o0 consiste en uno o mas de los anticuerpos,
los vectores y/o polinucledétidos aislados de cualquiera de las
realizaciones anteriores, solos o en combinacién entre si. La
célula puede ser wuna célula procariota o eucariota vy
opcionalmente se selecciona de una célula animal, una célula
de mamifero, una célula bovina, una célula felina, una célula
canina, una célula murina, una célula equina o una célula
humana. En algunas realizaciones, la célula eucariota es una
célula inmunitaria, opcionalmente un linfocito T, un linfocito
B, una célula NK, una célula dendritica, una célula mieloide,
un monocito o un macré6fago. En realizaciones adicionales, la
célula inmunitaria es un linfocito T, que puede modificarse
opcionalmente para suprimir la expresion de TCR enddégeno,
utilizando cualquier sistema apropiado, p-ej., un sistema
CRISPR. En cualquiera de Qlas realizaciones anteriores
relacionadas con una célula aislada, la célula aislada expresa

el CAR en la superficie celular y secreta el anticuerpo que
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comprende un dominio de unidén a antigeno que reconoce y Se une

a PD-1 y/o PD-L1 o el fragmento de unidon a antigeno del mismo,

opcionalmente el anticuerpo biespecifico.

Otros aspectos adicionales se refieren a una composicion
que comprende uno cualquiera o mas de los vectores y/o acidos
nucleicos aislados y/o células aisladas como se divulga en el
presente documento y, opcionalmente, un transportador que es
opcionalmente un transportador farmacéuticamente aceptable.
También se proporciona en el presente documento una composicion
que comprende, o0 que de Tforma alternativa consiste
esencialmente en, o que incluso consiste ademas en el acido
nucleico aislado o el vector, el anticuerpo, el fragmento de
union a antigeno, el polipéptido, la célula aislada y/o la
poblacion de células divulgadas en el presente documento vy,
opcionalmente, un transportador farmacéuticamente aceptable.
En realizaciones adicionales, la composicion comprende, o de
forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademds en, una cantidad eficaz de un inhibidor de FLT3. En
algunas realizaciones, la cantidad eficaz es una cantidad
eficaz para aumentar la expresion superficial de FLT3 en

células cancerosas o tumorales.

La presente divulgacién también proporciona un complejo
aislado que comprende cualquiera de las células aisladas que
expresan el CAR unida a: (i) una célula que expresa FLT3 y/o
PD-1 y/o PD-L1 y/0 un fragmento de los mismos y/o, (ii) FLT3

y/0 PD-1 y/0 PD-L1 y/o0 un fragmento de los mismos.

También se divulgan métodos para producir una célula que

exprese CAR. Los métodos comprenden la transduccién de una
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célula aislada con un polinucledétido o un vector como se

divulga en el presente documento. En algunas realizaciones,
las células aisladas se seleccionan de un grupo que consiste
en linfocitos T, linfocitos B, células NK, células dendriticas,
células mieloides, monocitos o0 macrofagos. En algunas
realizaciones, las células aisladas se seleccionan de un grupo
que consiste en linfocitos T, linfocitos B, células NK, células
dendriticas, células mieloides, monocitos o macréfagos. En
realizaciones adicionales, las células aisladas son linfocitos
T, que se modifican opcionalmente para suprimir la expresion
de TCR endbégeno. En realizaciones adicionales, las células
aisladas son células NK. Las células pueden aislarse de
cualquier especie apropiada, p.ej., mamiferos tal como una

célula humana.

Las células que expresan CAR son utiles desde el punto de
vista diagnostico y terapéutico. En un aspecto, las células
son uUtiles en un método para inhibir el crecimiento de una
célula cancerosa o0 un tumor, que expresan cada uno FLT3,
opcionalmente en donde la célula es una célula de leucemia
mieloide aguda (AML) con FLT3. La presente divulgacion también
se refiere a métodos para inhibir el crecimiento de un cancer
o tumor que expresa FLT3, opcionalmente leucemia mieloide aguda
(AML) en un sujeto, que comprende, o que de forma alternativa
consiste esencialmente en, o que incluso consiste ademas en
poner en contacto el cancer o tumor con la célula aislada de o
la composicién de la presente divulgacion. En un aspecto, el
método para inhibir el crecimiento de un cancer o tumor que
expresa FLT3 en un sujeto, opcionalmente AML, comprende, o de
forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste

ademds en medir la expresion de PD-1 y/o PD-L1 en el sujeto y
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administrar la célula aislada, el anticuerpo, el fragmento de

unidén a antigeno y/o la composicion de la presente divulgacioén
a un sujeto que expresa PD-1 y/o PD-L1. En el presente documento
se divulgan ademas métodos para inhibir el crecimiento de un
cancer o tumor en un sujeto, opcionalmente AML, que comprende,
o que de forma alternativa consiste esencialmente en, o que
incluso consiste ademas en medir la expresiéon de PD-1 y/o PD-
L1 en el sujeto y administrar el anticuerpo, el fragmento de
unién a antigeno y/o la composicién a un sujeto que expresa
PD-1 y/o PD-L1. Los métodos pueden comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en poner en contacto la célula cancerosa o el tumor con
cualquiera de las células aisladas o composiciones divulgadas
en el presente documento anteriormente. El contacto puede ser
in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, el contacto es
in vivo y las células aisladas son autélogas y/o alogénicas
para un sujeto que se esta tratando. En realizaciones
adicionales, el método ademas comprende, o0 consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, administrar al
sujeto una cantidad eficaz de terapia citorreductora, que
comprende opcionalmente o se selecciona del grupo que consiste
en quimioterapia, crioterapia, hipertermia, terapia dirigida
y/0 radioterapia. En algunas realizaciones, el sujeto que se

estd tratando es un paciente humano.

En el presente documento se proporcionan ademas
anticuerpos que comprenden, o que de Tforma alternativa
consisten esencialmente en, o que incluso consisten ademas en
una secuencia de fragmento variable de cadena uUnica (scFv) que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente

en, o0 que 1incluso consiste ademas en una secuencia de
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aminoacidos de (QVQLVQSGVEVKKPGASVKVS CKASGYTFTNYYMYWVRQAPG

QGLEWMGRVINPSNE  SLQFDDTAVYYCARRDYRFDM  GFDYWGQGTTVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSDIQMTQSPSSLS ASVGDRVTITCRASQDVSTAV
AWYQQKPGKAPKLL1YSASFL YSGVPSRPGKAPKLLI'YSASFL
YSGVPSRPDGSGSGSSLYSGVPSRPDGSGSGSHQKTFYKGVPSRDFGQRTFYTFYKTFDQR
HQGSGSHQGVPSRDQRDQLGSLYSGVPSRDFGKAPKAPKLL I'YSASFL
YSGVPSRPDGSGSLGSHQKTFYKGVPSRDVDQRTFGSGSHQKYQKPGKPGKAPKLLIYSAS
FL o un equivalente de las mismas. En un aspecto, el anticuerpo
que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o0 que incluso consiste ademds en una
secuencia de fragmento variable de cadena unica (scFv) esta
codificado por la secuencia de nucledétidos que comprende, O
que de forma alternativa consiste esencialmente en, o0 que
incluso consiste ademas en una secuencia del acido nucleico
de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGCTGGGTCAGGCTGCAGGCGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)

0 un equivalente de la misma.

También se describen en el presente documento anticuerpos

que comprenden, o que de Tforma alternativa consisten
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esencialmente en, o0 que incluso consisten ademas en una

secuencia de fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, 0 que 1incluso consiste ademas en una secuencia de
aminoacidos de:
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K) o un equivalente de la misma.

En un aspecto, el anticuerpo comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademds en una secuencia de fragmento variable de cadena unica
(scFv) codificada por 1la secuencia de nucledtidos que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, o que incluso consiste ademas en una secuencia del acido
nucleico de:
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de la misma.
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También se describe en el presente documento un anticuerpo

biespecifico que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o0 que incluso consiste ademds en una
secuencia de fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, o0 que incluso consiste ademas en una secuencia de
aminoacidos de: (Q VQLVQSGVEVKKPGASVKVYSCK
ASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPS
NGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMELSKS
LQFDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGQGTTYV
TVSSGGGGSGGG6G6GSGG6G6GGSDIQMTQSPSSLS
ASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKA
PKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLT
l SSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVE
I K R) y/0
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K) o un equivalente de cada una las mismas.

En un aspecto, el anticuerpo biespecifico comprende, o de
forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en una secuencia de fragmento variable de cadena Unica
(scFv) codificada por la secuencia de nucledtidos que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, o que incluso consiste ademads en una secuencia del acido
nucleico de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC

CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
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CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG

GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)
y/0
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de las mismas.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo IgA, un IgD, un IgE,
un IgM o un IgG. En un aspecto particular, el anticuerpo
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en, 0
incluso consiste ademas en una regién constante. La regiodn
constante puede comprender, o de forma alternativa consistir
esencialmente en, o incluso consistir ademas en una region

constante de IgA, una de IgD, una de IgE, una de IgG o una de
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IgM. En algunas realizaciones, la region constante es una

region constante de IgGl o una regién constante de Ig kappa.

La presente divulgacion también se refiere a anticuerpos
que compiten por la unidén con los anticuerpos descritos en el
presente documento. El anticuerpo de la presente divulgacioén
puede ser un anticuerpo policlonal, monoclonal o humanizado.
También se proporcionan en el presente documento los fragmentos
de unién a antigeno de los anticuerpos de 1la presente
divulgacion. EIl fragmento de unidon a antigeno puede
seleccionarse del grupo que consiste en Fab, F(ab’)2, Fab~,
scFv y Fv. En un aspecto, el fragmento de unidn a antigeno
puede comprender, o de forma alternativa consistir
esencialmente en, o incluso consistir ademas en una secuencia
de aminoacidos de: (QVQLVQSGVEVKKPGASVKYVS
CKASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGTIN
PSNGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMEL
KSLQFDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGQGT
TVTVSSGGGG6SGG666S6G6G6G66SDIQMTQSPSS
LSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPG
KAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFT
LTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTK
VE I KR) o un equivalente de cada una de las mismas. EI
fragmento de unidén a antigeno puede estar codificado por la
secuencia de nucledtidos que comprende, o que de forma
alternativa consiste esencialmente en, o que incluso consiste
ademas en una secuencia de un 4cido nucleico de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA

CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
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GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC

GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)

o un equivalente de cada una de las mismas.

En otro aspecto, el fragmento de unién a antigeno puede
comprender, o de forma alternativa consistir esencialmente en,
o incluso consistir ademas en una secuencia de aminoacidos de:
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
K) o un equivalente de cada una de las mismas. ElI fragmento de
unién a antigeno puede estar codificado por la secuencia de
nucledétidos que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o que 1incluso consiste ademas en:
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT

TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
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TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT

ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de cada una de las mismas.

También se describen en el presente documento polipéptidos
que comprenden, o que de Tforma alternativa consisten
esencialmente en, o que incluso consisten ademas en una

secuencia de aminoacidos de una cualquiera de:

(QVQLVQSGVEVKKPGASVKVS CKASGYTETNYYMYWVRQAPG
QGLEWMGG INPSNGGTNFNEK FKNRVTLTTDSSTTTAYMELK
SLQFDDTAVYYCARRDYRFDM GFDYWGQGTTVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSDIQMTQSPSSLS ASVGDRVT I TCRASQDVSTAV
AWYQQKPGKAPKLL I'YSASFL YSGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYLYHPA TFGQGTKVEIKR) 0

(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSENVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K) o un equivalente de cada una de las mismas.

La presente divulgacion se refiere ademas a &acidos
nucleicos aislados que comprenden, o que de forma alternativa
consisten esencialmente en, o que incluso consisten ademas en
una secuencia de los acidos nucleicos de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG

TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
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CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG

ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)
o
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de cada una de las mismas.

En el presente documento se divulgan ademds métodos para

preparar los anticuerpos de la presente divulgacion.

También se proporcionan en el presente documento los
fragmentos de unidén a antigeno de los anticuerpos de la
presente divulgacion. En el presente documento se describen
ademas polipéptidos que comprenden, o que de forma alternativa
consisten esencialmente en, o que incluso consisten ademas en
una secuencia de aminoacidos de: (QVQLVQSGVEVKKPGASVKVS
CKASGYTFTNYYMYWVRQAPG QGLEWMGG INPSNGGTNFNEK

FKNRVTLTTDSSTTTAYMELK SLQFDDTAVYYCARRDYRFDM
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GFDYWGQGTTVTVSSGGGGSG GGGSGGGGSDIQMTQSPSSLS

ASVGDRVTITCRASQDVSTAV AWYQQKPGKAPKLL 1YSASFL
YSGVPSRFSGSGSGTDFTLTI SSLQPEDFATYYCQQYLYHPA TFGQGTKVEIKR) o
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K) o un equivalente de cada una de las mismas.

La presente divulgacion se refiere ademas a acidos
nucleicos aislados que comprenden, o que de forma alternativa
consisten esencialmente en, o que incluso consisten ademas en
una secuencia de los acidos nucleicos de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGCTGGGTCAGGTGGAGGCGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)
o
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT

CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
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CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG

CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de cada una de las mismas.

También se divulgan en el presente documento Kits que
comprenden, o que de forma alternativa consisten esencialmente
en, O que consisten en una o mas de las composiciones
mencionadas anteriormente e iInstrucciones para su uso en los

métodos como se divulga en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra el disefio de CAR de FLT3 bicistronico
con anticuerpo biespecifico (biAb, por sus siglas en inglés)
de PD-1-PD-L1 secretor. CAR de FLT3 estaba impulsado por el
promotor EFla. EI biAb de PD-1-PD-L1 estaba unido con CAR por
T2A y dirigido por un péptido sefial secretor (SS). Todo el
casete estaba flanqueado por largas repeticiones terminales en

una construccion lentivirica segura.

Las FIGS. 2A-2C muestran una citotoxicidad potenciada al
reconocer las lineas celulares de AML FLT3(+). Actividad
citotéxica de células NK-92 no modificadas, células NK-92 EV y
células NK-92 con CAR de FLT3 contra: (FIG. 2A) células MOLM-
13 FLT3(+), EOL-1 FLT3(+) o células U937 FLT3(-); (FIG. 2B)

blastocitos de AML FLT3(+) de cada uno de dos pacientes
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utilizando un ensayo de liberaciéon de 5Cr. Las células

leucémicas diana se marcaron con °®°Cr y se cultivaron
conjuntamente con células NK a las relaciones efector/diana
(E/T, por sus siglas en inglés) indicadas en los pocillos de
la placa de fondo en V de 96 pocillos a 37 °C durante 4 horas.
Se recogieron los sobrenadantes y se midié la liberacién de
1ICr en un contador TopCount (Canberra Packard). (FIG. 20C)
Citotoxicidad de células NK con CAR de FLT3 primarias contra
células madre hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés)
normales definidas como CD34(+) y células dendriticas definidas
como CD123(+) a partir de médula Osea de donantes sanos. Las

células Topro3(+) se consideraron muertas.

Las FIGS. 3A-3C muestran que linfocitos T con CAR de FLT3
y células NK con FLT3 suprimen in vivo el crecimiento de AML
humana y prolongan la supervivencia de ratones portadores de
AML. Se inyectaron ratones NSG con células MOLM-13 FLT3(+)
(FIG. 3A) o con blastocitos FLT3(+) de pacientes con AML (FIG.
3B). Una semana después, se inyectaron por via intravenosa
linfocitos T, linfocitos T con vector vacio o linfocitos T con
CAR de FLT3. (FIG. 3C) Para células NK con CAR de FLT3, se
inyectaron ratones NSG con células MOLM-13 FTL3(+) y se
infundieron NK, NK con vector vacio o NK con CAR de FLT3

(mostrado en este caso como "CAR de FLT3"™ o PBS. Se trazaron

curvas de Kaplan-Meier. A = CR continuo.

Las FIGS. 4A-4D muestran que las células NK con CAR de
FLT-3 y las células NK primarias expandidas expresaron un alto
nivel de PD-1. (FIG. 4A) Las células NK con CAR se cultivaron
después de la transduccién y se tifieron para determinar el

anticuerpo anti-PD-1. (FIGS. 4B) Las células NK primarias (sin
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transduccion de CAR) expresan PD1 en cultivo con IL-2, IL-15 e

IL-21. La expresion de PD1 no fue necesaria para la
transduccién de CAR. (FIGS. 4C y 4D) Las lineas celulares de
AML K562 y Molm-13 expresaron biAb anti-PD-l1-anti-PD-L1. Los

datos son de una ejecucion representativa.

Las FIGS. 5A-5B muestran los niveles de secrecién de la
proteina de biAb anti-PD-l1-anti-PD-L1 por [linfocitos T
transducidos con un vector con CAR de FLT3-biAb-anti-PD-1-anti-
PD-L1. Los niveles de seccidn se determinaron mediante ELISA
usando un anticuerpo con etiqueta 6x-his 2 y 3 dias después de
la transduccion. (FIGS. 5A). Curvas patron de ELISA. Se
muestran los datos de dos tiempos. (FIGS. 5B). Los niveles de
secrecion del biAb anti-PD-1-anti-PD-L1 de los linfocitos T
transducidos con CAR de FLT3-biAb-anti-PD-1-anti-PD-L1 se
detectaron mediante ELISA usando la etiqueta 6x-his mostrada.
Se muestran los datos repetidos (rojo y azul) de dos tiempos.
Los datos se recopilaron a partir de valores de DO 450nm

basandose en la curva patron que se muestra en la FIG. bHA.

Las FIGS. 6A-6B muestran niveles de secrecién de
linfocitos T transducidos con vectores con CAR de FLT3-anti-
PD-1, CAR de FLT3-anti-PD-L1 o CAR de FLT3-biAb de-PD-1-PD-L1,
determinados por ELISA usando anticuerpo con etiqueta 6x-his 5
dias después de la transduccién. (FIG. 6A) Curvas patrén de
ELISA. Se muestran los datos de dos tiempos. (FIG. 6B) Niveles
de secrecion de anti-PD-1, anti-PD-L1 o biAb de PD-1-PD-L1 por
linfocitos T transducidos con un vector con CAR de FLT3-anti-
PD-1, CAR de FLT3-anti-PD-L1, o CAR de FLT3-biAb-anti-PD-1-
anti-PD-L1, respectivamente. Los niveles de secrecidén se

determinaron mediante ELISA usando el anticuerpo con etigueta
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6x-his mostrado. Se muestran datos de tres donantes diferentes

(24, 25, 26, 27).

La FIG. 7 muestra infeccion y purificacion de linfocitos
T con CAR de FLT3 que expresan anti-PD-L1, anti-PD-1, biAb
anti-PD-1- anti-PD-L1, o detectado por citometria de Tflujo
después de que las células se tifieran con anti-Fab contra CAR.

Se muestran los datos de un donante representativo.

Las FIGS. 8A-8B indican los resultados de los ensayos de
destruccion basados en flujo de cuatro horas, que mostré que
los linfocitos T con CAR de FLT3-anti-PD-1 purificados
mantienen niveles de citotoxicidad como los linfocitos T con
CAR de FLT3 purificados. (FIG. 8A) Se utilizaron como células
diana dos lineas de células tumorales de AML FLT3(+) y una
linea de células tumorales de AML FLT3(-). Todas las células
tumorales se trataron previamente con tiente fluorescente AM.
Las células se seleccionaron en funcién de células diana de
AML y las células positivas para Sytox Blue (eje Y) representan
la capacidad de destruccién de las células tumorales. (FIG.
8B) Sumario de datos de la FIG. 8A con tres relaciones E:T

(efector:diana).

La FIG. 9 muestra que el Ab(por sus siglas en inglés)
anti-PD-1 secretado por los linfocitos T con CAR de FLT3 anti-
PD-1 aumenta la viabilidad de los linfocitos T con CAR de FLT3.
La columna de color gris muestra los linfocitos T estimulados
de donantes sanos sin tratar. La columna de color negro muestra
linfocitos T con CAR de FLT3 (como control negativo). La
columna de color verde claro muestra linfocitos T con CAR de

FLT3 cultivados con sobrenadante que contiene Ab anti-PD-1
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secretado (15 ng/ml). La columna de color verde claro con

patron rayado muestra linfocitos T con CAR de FLT3 tratados
previamente con un sobrenadante que contiene 15 ng/ml de Ab
anti-PD-1 secretado, incubados con 10 pg/ml de proteina de
fusion PD-1 durante 30 minutos. La columna verde oscuro muestra
linfocitos T con CAR de FLT3 cultivados con Ab anti-PD-1 (BD
Biosciences, como control positivo). Las columnas de color azul
muestran linfocitos T con CAR de FLT3-anti-PD-1 cultivados con
sobrenadante que contiene Ab anti-PD-1 secretado (15 ng/ml).
La columna de color azul con patrén rayado muestra linfocitos
T con CAR de FLT3-anti-PD-1 cultivados con un sobrenadante que
contiene 15 ng/ml de Ab anti-PD-1 secretado e incubados con 10
nug/ml de proteina de fusidon PD-1 durante 30 minutos. Los datos
se resumen de 7 donantes. La proliferacién celular se evalud

como ensayos MTT.

La FIG. 10 muestra la cuantificaciéon de la expresidén de
FLT3 en la superficie en las lineas celulares de AML, MOLM-13,
U937, THP-1, MV4-11 y EOL-1 tratadas con control de vehiculo o
los siguientes inhibidores de FLT3 durante 48 horas:
midostaurina 10 pM, FF-10101 10 pM, quizartinib 10 pM (AC220)
o dovitinib 10 pM (TKI-258). Los datos muestran que en la
mayoria de los casos, la expresion de la densidad de superficie
de FLT3 aumentdé después del tratamiento con un inhibidor de

FLT3.

La FIG. 11 representa la cuantificacion de la expresion
de densidad de superficie de FLT3 mediante citometria de flujo
en blastocitos de AML antes y después de tratarse con
midostaurina durante 48 horas. La figura muestra que la

expresion de la densidad de superficie de FLT3 en los
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blastocitos de AML se reguld positivamente después del

tratamiento.

La FIG. 12 representa el mecanismo propuesto de las
células NK con CAR de FLT3 anti-PD-l1-anti-PD-L1 y linfocitos T
con CAR de FLT3 anti-PD-l1l-anti-PD-L1 que interactuan con un
blastocito de AML FLT3(+) y que secretan biAb anti-PD-l-anti-
PD-L1 que bloquea la interaccion PD1-PD-L1 entre el linfocito

T y/0 la célula NK PD-1(+) y el blastocito leucémico PD-L1(+).

DESCRIPCION DETALLADA

Debe entenderse que la presente divulgacién no se limita
a los aspectos particulares descritos, ya que estos pueden,
por supuesto, variar. También debe entenderse que la
terminologia usada en el presente documento es para los fines
de describir aspectos particulares uUnicamente y no pretende
ser limitante, debido a que el alcance de Ila presente
divulgacion estara limitado unicamente por las

reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos
técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende habitualmente un
experto en la materia a la que pertenece esta tecnologia.
Aunque puede usarse cualquier método y material similares o
equivalentes a los descritos en el presente documento en la
practica o prueba de la presente tecnologia, se describen a
continuacion los métodos, dispositivos Yy materiales
preferidos. Todas las publicaciones técnicas y de patentes

citadas en el presente documento se iIncorporan en el presente
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documento como referencia en su totalidad. No ha de

interpretarse que nada en el presente documento constituya una
admision de que la presente tecnologia no tenga derecho a
anteponer dicha divulgacion por virtud de una divulgacién

anterior.

La practica de la presente divulgacion empleard, a menos
que se indique lo contrario, técnicas convencionales de cultivo
de tejidos, inmunologia, biologia molecular, microbiologia,
biologia celular y ADN recombinante, que se encuentran entre
las habilidades de la técnica. Véanse, p.ej., Green and
Sambrook eds. (2012) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
42 edicion; the series Ausubel et al. eds. (2015) Current
Protocols i1n Molecular Biology; the series Methods 1in
Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); MacPherson et al.
(2015) PCR 1: A Practical Approach (IRL Press at Oxford
University Press); MacPherson et al. (1995) PCR 2: A Practical
Approach; McPherson et al. (2006) PCR: The Basics (Garland
Science); Harlow and Lane eds. (1999) Antibodies, A Laboratory
Manual ; Greenfield ed. (2014) Antibodies, A Laboratory Manual;
Freshney (2010) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique, 62 edicion; Gait ed. (1984) Oligonucleotide
Synthesis; Pat. de Estados Unidos N.© 4.683.195; Hames and
Higgins eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization; Anderson (1999)
Nucleic Acid Hybridization; Herdewi jn ed. (2005)
Oligonucleotide Synthesis: Methods and Applications; Hames and
Higgins eds. (1984) Transcription and Translation; Buzdin and
Lukyanov ed. (2007) Nucleic Acids Hybridization: Modern
Applications; Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press (1986));
Grandi ed. (2007) In Vitro Transcription and Translation

Protocols, 22 Edicion; Guisan ed. (2006) Immobilization of
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Enzymes and Cells; Perbal (1988) A Practical Guide to Molecular

Cloning, 22 Edicidn; Miller and Calos eds, (1987) Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells (Cold Spring Harbor Laboratory);
Makrides ed. (2003) Gene Transfer and Expression in Mammalian
Cells; Mayer and Walker eds. (1987) Immunochemical Methods in
Cell and Molecular Biology (Academic Press, London); Lundblad
and Macdonald eds. (2010) Handbook of Biochemistry and
Molecular Biology, 42 edicion; y Herzenberg et al. eds (1996)

Weir®"s Handbook of Experimental Immunology, 52 ediciodn.

Todas las designaciones numéricas, p-ej-, pH,
temperatura, tiempo, concentracion y peso molecular,
incluyendo los intervalos, son aproximaciones que varian (+) o
(-) en incrementos de 1,0 o 0,1, segun sea apropiado, o de
forma alternativa mediante una variacion de +/- 15 %, o de
forma alternativa 10 %, o de forma alternativa 5 %, o de forma
alternativa 2 %. Se debe entender, aunque no siempre se indique
explicitamente, que todas las designaciones numéricas estén
precedidas por el término "aproximadamente™. También se debe
entender, aunque no siempre se indique explicitamente, que los
reactivos descritos en el presente documento son simplemente
ilustrativos y que los equivalentes de los mismos se conocen

en la técnica.

Debe deducirse, sin que se cite de manera explicita y, a
menos que se pretenda lo contrario, que cuando la presente
tecnologia se refiere a un polipéptido, proteina,
polinucledtido o anticuerpo, se pretende que un equivalente o
un equivalente bioldégico de los mismos esté dentro del alcance

de la presente tecnologia.
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Definiciones

Como se wusa en la memoria descriptiva y las
reivindicaciones, la forma singular "un, "uno/a"™ y "el/la"
incluyen referencias en plural salvo que el contexto indique
claramente lo contrario. Por ejemplo, la expresion "una célula"
incluye una pluralidad de células, incluyendo mezclas de las

mismas.

Como se usa en el presente documento, la expresion '‘que
comprende'™ pretende significar que las composiciones y los
métodos incluyen los elementos citados, pero no excluye a
otros. "Que consiste esencialmente en”™ cuando se usa para
definir composiciones y métodos, significarda excluir otros
elementos de importancia esencial para la combinacion para el
uso previsto. Por ejemplo, una composicién que consista
esencialmente en los elementos como se define en el presente
documento no excluiria los contaminantes traza del método de
aislamiento Yy purificacion Yy los trasportadores
farmacéuticamente aceptables, tal como solucién salina
tamponada con fosfato, conservantes y similares. "Que consiste

en” significard excluir mas que los elementos traza de otros
ingredientes y etapas sustanciales del método para administrar
las composiciones divulgadas en el presente documento. Los
aspectos definidos por cada uno de estos términos de transicion

estan dentro del alcance de la presente divulgacion.

Como se usa en el presente documento, el término "animal"
se refiere a organismos vertebrados multicelulares vivos, una
categoria que 1incluye, por ejemplo, mamiferos y aves. EI

término "mamifero”™ incluye mamiferos tanto humanos como no
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humanos.

Los términos ‘''sujeto’, ‘'hospedador'™ "individuo™ vy
"paciente™ se usan iIndistintamente en el presente documento
para referirse a sujetos humanos y veterinarios, por ejemplo,
seres humanos, animales, primates no humanos, perros, gatos,
ovejas, ratones, caballos y vacas. En algunas realizaciones,

el sujeto es un ser humano.

Como se wusa en el presente documento, el término
"anticuerpo’” se refiere colectivamente a inmunoglobulinas o
moléculas similares a inmunoglobulinas que incluyen a modo de
ejemplo y sin limitaciéon, |IgA, 1IgD, 1IgE, 1gG e IgM,
combinaciones de las mismas y moléculas similares producidas
durante una respuesta inmunitaria en cualquier vertebrado, por
ejemplo, en mamiferos tales como seres humanos, cabras, conejos
y ratones, asi como especies no de mamiferos, tal como las
inmunoglobulinas de tiburén. A menos que se indique
especificamente lo contrario, el término "anticuerpo’™ incluye
inmunoglobulinas intactas y "fragmentos de anticuerpos'™ o
"fragmentos de unidén a antigeno' que se unen especificamente a
una molécula de interés (o un grupo de moléculas de interés
muy similares) con la exclusioéon sustancial de la unidén a otras
moléculas (por ejemplo, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos
que tienen una constante de unidén para la molécula de interés
gue es al menos 103 M-1 mayor, al menos 104 M1 mayor o al menos
10> M-1 mayor que una constante de unidén para otras moléculas
en una muestra bioldégica). ElI término "anticuerpo™ también
incluye formas genéticamente modificadas tal como anticuerpos
quiméricos (por ejemplo, anticuerpos murinos o humanizados no

primates), anticuerpos heteroconjugados (tal como, anticuerpos
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biespecificos). Véanse también, Pierce Catalog and Handbook,

1994-1995 (Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.); Owen et al.,
Kuby Immunology, 72 Ed., W.H. Freeman & Co., 2013; Murphy,
Janeway’s Immunobiology, 82 Ed., Garland Science, 2014; Male
et al., Immunology (Roitt), 82 Ed., Saunders, 2012; Parham, The

Immune System, 42 Ed., Garland Science, 2014.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"anticuerpo monoclonal'™ se refiere a un anticuerpo producido
por un solo clon de linfocitos B o por una célula en la que se
han transfectado los genes de cadena ligera y pesada de un solo
anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales se producen mediante
procedimientos conocidos por los expertos en la materia, por
ejemplo, preparando células hibridas formadoras de anticuerpos
a partir de una fTusion de células de mieloma con células
inmunitarias de bazo. Los anticuerpos monoclonales incluyen

anticuerpos monoclonales humanizados.

En  términos de estructura de anticuerpos, una
inmunoglobulina tiene cadenas pesadas (H) y cadenas ligeras
(L) 1interconectadas mediante enlaces disulfuro. Existen dos
tipos de cadena ligera, lambda (A) y kappa (k). Existen cinco
clases (o i1sotipos) principales de cadena pesada que determinan
la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: IgM, IgD,
1gG, IgA e IgE. Cada cadena pesada y ligera contiene una region
constante y una region variable, (las regiones también se
conocen como ‘‘dominios'™). En combinacion, las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera se combinan para
unirse especificamente al antigeno. Las regiones variables de
las cadenas ligera y pesada contienen una regién ''marco"

interrumpida por tres vregiones hipervariables, también
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denominadas "‘regiones determinantes de la complementariedad™ o

"CDR". La extension de la region marco y las CDR se han definido
(véase, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1991,
que se iIncorpora por referencia en el presente documento). La
base de datos de Kabat se mantiene en linea. Las secuencias de
las regiones marco de diferentes cadenas ligeras o pesadas
estan relativamente conservadas dentro de una especie. La
region marco de un anticuerpo, es decir, las regiones marco
combinadas de las cadenas ligeras y pesadas constituyentes,
adopta en gran medida una conformacién de lamina g y las CDR
forman bucles que se conectan y en algunos casos forman parte
de, la estructura de lamina pg. Por tanto, las regiones marco
actuan formando un armazon que posibilita el posicionamiento
de las CDR en la orientacidon correcta mediante interacciones

intercadena no covalentes.

Las CDR son responsables principalmente de la unidén a un
epitopo de un antigeno. Las CDR de cada cadena se denominan
normalmente CDR1, CDR2 y CDR3, numeradas secuencialmente
comenzando desde el extremo aminoterminal y también se
identifican normalmente por la cadena en la que se encuentra
la CDR en particular (regiones de cadena pesada marcadas con
CDHR y regiones de cadena ligera marcadas con CDLR). Por tanto,
una CDHR3 es la CDR3 del dominio variable de la cadena pesada
del anticuerpo en el que se encuentra, mientras que una CDLR1
es la CDR1 del dominio variable de la cadena ligera del
anticuerpo en el que se encuentra. Un anticuerpo de FLT3 tendra
una secuencia exclusiva de la region Vy, y de la region V.
especificas para el antigeno FLT3 y, por tanto, secuencias CDR

especificas. Anticuerpos con diferentes especificidades (es
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decir, diferentes sitios de combinacion para diferentes

antigenos) tienen diferentes CDR. Aunque son las CDR las que
varian de un anticuerpo a otro anticuerpo, solamente un numero
limitado de posiciones de aminoacidos dentro de las CDR estan
directamente implicadas en [la unidon al antigeno. Estas
posiciones dentro de las CDR se denominan restos determinantes

de la especificidad (SDR, por sus siglas en inglés).

Como se usa en el presente documento, el término "PD-1"
se refiere a un fragmento de proteina especifico asociado con
este nombre y cualquier otra molécula que tenga una funcidn
biologica analoga que comparta al menos el 70 %, o de forma
alternativa al menos el 80 % de 1i1dentidad de secuencia de
aminoacidos, o de forma alternativa 90 % de identidad de
secuencia, o de forma alternativa al menos el 95 % de identidad
de secuencia con la secuencia de PD-1 como se muestra en el
presente documento y/o un compafiero de unién adecuado de PD-
L1. En el presente documento se proporcionan secuencias ejemplo
no limitantes de PD-1, tales como, pero sin limitacion,
aquellas bajo los siguientes numeros de referencia - GCID:
GCO2M241849; HGNC: 8760; Entrez Gene: 5133; Ensembl:
ENSG00000188389; OMIM: 600244; y UniProtKB: Q15116 - y Ila
secuencia:

MQ IPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSE
SFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYL
CGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLVVGVVGGLLGSLVL
LVWVLAVICSRAARGT IGARRTGQPLKEDPSAVPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPE
QTEYATIVFPSGMGTSSPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPL y equivalentes de

las mismas.

Ejemplos no limitantes de anticuerpos disponibles
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comercialmente incluyen pembrolizumab (Merck), nivolumab

(Bristol-Myers Squibb), pidilizumab (Cure Tech), AMP-224
(GSK), AMP-514 (GSK), PDRO01 (Novartis) y cemiplimab (Regeneron

y Sanofi).

Como se usa en el presente documento, el término "PD-L1"
se refiere a un fragmento de proteina especifico asociado con
este nombre y cualquier otra molécula que tenga una funcidn
biologica anadloga que comparta al menos el 70 %, o de forma
alternativa al menos el 80 % de identidad de secuencia de
aminoacidos, o de forma alternativa 90 % de identidad de
secuencia, o de forma alternativa al menos el 95 % de identidad
de secuencia con la secuencia de PD-L1 como se muestra en el
presente documento y/o un compafiero de unidn adecuado de PD-1.
En el presente documento se proporcionan secuencias ejemplo no
limitantes de PD-L1, tal como, pero sin limitacion, los que se
encuentran bajo los siguientes numeros de referencia: GCID:
GCO9P005450; HGNC: 17635; Entrez Gene: 29126; Ensembl:
ENSG00000120217; OMIM: 605402; y UniProtKB: Q9NzQ7 - y la
secuencia:

MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMT IECKFPVEKQLDLAAL IVYWEMED
KNT1QFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQDAGVYRCMISYGGAD
YKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEV IWTSSDHQVLSGKTTTTN
SKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNERTHLVIL
GAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEET y equivalentes
de las mismas. Ejemplos no limitantes de anticuerpos
disponibles comercialmente 1i1ncluyen atezolizumab (Roche
Genentech), avelumab (Merck Soreno y Pfizer), durvalumab
(AstraZeneca), BMS-936559 (Bristol-Myers Suibb) y CK-301

(Chekpoint Therapeutics).
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Como se usa en el presente documento, el término

"antigeno”™ se refiere a un compuesto, composicién, o sustancia
que puede estar unida especificamente por los productos de
inmunidad humoral o celular especificas, tal como una molécula
de anticuerpo o un receptor de linfocitos T. Los antigenos
pueden ser cualquier tipo de molécula, incluyendo, por ejemplo,
haptenos, metabolitos intermedios simples, azucares (po. €j.-,
oligosacaridos), lipidos y hormonas, asi como macromoléculas
tal como carbohidratos complejos (p. ej., polisacaridos),
fosfolipidos y proteinas. Las categorias comunes de antigenos
incluyen, pero sin limitacion, antigenos viricos, antigenos
bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de protozoos y otros
parasitarios, antigenos tumorales, antigenos implicados en
enfermedades autoinmunitarias, alergia y rechazo de injertos,

toxinas y otros antigenos diversos.

Como se usa en el presente documento, la expresion
"dominio de unidén a antigeno"” se refiere a cualquier dominio
de proteina o polipeptidico que puede unirse especificamente a

un antigeno diana.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"anticuerpo biespecifico” se refiere a un anticuerpo que puede
unirse a dos tipos diferentes de antigenos, p.ej., tiene dos

dominios de unién a antigeno diferentes.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"péptido sefal™ se refiere a una secuencia peptidica que dirige
el transporte y la localizaciéon de la proteina dentro de una
célula, p.ej., a un determinado organulo celular (tal como el

reticulo endoplasmico) y/o a la superficie celular. En el
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presente documento se divulgan ejemplos no limitantes de un

péptido sefal, p.ej., el péptido codificado por la siguiente
secuencia de un acido nucleico:

Secuencia de péptido seial:
ATGGGATGGAGCTCTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCAC Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de péptido seial:
MGWSCIILFLVATATGVHS vy, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

Secuencia de péptido senal:
MDWIWRILFLVGAATGAHS vy, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

Como se usa en el presente documento, la expresion ""unidn
especifica” significa el contacto entre un anticuerpo y un
antigeno con una afinidad de unién de al menos 10°M. En
determinados aspectos, los anticuerpos se unen con afinidades
de al menos aproximadamente 10’ M y preferentemente 108 M, 10°°

M, 10°1°M, 10 M, o 10*2 M.

En un aspecto, las expresiones equivalente™ o
"equivalente bioldgico" de un anticuerpo significa la capacidad
del anticuerpo para unirse selectivamente a su proteina epitopo
o fragmento de la misma medida por ELISA u otros métodos
adecuados. Los anticuerpos bioldgicamente equivalentes
incluyen, pero sin limitacién, esos anticuerpos, péptidos,
fragmentos de anticuerpos, variantes de anticuerpos, derivados
de anticuerpos y miméticos de anticuerpos que se unen al mismo

epitopo que el anticuerpo de referencia.
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Debe deducirse, sin que se cite de manera explicita y, a

menos que se pretenda lo contrario, que cuando la presente
divulgacion se refiere a un polipéptido, proteina,
polinucledtido o anticuerpo, se pretende que un equivalente o
un equivalente biolégico de los mismos esté dentro del alcance
de la presente divulgaciéon. Como se usa en el presente
documento, la expresién "equivalente bioldgico del mismo o de
la misma™ pretende ser sinénimo de "equivalente del mismo o de
la misma" cuando se hace referencia a una proteina, anticuerpo,
polipéptido o acido nucleico de longitud completa de
referencia, pretende aquellos que tienen una homologia minima
mientras mantienen la estructura o funcionalidad deseada. A
menos que se cite especificamente en el presente documento, se
contempla que cualquier polinucledtido, polipéptido o proteina
mencionado en el presente documento también incluye
equivalentes de 1los mismos. Por ejemplo, un equivalente
significa al menos aproximadamente un 70 % de homologia o
identidad, o al menos un 80 % de homologia o identidad y, de
forma alternativa, o al menos aproximadamente un 85 %, o de
forma alternativa al menos aproximadamente un 90 %, o de forma
alternativa al menos aproximadamente un 95 %, o de Tforma
alternativa un 98 % de homologia o identidad y muestra una
actividad biologica sustancialmente equivalente a la proteina,
polipéptido o acido nucleico de longitud completa de
referencia. De forma alternativa, al referirse a
polinucledtidos, un equivalente de los mismos es un
polinucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con el

polinucledtido de referencia o su complemento.

Como se usa en el presente documento, el término

"autologo™, en referencia a células se refiere a células que
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se aislan y se vuelven a infundir en el mismo sujeto (receptor

u hospedador). "Alogénico" se refiere a células no autélogas.

ElI término "aislado™ como se usa en el presente documento
se refiere a moléculas o materiales bioldgicos o celulares que
estan sustancialmente libres de otros materiales. En un
aspecto, el término "aislado"™ se refiere a un acido nucleico,
tal como ADN o ARN, o proteina o polipéptido (p- ej., un
anticuerpo o derivado del mismo), o una célula o un organulo
celular, o un tejido u 6rgano, separados de otros ADN o ARN, o
proteinas o polipéptidos, o células u organulos celulares, o
tejidos u 6rganos, respectivamente, que estan presentes en la
fuente natural. ElI término "aislado™ también se refiere a un
acido nucleico o péptido que esta sustancialmente libre de
material celular, material virico o medio de cultivo cuando se
produce mediante técnicas de ADN recombinante, o0 precursores
quimicos u otras sustancias quimicas cuando se sintetizan
gquimicamente. Ademas, se entiende que un "acido nucleico
aislado™ incluye fragmentos de un acido nucleico que no son de
origen natural tal como fragmentos y no se encontraria en el
estado natural. ElI término "aislado” también se usa en el
presente documento para referirse a polipéptidos que se aislan
de otras proteinas celulares y pretende abarcar tanto
polipéptidos purificados como recombinantes. EI término
"aislado” también se usa en el presente documento para
referirse a células o tejidos que se aislan de otras células o
tejidos y pretende abarcar tanto células o tejidos cultivados

como modificados por ingenieria.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula

aislada"™ generalmente se refiere a una célula que esta
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sustancialmente separada de otras células de un tejido.

Las "células inmunitarias” 1incluyen, p.ej., gloébulos
blancos (leucocitos) que derivan de células madre
hematopoyéticas (HSC) producidas en la médula 6sea, linfocitos
(linfocitos T, linfocitos B, linfocitos citoliticos naturales
(NK)) y células de origen mieloide (neutrofilo, eosinofilo,

bas6filo, monocito, macrofago, células dendriticas).

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula
NK'", también conocida como linfocito citolitico natural, se
refiere a un tipo de linfocito que se origina en la médula Osea
y desempefia un papel critico en el sistema inmunitario innato.
Las células NK proporcionan respuestas inmunitarias rapidas
contra las células infectadas por virus, células tumorales u
otra célula estresada, incluso en ausencia de anticuerpos y
del complejo principal de histocompatibilidad en las
superficies celulares. Las células NK pueden aislarse u
obtenerse de una fuente disponible comercialmente. Ejemplos no
limitantes de lineas de células NK comerciales incluyen las
Iineas NK-92 (ATCC® CRL-2407™), NK-92MI (ATCC® CRL-2408™).
Otros ejemplos incluyen pero sin limitacion, las lineas NK
HANK1, KHYG-1, NKL, NK-YS, NOI-90 e YT. Las fuentes
ilustrativas no limitantes para dichas Ilineas celulares
disponibles comercialmente incluyen la American Type Culture
Collection, o ATCC, (atcc.org/) y la German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (dsmz.de/).

Como se usa en el presente documento, la expresion
linfocito B, se refiere a un tipo de linfocito en la inmunidad

humoral del sistema Inmunitario adaptativo. Los linfocitos B
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funcionan principalmente para producir anticuerpos, sirven

como células presentadoras de antigenos, liberan citocinas y
desarrollan linfocitos B de memoria después de la activacion
por interaccion con el antigeno. Los linfocitos B se distinguen
de otros linfocitos, tal como los linfocitos T, por Ila
presencia de un receptor de linfocitos B en la superficie
celular. Los linfocitos B pueden aislarse u obtenerse de una
fuente disponible comercialmente. Ejemplos no limitantes de
lineas de linfocitos B disponibles comercialmente incluyen las
lineas AHH-1 (ATCC® CRL-8146™), BC-1 (ATCC® CRL-2230™), BC-2
(ATCC® CRL-2231™), BC-3 (ATCC® CRL-2277™), CA46 (ATCC® CRL-
1648™), DG-75 [D.G.-75] (ATCC® CRL-2625™), DS-1 (ATCC® CRL-
11102™), EB-3 [EB3] (ATCC® CCL-85™), Z-138 (ATCC n.© CRL-3001),
DB (ATCC CRL-2289), Toledo (ATCC CRL-2631), Pfiffer (ATCC CRL-
2632), SR (ATCC CRL-2262), JM-1 (ATCC CRL-10421), NFS-5 C-1
(ATCC CRL-1693); NFS-70 C10 (ATCC CRL-1694), NFS-25 C-3 (ATCC
CRL-1695), AND SUP-B15 (ATCC CRL-1929). Otros ejemplos
incluyen, pero sin limitacion, lineas celulares derivadas de
linfomas anapléasicos y de células grandes, p.ej., DEL, DL-40,
FE-PD, JB6, Karpas 299, Ki-JK, Mac-2A Plyl, SR-786, SU-DHL-1,
-2, -4, -5,-6,-7,-8,-9,-10 y -16, DOHH-2, NU-DHL-1, U-937,
Granda 519, USC-DHL-1, RL; linfomas de Hodgkin, p.ej., DEV,
HD-70, HDLM-2, HD-MyZ, HKB-1, KM-H2, L 428, L 540, L1236, SBH-
1, SUP-HD1, SU/RH-HD-I. Las fuentes ilustrativas no limitantes
para dichas |Iineas celulares disponibles comercialmente
incluyen [la American Type Culture Collection, o ATCC,
(atcc.org/) y la German Collection of Microorganisms and Cell

Cultures (https://www.dsmz.de/).

Como se wusa en el presente documento, La expresion

"linfocito T, se refiere a un tipo de linfocito que madura en
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el timo. Los linfocitos T desempefian un papel importante en la

inmunidad mediada por células y se distinguen de otros
linfocitos, tales como los linfocitos B, por la presencia de
un receptor de linfocitos T en la superficie celular. Los
linfocitos T pueden bien aislarse u obtenerse de una fuente
disponible comercialmente. "Linfocito T" 1incluye todos los
tipos de células inmunitarias que expresan CD3, incluyendo
linfocitos T auxiliares (células CD4+), linfocitos T
citotoxicos (células CD8+), linfocitos T citoliticos
naturales, linfocitos T reguladores (Treg) y linfocitos T
gamma-delta. Una ""célula citotoxica' incluye linfocitos T CD8+,
linfocitos citoliticos naturales (NK) y neutréofilos, siendo
capaces estas células de mediar respuestas de citotoxicidad.
Ejemplos no limitantes de lineas de linfocitos T disponibles
comercialmente incluyen las lineas Jurkat BCL2 (AAA) (ATCC®
CRL-2902™), Jurkat BCL2 (S70A) (ATCC® CRL-2900™), Jurkat BCL2
(S87A) (ATCC® CRL-2901™), Jurkat BCL2 (ATCC® CRL-2899™), Neo
Jurkat (ATCC® CRL-2898™), 1linea de linfocitos T humanos
citotoxicos TALL-104 (ATCC n.© CRL-11386). Otros ejemplos
incluyen, pero sin limitacion, lineas de linfocitos T maduros,
p.ej., tal como Deglis, EBT-8, HPB-MLp-W, HUT 78, HUT 102,
Karpas 384, Ki 225, My-La, Se-Ax, SKW-3, SMZ-1 y T34; y lineas
de linfocitos T inmaduros, p.ej., ALL-SIL, Bel3, CCRF-CEM, CML-
T1, DND-41, DU.528, EU-9, HD-Mar, HPB-ALL, H-SB2, HT-1, JK-T1,
Jurkat, Karpas 45, KE-37, KOPT-K1, K-T1, L-KAW, Loucy, MAT,
moLT-1, M™MOLT 3, MOLT-4, MOLT 13, MOLT-16, MT-1, MT-ALL,
P12/1chikawa, Peer, PER0117, PER-255, PF-382, PFI-285, RPMI-
8402, ST-4, SUP-T1 a T14, TALL-1, TALL-101, TALL-103/2, TALL-
104, TALL-105, TALL-106, TALL-107, TALL-197, TK-6, TLBR-1, -2,
-3 y -4, CCRF-HSB-2 (CCL-120.1), J.RT3-T3.5 (ATCC TIB-153),

J45.01 (ATCC CRL-1990), J.CaM1.6 (ATCC CRL-2063), RS4;11 (ATCC
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CRL-1873), CCRF-CEM (ATCC CRM-CCL-119); y lineas de linfoma

cutdneo de linfocitos T, p.ej., HuT78 (ATCC CRM-TIB-161),
MJI[G11] (ATCC CRL-8294), HuT102 (ATCC TIB-162). Las lineas
celulares de leucemia nula, incluyendo, pero sin limitacion,
REH, NALL-1, KM-3, L92-221, son otra fuente disponible
comercialmente de células inmunitarias, al igual que las lineas
celulares derivadas de otras leucemias y linfomas, tales como
K562 de eritroleucemia, THP-1 de leucemia monocitica, U937 de
linfoma, HEL de eritroleucemia, HL60 de leucemia, HMC-1 de
leucemia, KG-1 de leucemia, U266 de mieloma. Las fuentes
ilustrativas no limitantes para dichas Ilineas celulares
disponibles comercialmente incluyen la American Type Culture
Collection, o ATCC, (http://www.atcc.org/)) y la German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures

(https://www.dsmz.de/) .

Como se usa en el presente documento, las expresiones
"secuencia de un &acido nucleico™ y "polinucledétido™ se usan
indistintamente y se refieren a una forma polimérica de
nucledétidos de cualquier longitud, ya sean ribonucledtidos o
desoxirribonucledtidos. Por tanto, esta expresiéon incluye,
pero sin limitacion, ADN o ARN mono, bi o multicatenario, ADN
gendmico, ADNc, hibridos de ADN-ARN, o un polimero que
comprende bases de purina y pirimidina u otras bases de
nucledtidos naturales, modificadas quimica o bioquimicamente,

no naturales o derivatizadas.

ElI término "proteina', "péptido” y "polipéptido"” se usan
indistintamente y en su sentido mas amplio para referirse a un
compuesto de dos o mas subunidades de aminoacidos, analogos de

aminoacidos o peptidomiméticos. Las subunidades se pueden unir
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mediante enlaces peptidicos. En otro aspecto, la subunidad se

puede unir mediante otros enlaces, p.ej., éster, éter, etc.
Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminoacidos
y no se impone ninguna limitacion sobre el numero maximo de
aminoacidos que pueden comprender una secuencia de proteina o
de péptido. Como se usa en el presente documento, el término
"aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y/o0 no
naturales o sintéticos, incluyendo glicina y los isdmeros
Opticos tanto D como L, analogos de aminoacidos Yy

peptidomiméticos.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"proteina recombinante"™ se refiere a un polipéptido que se
produce mediante técnicas de ADN recombinante, en donde
generalmente, el ADN que codifica el polipéptido se inserta en
un vector de expresion adecuado que a Su vez se usa para
transformar un linfocito T hospedador para producir la proteina

heterdloga.

Un polinucledétido o regiéon polinucleotidica (o un
polipéptido o region polipeptidica) que tiene un determinado
porcentaje (por ejemplo, 80 %, 85 %, un 90 % o un 95 %) de
"identidad de secuencia™ con otra secuencia significa que,
cuando estan alineadas, ese porcentaje de bases (o aminoacidos)
es el mismo al comparar las dos secuencias. Esta alineacion y
el porcentaje de homologia o identidad de secuencia se pueden
determinar usando programas informaticos conocidos en la
técnica, por ejemplo los descritos en Current Protocols in
Molecular Biology (Ausubel et al., eds. 1987) Supplement 30,
seccion 7.7.18, Tabla 7.7.1. Preferentemente, se usan

parametros predeterminados para la alineacién. Un programa de
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alineacion preferido es BLAST, usando parametros

predeterminados. En particular, los programas preferidos son
BLASTN Yy BLASTP, usando los siguientes parametros
predeterminados: co6digo genético= patroéon; Tiltro = ninguno;
hebra = ambas; valor de corte = 60; expectativa = 10; Matriz=
BLOSUM62; Descripciones=50 secuencias; clasificacién por=
PUNTUACION ALTA; Bases de datos=no redundantes, GenBank + EMBL
+ DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + SwissProtein +
SPupdate + PIR. Los detalles de estos programas se pueden
encontrar en la siguiente direccion de Internet:

ncbi.nIm.nih.gov/cgi-bin/BLAST.

Los términos "polinucledtido™ y "oligonucledtido™ se usan
indistintamente y se refieren a una forma polimérica de
nucledtidos de cualquier longitud, ya sean
desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos o analogos de los
mISMOoS . Los polinucledtidos pueden tener cualquier
estructura-tridimensional y pueden realizar cualquier funcién,
conocida o0 desconocida. Los siguientes son ejemplos
no-limitantes de polinucledtidos: un gen o un fragmento de gen
(por ejemplo, una sonda, cebador, etiqueta EST o SAGE), exones,
intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN
ribosomico, ARNI, ribozimas, ADNc, polinucledtidos
recombinantes, polinucledtidos ramificados, plasmidos,
vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de
cualquier secuencia, sondas y cebadores de acidos nucleicos.
Un polinucledétido puede comprender nucledtidos modificados,
tales como nucledtidos metilados y anadlogos de nucledtidos. Si
estan presentes, pueden iImpartirse modificaciones a la
estructura de nucledtidos antes o después del ensamblaje del

polinucledtido. La secuencia de nucledtidos puede estar
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interrumpida por componentes no-nucleotidicos. Un

polinucledtido puede modificarse adicionalmente después de la
polimerizacion, tal como mediante conjugacidén con un componente
de marcaje. El término también se refiere a moléculas tanto-
bicatenarias como-monocatenarias. A menos que se especifique o
requiera 1o contrario, cualquier aspecto de la presente
tecnologia que sea un polinucledtido abarca tanto la
forma-bicatenaria como cada una de las dos formas
complementarias-monocatenarias conocidas o predichas para

formar la forma-bicatenaria.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"expresion” se refiere al proceso mediante el cual los
polinucledtidos se transcriben en ARNm y/o el proceso mediante
el cual el ARNm transcrito se traduce posteriormente en
péptidos, polipéptidos o proteinas. Si el polinucledétido deriva
de ADN gendémico, la expresion puede incluir el corte y empalme
del ARNm en una célula eucariota. EI nivel de expresion de un
gen puede determinarse midiendo la cantidad de ARNm o proteina
en una muestra de célula o tejido. En un aspecto, el nivel de
expresion de un gen de una muestra puede compararse
directamente con el nivel de expresion de ese gen de una muestra
de referencia o de control. En otro aspecto, el nivel de
expresion de un gen de wuna muestra puede compararse
directamente con el nivel de expresién de ese gen de la misma

muestra después de la administraciéon de un compuesto.

Como se wusa en el presente documento, el término
""sobreexpresar' con respecto a una célula, un tejido u 6rgano
expresa una proteina en una cantidad que es mayor que la

cantidad que se produce en una célula de control, un elemento
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de control, o un O6rgano. Una proteina que se sobreexpresa puede

ser endégena a la célula hospedadora o exégena a la célula

hospedadora.

Como se usa en el presente documento, el término "CRISPR"
se refiere a una técnica de manipulacidon genética especifica
de secuencia que se basa en [la ruta de repeticiones
palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas.
CRISPR se puede utilizar para realizar edicidon de genes y/0
regulacion de genes, asi como simplemente dirigir las proteinas
a una ubicacion gendmica especifica. La ediciéon de genes se
refiere a un tipo de ingenieria genética en el que la secuencia
de nucledtidos de un polinucledtido diana se cambia mediante
la introduccidon de eliminaciones, inserciones o sustituciones
de bases en la secuencia del polinucledtido. En algunos
aspectos, la edicion de genes mediada por CRISPR utiliza las
vias de unidon de extremos no homélogos (NHEJ) o recombinaciodn
hom6loga para realizar las ediciones. La regulacion génica se
refiere a aumentar o disminuir la produccion de productos

génicos especificos tal como proteinas o ARN.

EI término "ARNg™ o "ARN guia', como se usa en el presente
documento, se refiere a las secuencias de ARN guia que se usan
para dirigirse a genes especificos para su correccion empleando
la técnica CRISPR. Las técnicas de disefio de ARNg vy
polinucledtidos terapéuticos del donante para la especificidad
de diana son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, Doench,
J., et al. Nature biotechnology 2014; 32(12):1262-7, Mohr, S.
et al. (2016) FEBS Journal 283: 3232-38 y Graham, D., et al.
Genome Biol. 2015; 16: 260. EI ARNg comprende, o de forma

alternativa consiste esencialmente en, o0 incluso consiste
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ademas en un polinucledtido de fusion que comprende ARN CRISPR

(ARNcr) y ARN CRIPSPR trans-activador (ARNtracr); o un
polinucledtido que comprende ARN CRISPR (ARNcr) y ARN CRIPSPR
trans-activador (ARNtracr). En algun aspecto, un ARNg es
sintético (Kelley, M. et al. (2016) J of Biotechnology 233
(2016) 74-83). Como se usa en el presente documento, un
equivalente bioldégico de un ARNg incluye, pero sin limitacion,
polinucledtidos o moléculas diana que pueden guiar un Cas9 o
equivalente del mismo a wuna secuencia de nucledtidos
especifica, tal como una regidn especifica del genoma de una

célula.

La expresidon '"secuencia consenso™ como se usa en el
presente documento se refiere a una secuencia de aminoacidos o
de un acido nucleico que se determina alineando una serie de
secuencias multiples y que define una secuencia idealizada que
representa la eleccidon predominante de aminoacido o base en
cada posicioéon correspondiente de la multiples secuencias.
Dependiendo de las secuencias de la serie de multiples
secuencias, la secuencia consenso para la serie puede diferir
de cada una de las secuencias en cero, una, unas pocas 0 Mas
sustituciones. También, dependiendo de las secuencias de la
serie de multiples secuencias, se puede determinar mas de una
secuencia consenso para la serie. La generacidn de secuencias
consenso se ha sometido a un analisis matematico intensivo. Se
pueden utilizar varios programas informaticos para determinar

una secuencia consenso.

ElI término "codificar'™ tal como se aplica a las secuencias
de los acidos nucleicos se refiere a un polinucledtido que se

dice que "codifica" un polipéptido si, en su estado natural o
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cuando se manipula mediante métodos bien conocidos por los

expertos en la materia, se puede transcribir y/o traducir para
producir el ARNm del polipéptido y/o un fragmento del mismo.
La hebra antisentido es el complemento de dicho acido nucleico

y la secuencia codificante puede deducirse de la misma.

Como se usa en el presente documento en referencia a un
polinucledtido regulador, la expresion "unido operativamente"
se refiere a una asociacion entre el polinucleétido regulador
y la secuencia polinucleotidica a la que esta unido de manera
que, cuando una proteina especifica se une al polinucledtido

regulador, se transcribe el polinucledtido unido.

Las secuencias o0 elementos reguladores incluyen
promotores, potenciador y/0 combinaciones
promotor/potenciador. EI promotor que regula la expresion del
acido nucleico que codifica puede ser un promotor constitutivo.
Ejemplos no limitantes de promotores constitutivos incluyen
SFFV, CMV, PKG, MDNU3, Sv40, Efla, UBC y CAGG. En un aspecto,
el potenciador es un elemento postregulador de Woodchuck
(""WPRE, por sus siglas en inglés') (véase, p.ej., Zufferey, R.
et al. (1999) J. Virol. 73(4):2886-2992). EI elemento

potenciador puede estar cadena abajo del promotor.

El término "promotor™ como se usa en el presente documento
se refiere a cualquier secuencia que regula la expresion de
una secuencia codificante, tal como un gen. Los promotores
pueden ser constitutivos, inducibles, reprimibles, o]
especificos de tejido, por ejemplo. Un ™"promotor™ es una
secuencia de control que es una region de una secuencia

polinucleotidica en la que se controla el inicio y la velocidad
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de la transcripcion. Puede contener elementos genéticos a los

que se pueden unir proteinas y moléculas reguladoras, tales

como la ARN polimerasa y otros factores de transcripcion.

Como se usa en el presente documento, el término
"potenciador', como se usa en el presente documento, iIndica
elementos de secuencia que aumentan, favorecen o mejoran la
transcripcion de una secuencia de un acido nucleico
independientemente de su ubicacion y orientacion en relacion
con la secuencia de un acido nucleico a expresar. Un
potenciador puede potenciar la transcripcién de un solo
promotor o simultaneamente de mas de un promotor. Siempre que
esta funcionalidad de mejorar la transcripcidén se conserve o
se conserve sustancialmente (p. ej., al menos un 70 %, al menos
un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % de la actividad
de tipo silvestre, es decir, la actividad de una secuencia
completa), cualquier variante truncada, mutada o modificada de
otra manera de una secuencia potenciadora de tipo silvestre

también estan dentro de la definicién anterior.

Como se usa en el presente documento, "homologia™ o
"1déntico™, porcentaje de "identidad™ o "similitud”, cuando se
usa en el contexto de dos o mas secuencias de los &acidos
nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos o mas secuencias o
subsecuencias que son 1iguales o0 que tienen un porcentaje
especifico de restos de nucledtidos o aminoacidos que son
iguales, p.ej., al menos un 60 % de i1dentidad, preferentemente
al menos un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, un 99 % o mayor identidad en

una region especifica (p. ej., la secuencia de nucledétidos que

codifica un anticuerpo descrito en el presente documento o la
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secuencia de aminoacidos de un anticuerpo descrito en el

presente documento). La homologia se puede determinar
comparando una posicion en cada secuencia que se puede alinear
a efectos de comparacion. Cuando una posicion en la secuencia
comparada esta ocupada por la misma base o aminoacido, entonces
las moléculas son homélogas en esa posiciéon. Un grado de
homologia entre secuencias es una funcién del ndmero de
posiciones coincidentes u homélogas compartidas por las
secuencias. Esta alineaciéon y el porcentaje de homologia o
identidad de secuencia se pueden determinar usando programas
informaticos conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos
en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds.
1987) Supplement 30, seccion 7.7.18, Tabla 7.7.1.
Preferentemente, se usan parametros predeterminados para la
alineacion. Un programa de alineacion preferido es BLAST,
usando parametros predeterminados. En particular, los
programas preferidos son BLASTN y BLASTP, usando los siguientes
parametros predeterminados: codigo genético= patroén; Ffiltro =
ninguno; hebra = ambas; valor de corte = 60; expectativa = 10;
Matriz= BLOSUM62; Descripciones=50 secuencias; clasificaciodn
por= PUNTUACION ALTA; Bases de datos=no redundantes, GenBank +
EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + SwissProtein +
SPupdate + PIR. Los detalles de estos programas se pueden
encontrar en la siguiente direccion de Internet:
ncbi.nlm_nih.gov/cgi-bin/BLAST. Los términos "homologia"™ o
"1déntico™, porcentaje de "identidad™ o "similitud” también se
refieren, o pueden aplicarse al complemento de una secuencia
de prueba. Los términos también incluyen secuencias que tienen
eliminaciones y/o adiciones, asi como aquellas que tienen
sustituciones. Como se describe en el presente documento, los

algoritmos preferidos pueden tener en cuenta huecos Yy
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similares. Preferentemente, existe identidad a lo largo de una

region que tiene al menos aproximadamente 25 aminoacidos o
nucledtidos de longitud, o mas preferentemente, a lo largo de
una region que tiene 50-100 aminoacidos o nucleotidos de
longitud. Una secuencia 'no relacionada™ o "no homéloga™
comparte menos del 40 % de identidad, o de forma alternativa
menos del 25 % de 1i1dentidad, con una de las secuencias

divulgadas en el presente documento.

"Hibridacion"™ se refiere a una reaccidén en la que uno o
mas polinucledtidos reaccionan para formar un complejo que se
estabiliza mediante enlaces de hidrogeno entre las bases de
los restos de nucledtidos. El enlace de hidrégeno se puede
producir mediante el emparejamiento de bases de Watson Crick,
union de Hoogstein, o de cualquier otra forma especifica de
secuencia. EI complejo puede comprender dos cadenas que forman
una estructura de doble hebra, tres o mads cadenas que forman
un complejo de mualtiples cadenas, una unica cadena de
autohibridacion, o cualquier combinacidon de éstas. Una reaccioén
de hibridacién puede constituir una etapa en un proceso mas
extenso, tal como el inicio de una reaccidon de PCR o la escision

enzimatica de un polinucledtido por una ribozima.

Ejemplos de condiciones de hibridacidon rigurosas
incluyen: temperaturas de incubacidén de aproximadamente 25 °C
a aproximadamente 37 °C; concentraciones de tampon de
hibridacion de aproximadamente 6x SSC a aproximadamente 10x
SSC; concentraciones de formamida de aproximadamente 0 % a
aproximadamente 25 %; y soluciones de lavado de aproximadamente
4x SSC a aproximadamente 8x SSC. Ejemplos de condiciones de

hibridacién moderadas incluyen: temperaturas de incubacién de
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aproximadamente 40 °C a aproximadamente 50 °C; concentraciones

de tampon de aproximadamente 9x SSC a aproximadamente 2x SSC;
concentraciones de formamida de aproximadamente 30 % a
aproximadamente 50 %; y soluciones de lavado de aproximadamente
5x SSC a aproximadamente 2x SSC. Ejemplos de condiciones de
alta rigurosidad incluyen: temperaturas de incubacién de
aproximadamente 55 °C a aproximadamente 68 °C; concentraciones
de tampon de aproximadamente 1x SSC a aproximadamente 0,1x SSC;
concentraciones de fTormamida de aproximadamente 55 % a
aproximadamente 75 %; y soluciones de lavado de aproximadamente
1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada. En general, los tiempos
de incubacion de hibridacion son de 5 minutos a 24 horas, con
1, 2 o mas etapas de lavado y los tiempos de incubacion del
lavado son de aproximadamente 1, 2 o 15 minutos. SSC es NaCl
0,15 M y tampon citrato 15 mM. Se entiende que se pueden emplear

equivalentes de SSC usando otros sistemas tampoén.

Como se usa en el presente documento, la expresion
"molécula i1nmunorreguladora™ puede referirse a cualquier
molécula que pueda regular o influir directamente en las
respuestas inmunitarias, incluyendo pero sin limitacion las
quimiocinas tales como CCL2, CCL5, CCL14, CCL19, CCL20, CXCLS8,
CXCL13 y LEC; linfocinas y citocinas tales como interleucinas
(p. ej., IL-2, 1IL-7, 1L-12, 1L-15, 1IL-18, 1IL-21, etc.),
interferones o, B y vy, Ffactores que estimulan el crecimiento
celular (p. ej., GM-CSF) y otros factores (p. ej., factores de
necrosis tumoral, DC-SIGN, M1Pla, M1P1R, TGF-B o TNF); factores
que proporcionan sefiales coestimuladoras para la activacion de
linfocitos T, tal como las moléculas B7 y CD40; moléculas
accesorias tal como CD83; proteinas 1implicadas en el

procesamiento y presentacion de antigenos tal como las
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proteinas transportadoras TAP1/TAP2, moléculas de proteosomas

tal como LMP2 y LMP7, proteinas de choque térmico tal como

gp96, HSP70 y HSP90 y moléculas MHC o HLA; y equivalentes
biologicos de los mismos. En el presente documento se divulgan

ejemplos no limitantes de moléculas inmunorreguladoras.

Como se usa en el presente documento, el término "B7.1"

(también conocido como B7; BB1l; B7-1; CD80; LAB7; CD28LG;

CD28LG1) se refiere a una molécula especifica asociada con este
nombre y cualquier otra molécula que tenga una funcidn
bioldgica analoga que comparta al menos un 80 % de identidad
de secuencia de aminoacidos, preferentemente un 90 % de
identidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 95 %
de identidad de secuencia con B7.1. En el presente documento
se proporcionan ejemplos de la secuencia de B7.1. Ademas, las
secuencias asociadas con los numeros de acceso de GenBank

NM_005191.3 y NP_005182.1 son 1ilustrativas. Un ejemplo no

limitante incluye NP_005182.1:

MGHTRRQGTS  PSKCPYLNFF  QLLVLAGLSH  FCSGVIHVTK  EVKEVATLSC
GHNVSVEELA  QTRIYWQKEK ~ KMVLTMMSGD  MNIWPEYKNR  TIFDITNNLS
IVILALRPSD  EGTYECVVLK  YEKDAFKREH  LAEVTLSVKA  DFPTPSISDF
EIPTSNIRRI ICSTSGGFPE  PHLSWLENGE  ELNAINTTVS  QDPETELYAV
SSKLDFNMTT ~ NHSFMCLIKY  GHLRVNQTFN ~ WNTTKQEHFP  DNLLPSWAIT
LISVNGIFVI CCLTYCFAPR CRERRRNERL RRESVRPV

En algunas realizaciones en las que B7.1 se administra

como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir

en cualquier

incluyen, Santa Cruz Biosciences,

fuente

comercial

disponible.

Tales fuentes

Origene y otros vendedores

de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.

Se puede encontrar una

lista de fuentes comerciales en el
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Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents

(http://www. linscottsdirectory.com/).

Como se usa en el presente documento, el término ""CCL19"
(también conocido como ELC; CKbll; MIP3B; MIP-3b; SCYA19) se
refiere a una molécula especifica asociada con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcién bioldgica analoga
que comparta al menos un 80 % de identidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con CCL19. En el presente documento se proporcionan ejemplos
de la secuencia de CCL19. Ademas, las secuencias asociadas con
los numeros de acceso de GenBank NC 000009.11 NC 018920.2
NT_008413.19, NP_006265.1 son 1ilustrativas. Un ejemplo no
limitante incluye NP_006265.1:

MALLLALSLL  VLWTSPAPTL  SGTNDAEDCC LSVTQKPIPG  YIVRNFHYLL

IKDGCRVPAV VFTTLRGRQL CAPPDQPWVE RINTQRLQRTS AKMKRRSS

En algunas realizaciones en las que CCL19 se administra
como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir
en cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents

(http://www. linscottsdirectory.com/).

Como se usa en el presente documento, el término "CCL20"
(también conocido como CKb4; LARC; ST38; MIP3A; Exodus; MIP-
3a; SCYA20; MIP -3,) se refiere a una molécula especifica

asociada con este nombre y cualquier otra molécula que tenga
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una funcion bioldgica anadloga que comparta al menos un 80 % de

identidad de secuencia de aminoacidos, preferentemente un 90 %
de i1dentidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 95
% de identidad de secuencia con CCL20. En el presente documento
se proporcionan ejemplos de la secuencia de CCL20. Ademas, las
secuencias asociadas con los numeros de acceso de GenBank
NC_000002.11 NC_018913.2 NT_005403.18, NP_001123518.1 vy
NP_004582.1 son ilustrativas. Ejemplos no limitantes incluyen
NP_004582.1:

MCCTKSLLLA  ALMSVLLLHL CGESEAASNF DCCLGYTDRI LHPKFIVGFT
RQLANEGCDI NAIIFHTKKK LSVCANPKQT WVKYIVRLLS KKVKNM

y NP_001123518.1:

MCCTKSLLLA  ALMSVLLLHL  CGESEASNFD  CCLGYTDRIL  HPKFIVGFTR

QLANEGCDIN ANIFHTKKKL SVCANPKQTW VKYIVRLLSK KVKNM

En algunas realizaciones en las que CCL20 se administra
como parte de una composiciodn, se puede sintetizar o adquirir
en cualquier Tfuente comercial disponible. Tales fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents
(véase la direcciéon web: linscottsdirectory.com, ultima

consulta el 20 de junio de 2019).

Como se usa en el presente documento, el término ""CD40L"
(también conocido como IGM; IMD3; TRAP; gp39; CD154; CD40LG;
HIGM1; T-BAM; TNFSF5; hCD40L) se refiere a una molécula
especifica asociada con este nombre y cualquier otra molécula
que tenga una funciodon bioldégica analoga que comparta al menos

un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
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preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,

mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
CD40L. En el presente documento se proporcionan ejemplos de la
secuencia de CD40L. Ademas, las secuencias asociadas con los

nuimeros de

NT_011786.17,

acceso de GenBank NC_000023.10,

NP_000065.1 son

limitante incluye NP_000065.1:

ilustrativas.

NC_018934.2,

Un ejemplo no

MIETYNQTSP  RSAATGLPIS  MKIFMYLLTV ~ FLITQMIGSA  LFAVYLHRRL
DKIEDERNLH  EDFVFMKTIQ  RCNTGERSLS  LLNCEEIKSQ  FEGFVKDIML
NKEETKKENS  FEMQKGDQNP  QIAAHVISEA  SSKTTSVLQW  AEKGYYTMSN
NLVTLENGKQ  LTVKRQGLYY IYAQVTFCSN  REASSQAPFI ASLCLKSPGR
FERILLRAAN  THSSAKPCGQ  QSIHLGGVFE  LQPGASVFVN  VTDPSQVSHG

TGFTSFGLLK L

En algunas realizaciones en las que CD40L se administra
como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir

en cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes

incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.

Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el

Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents

(véase la direccion web en linscottsdirectory.com, ultima

consulta el 20 de junio de 2019).

Como se usa en el presente documento, el término ""CD137L"
(también conocido como TNFSF9; 4-1BB-L) se refiere a una
molécula especifica asociada con este nombre y cualquier otra
molécula que tenga una funcidn biolégica analoga que comparta
% de

al menos un 80 identidad de secuencia de aminoacidos,

preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas

preferentemente al menos un 95 % de i1dentidad de secuencia con
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CD137L. En el presente documento se proporcionan ejemplos de

la secuencia de CD137L. Ademas, las proteinas asociadas con
los numeros de acceso de GenBank NC_000019.9, NT _011295.12,
NC_018930.2 y NP_003802.1 son ilustrativas. Un ejemplo no
limitante incluye NP_003802.1:

MEYASDASLD PEAPWPPAPR  ARACRVLPWA  LVAGLLLLLL LAAACAVFLA
CPWAVSGARA SPGSAASPRL REGPELSPDD PAGLLDLRQG MFAQLVAQNV
LLIDGPLSWY  SDPGLAGVSL  TGGLSYKEDT  KELVVAKAGV  YYVFFQLELR
RVVAGEGSGS  VSLALHLQPL  RSAAGAAALA  LTVDLPPASS EARNSAFGFQ

GRLLHLSAGQ RLGVHLHTEA RARHAWQLTQ GATVLGLFRV TPEIPAGLPS PRSE

En algunas realizaciones en las que CD137L se administra
como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir
en cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents
(véase la direccion web en: linscottsdirectory.com, ultima

consulta el 20 de junio de 2019).

Como se usa en el presente documento, el término "GITRL"
(también conocido como TNFSF18; TL6; AITRL; hGITRL) se refiere
a una molécula especifica asociada con este nombre y cualquier
otra molécula que tenga una funcién bioldégica analoga que
comparta al menos un 80 % de identidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con GITRL. En el presente documento se proporcionan ejemplos
de la secuencia de GITRL. Ademas, las proteinas asociadas con

los numeros de acceso de GenBank NC_000001.10, NC_018912.2,
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NT_004487.20 y NP_005083.2 son ilustrativas. Un ejemplo no

limitante incluye NP_005083.2:

MTLHPSPITC EFLFSTALIS PKMCLSHLEN MPLSHSRTQG AQRSSWKLWL
FCSIVMLLFL CSFSWLIFIF LQLETAKEPC MAKFGPLPSK  WQMASSEPPC
VNKVSDWKLE ILONGLYLIY  GQVAPNANYN DVAPFEVRLY  KNKDMIQTLT

NKSKIQNVGG TYELHVGDTI DLIFNSEHQV LKNNTYWGII LLANPQFIS

En algunas realizaciones en las que se administra GITRL
como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir
en cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents
(véase 1la direccion web en linscottsdirectory.com, ultima

consulta el 20 de junio de 2019).

Como se usa en el presente documento, el término ""GM-CSF"
(también conocido como Tfactor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos; CSF2) se refiere a una molécula
especifica asociada con este nombre y cualquier otra molécula
que tenga una funciodon bioldégica analoga que comparta al menos
un 80 % de 1identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
GM-CSF. En el presente documento se proporcionan ejemplos de
la secuencia GM- CSF. Ademas, la secuencia de proteinas
asociada con el N.° de referencia de UniProt P04141 -
CSF2_HUMAN:

MWLQSLLLLG  TVACSISAPA  RSPSPSTQPW  EHVNAIQEAR  RLLNLSRDTA

AEMNETVEVI SEMFDLQEPT CLQTRLELYK QGLRGSLTKL KGPLTMMASH
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YKQHCPPTPE TSCATQINITF ESFKENLKDF LLVIPFDCWE PVQE

En algunas realizaciones en las que se administra GM-CSF
como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir
en cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents

(http://www. linscottsdirectory.com).

Como se usa en el presente documento, el término "IL-12"
(también conocido como "interleucina 12") se refiere a una
molécula especifica asociada con este nombre y cualquier otra
molécula que tenga una funcidén bioldgica analoga que comparta
al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
IL-12. En el presente documento se proporcionan ejemplos de la
secuencia de IL-12 e incluyen, pero sin limitacién, la forma
madura de IL-12 y variantes y fragmentos de la misma, tal como
IL-12 monocatenaria, IL-12A (numeros de acceso de GenBank
NC_000003.11 NT_005612.17 NC_018914.2) e IL-12B (numeros de
acceso de GenBank NC_000005.9 NC _018916.2 NT_023133.14). Las
secuencias de proteinas asociadas con las secuencias divulgadas
en la patente de Estados Unidos n.© 8.556.882 son i1lustrativas.
En algunas realizaciones en las que IL-12 se administra como
parte de una composicidén, se puede sintetizar o adquirir en
cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes incluyen,
Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores de proteinas

purificadas y versiones modificadas de las mismas. Se puede
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encontrar una lista de fuentes comerciales en el Linscott’s

Directory of Immunological & Biological Reagents

(http://www. linscottsdirectory.com).

Como se usa en el presente documento, el término "I1L-2"
(también conocido como "interleucina 2'") se refiere a una
molécula especifica asociada con este nombre y cualquier otra
molécula que tenga una funcidén bioldgica analoga que comparta
al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
IL-2. Un ejemplo no limitante, a continuacidn, proporciona la
secuencia de longitud completa de 1L-2 humana natural:
APTSSSTKKT QLQLEHLLLD LQMILNGINN YKNPKLTRML TFKFYMPKKA
TELKHLQCLE  EELKPLEEVL  NLAQSKNFHL  RPRDLISNIN  VIVLELKGSE

TTFMCEYADE TATIVEFLNR WITFCQSIIS TLT

La expresiéon "IL-2 de baja toxicidad" se refiere a una
version modificada de IL-2 que muestra una funcidén bioldgica
analoga pero menor toxicidad cuando se administra a un sujeto.
En algunas realizaciones, la IL-2 de baja toxicidad comprende
una mutacion con permeabilidad vascular reducida en comparacion
con la IL-2 de tipo silvestre. La patente de Estados Unidos.
n.© 7.371.371 divulga mutaciones ilustrativas en la regiodn
potenciadora de la permeabilidad de la IL-2 de tipo silvestre
entre las posiciones de aminoacidos 22 a 58 de la IL-2 humana.
Ejemplos no limitantes incluyen una mutaciéon de R a W en la
posiciéon 38 de la secuencia humana. La patente de Estados
Unidos n.© 7.371.371 divulga ademas la 1L-2 de baja toxicidad
que comprende una mutacion en una o mas posiciones fuera de la

region potenciadora de la permeabilidad de 1L-2.


http://www.linscottsdirectory.com
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Como se usa en el presente documento, el término "IL-15"

(también conocido como "interleucina 15") se refiere a una
molécula especifica asociada con este nombre y cualquier otra
molécula que tenga una funcidn bioldgica analoga que comparta
al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
IL-15. En el presente documento se proporcionan ejemplos de la
secuencia de [IL-15. Ademas, las secuencias de proteinas
asociadas con los numeros de acceso de GenBank NC_000004.11,
NC_018915.2, NT_016354.20, NP_000576.1, NP_751915.1 son
ilustrativas. En algunas realizaciones en las que I11-15 se
administra como parte de una composicién, se puede sintetizar
o adquirir en cualquier fuente comercial disponible. Tales
fuentes incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene Yy otros
vendedores de proteinas purificadas y versiones modificadas de
las mismas. Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales
en el Linscott’s Directory of Immunological & Biological
Reagents (véase linscottsdirectory.com, mencionado

anteriormente).

Como se usa en el presente documento, el término "IL-18"
(también conocido como "interleucina 18", IGIF, "Interleucina
1 gamma"™ IL1F4, factor inductor de IFN-gamma, IL-1 g,) se
refiere a una molécula especifica asociada con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcidén bioldégica analoga
que comparta al menos un 80 % de i1dentidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con IL-18. En el presente documento se proporcionan ejemplos

de la secuencia de I1L-18. Ademas, las secuencias de proteinas
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asociadas con los numeros de acceso de GenBank NC_000011.9,

NC_018922.2, NT_033899.9, NP_001230140.1, NP_001553.1 son
ilustrativas. En algunas realizaciones en las que IL-18 se
administra como parte de una composicion, se puede sintetizar
o adquirir en cualquier fuente comercial disponible. Tales
fuentes incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros
vendedores de proteinas purificadas y versiones modificadas de
las mismas. Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales
en el Linscott’s Directory of Immunological & Biological
Reagents (véase linscottsdirectory.com, mencionado

anteriormente).

Como se usa en el presente documento, el término "IL-21"
(también conocido como "interleucina 21"; Zall; CVID1l) se
refiere a una molécula especifica asociada con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcién bioldégica analoga
que comparta al menos un 80 % de i1dentidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con IL-21. En el presente documento se proporcionan ejemplos
de la secuencia de 1L-21. Ademas, las secuencias de proteinas
asociadas con los numeros de acceso de GenBank NC _000004.11,
NC _018915.2, NT _016354.20, son ilustrativas. En algunas
realizaciones en las que 11-21 se administra como parte de una
composicion, se puede sintetizar o adquirir en cualquier fuente
comercial disponible. Tales fuentes incluyen, Santa Cruz
Biosciences, Origene y otros vendedores de proteinas
purificadas y versiones modificadas de las mismas. Se puede
encontrar una lista de fuentes comerciales en el Linscott’s
Directory of Immunological & Biological Reagents (véase

linscottsdirectory.com, mencionado anteriormente).
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Como se usa en el presente documento, el término "LEC"

(también conocido como CCL16; LMC; NCC4; CKbl2; HCC-4; LCC-1;
Mtn-1; NCC-4; SCYL4; ILINCK; SCYA16) se refiere a una molécula
especifica asociada con este nombre y cualquier otra molécula
que tenga una funciodon bioldégica analoga que comparta al menos
un 80 % de 1identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
LEC. En el presente documento se proporcionan ejemplos de la
secuencia de LEC. Ademas, las secuencias de proteinas asociadas
con los ndmeros de acceso de GenBank NC_000017.10,
NT_010783.16, NT_187614.1, NC_018928.2, NP_004581.1 son
ilustrativas. Un ejemplo no limitante incluye NP _004581.1:
MKVSEAALSL LVLILIITSA SRSQPKVPEW  VNTPSTCCLK YYEKVLPRRL
VVGYRKALNC  HLPAITIFVTK  RNREVCTNPN DDWVQEY IKD PNLPLLPTRN

LSTVKIITAK NGQPQLLNSQ

En algunas realizaciones en las que se administra LEC como
parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir en
cualquier fuente comercial disponible. Dichas fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents

(véase linscottsdirectory.com, mencionado anteriormente).

Como se usa en el presente documento, el término "OX40L"
(también conocido como TNFSF4; GP34; CD252; TXGP1l; CD134L; OX-
40L) se refiere a una molécula especifica asociada con este
nombre y cualquier otra molécula que tenga una Tfuncidn

biolégica andloga que comparta al menos un 80 % de identidad
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de secuencia de aminoacidos, preferentemente un 90 % de

identidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 95 %
de i1dentidad de secuencia con 0X40L. En el presente documento
se proporcionan ejemplos de la secuencia de 0OX40L. Ademas, las
secuencias de proteinas asociadas con los numeros de acceso de
GenBank NC_000001.10, NT_004487.20, NC_018912.2, NP_003317.1

son i1lustrativas.

Un ejemplo no limitante incluye NP_003317.1: MERVQPLEEN
VGNAARPRFE RNKLLLVASV IQGLGLLLCF  TYICLHFSAL  QVSHRYPRIQ
SIKVQFTEYK KEKGFILTSQ KEDE IMKVQN NSV I INCDGF YLISLKGYFS
QEVNISLHYQ  KDEEPLFQLK  KVRSVNSLMV  ASLTYKDKVY LNVTTDNTSL

DDFHVNGGEL ILIHQNPGEF CVL

En algunas realizaciones en las que 0OX40L se administra
como parte de una composicion, se puede sintetizar o adquirir
en cualquier fuente comercial disponible. Tales fuentes
incluyen, Santa Cruz Biosciences, Origene y otros vendedores
de proteinas purificadas y versiones modificadas de las mismas.
Se puede encontrar una lista de fuentes comerciales en el
Linscott’s Directory of Immunological & Biological Reagents

(véase linscottsdirectory.com, mencionado anteriormente).

Como se usa en el presente documento, el término "FLT3"
se refiere a una proteina tirosina cinasa de tipo receptor FLT3
asociada con este nombre, cualquiera de sus nombres
alternativos (tirosina cinasa relacionada con Fms, tirosina
cinasa de células madre, tirosina cinasa similar a Fms,
receptor de citocinas FL, antigeno CD135, EC 2.7.10.1, CD135,
FLK-2, STK1, FLK2, tirosina cinasa receptora del factor de

crecimiento de tipo 111, tirosina-proteina cinasa tipo receptor
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FLT3, cinasa hepatica fetal 2, cinasa-2 hepatica fetal, EC

2.7.10, FLT-3, STK-1) o numero de acceso de UniProt P36888 vy
cualquier otra molécula que tenga una funcidn bioldgica analoga
que comparta al menos un 80 % de identidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
o de forma alternativa al menos un 95 % de 1i1dentidad de
secuencia con FLT3 y cualquier variante o isoforma de la misma.

Ejemplos no limitantes de FLT3 incluyen:

La i1soforma 1 de FLT3 humana,
MPALARDGGQLPLLVVFSAMIFGT ITNQDLPV IKCVLINHKNNDSSVGKSSSYPMVSESPE
DLGCALRPQSSGTVYEAAAVEVDVSASITLQVLVDAPGN I SCLWWFKHSSLNCQPHFDLQN
RGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQSEATNYTILFTVSIRNTLLYTLRRPYFRKMENQDALYV
CISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEESPAVVKKEEKVLHELFGTD IRCCARNELGRECTRL
FTIDLNQTPQTTLPQLFLKVGEPLWIRCKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEMSTYST
NRTMIRILFAFVSSVARNDTGYYTCSSSKHPSQSALVTIVEKGFINATNSSEDYEIDQYEE
FCFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFPCEQKGLDNGY S I SKFCNHKHQPGEY I FHAENDDAQF
TKMFTLNIRRKPQVLAEASASQASCFSDGYPLPSWTWKKCSDKSPNCTEE I TEGVWNRKAN
RKVFGQWVSSSTLNMSEAIKGFLVKCCAYNSLGTSCET ILLNSPGPFPFIQDNISFYATIG
VCLLFIVVLTLLICHKYKKQFRYESQLQMVQVTGSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENL
EFGKVLGSGAFGKVMNATAYG I SKTGVS 1QVAVKMLKEKADSSEREALMSELKMMTQLGSH
ENTVNLLGACTLSGPI1YLIFEYCCYGDLLNYLRSKREKFHRTWTE I FKEHNFSFYPTFQSH
PNSSMPGSREVQIHPDSDQ I SGLHGNSFHSEDE 1EYENQKRLEEEEDLNVLTFEDLLCFAY
QVAKGMEFLEFKSCVHRDLAARNVLVTHGKVVKICDFGLARD IMSDSNYVVRGNARLPVKW
MAPESLFEGIYTIKSDVWSYGILLWEIFSLGVNPYPGIPVDANFYKL IQNGFKMDQPFYAT
EETY 1 IMQSCWAFDSRKRPSFPNLTSFLGCQLADAEEAMYQNVDGRVSECPHTYQNRRPFS

REMDLGLLSPQAQVEDS y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

La isoforma 2 de FLT3 humana:
MPALARDGGQLPLLVVFSAMIFGT ITNQDLPV IKCVL INHKNNDSSVGKSSSYPMVSESPE

DLGCALRPQSSGTVYEAAAVEVDVSASITLQVLVDAPGN I SCLWWFKHSSLNCQPHFDLON
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RGVVSMVILKMTETQAGEYLLFIQSEATNYTILFTVSIRNTLLYTLRRPYFRKMENQDALV

CISESVPEPIVEWVLCDSQGESCKEESPAVVKKEEKVLHELFGTD IRCCARNELGRECTRL
FTIDLNQTPQTTLPQLFLKVGEPLWIRCKAVHVNHGFGLTWELENKALEEGNYFEMSTYST
NRTMIRILFAFVSSVARNDTGYYTCSSSKHPSQSALVTIVEKGFINATNSSEDYEIDQYEE
FCFSVRFKAYPQIRCTWTFSRKSFPCEQKGLDNGYS I SKFCNHKHQPGEY I FHAENDDAQF
TKMFTLNIRRKPQVLAEASASQASCFSDGYPLPSWTWKKCSDKSPNCTEE ITEGVWNRKAN
RKVFGQWVSSSTLNMSEAITKGFLVKCCAYNSLGTSCET ILLNSPGPFPFIQDNISFYATIG
VCLLFIVVLTLLICHKYKKQFRYESQLQMVQVTGSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENL
EFGKVLGSGAFGKVMNATAYGISKTGVS1QVAVKMLKEKADSSEREALMSELKMMTQLGSH
ENTVNLLGACTLSGPI1YLIFEYCCYGDLLNYLRSKREKFHRTWTEIFKEHNFSFYPTFQSH
PNSSMPGSREVQ IHPDSDQ I SGLHGNSFHSEDE IEYENQKRLEEEEDLNVLTFEDLLCFAY
QVAKGMEFLEFKSARLPVKWMAPESLFEGIYTIKSDVWSYGILLWEIFSLGVNPYPGIPVD
ANFYKLIQNGFKMDQPFYATEETY I IMQSCWAFDSRKRPSFPNLTSFLGCQLADAEEAMYQ
NVDGRVSECPHTYQNRRPFSREMDLGLLSPQAQVEDS y, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término FLT3-1
se refiere a un anticuerpo que comprende una secuencia de
aminoacidos con CDR que comparten al menos un 70 %, o de forma
alternativa al menos un 80 % de i1dentidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con cualquiera de las CDR codificadas en las secuencias
polinucleotidicas de cadena pesada y ligera divulgadas a
continuacioén en el presente documento, preferentemente al menos
una de las regiones CDR3, lo mas preferentemente ambas regiones
CDR3, divulgadas a continuacién. Las secuencias de aminoacidos
de dichas regiones CDR también se divulgan a continuacidon en

el presente documento.

Secuencia de regién variable de cadena pesada de FLT3-1:
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CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTTGTGAAGCCTGGGGCTTCATTGAAGCTGT

CCTGCAAGTCTTCCGGGTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGAGGCC
TGGACATGGCCTTGAGTGGATCGGAGAGATTGATCCTTCTGACAGTTATAAAGACTACAAT
CAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGTGGACAGATCCTCCAACACAGCCTACATGC
ACCTCAGCAGCCTGACATCTGATGACTCTGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGCGATTACGAC
GACCCCCTTTGACTTCTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de regién variable de cadena ligera de FLT3-1:
GATATTGTGCTAACTCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCAGGAGATAGCGTCAGTC
TTTCCTGCAGGGCCAGCCAGAGTATTAGCAACAACCTACACTGGTATCAACAAAAATCACA
TGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCATCTCTGGGATCCCCTCCAGG
TTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACTCTCAGTATCAACAGTGTGGAGACTGAAG
ATTTTGGAGTGTATTTCTGTCAACAGAGTAACACCTGGCCGTACACGTTCGGAGGGGGGAC
CAAGCTGGAAATAAAACGG y, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

CDHR1 de FLT3-1:

SYWMH y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDHR2 de FLT3-1:

EIDPSDSYKDYNQKFKD y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDHR3 de FLT3-1:

AITTTPFDF y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDLR1 de FLT3-1:

RASQSISNNLH y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDLR2 de FLT3-1:

YASQSIS y, opcionalmente, un equivalente de la misma.
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CDLR3 de FLT3-1:

QQSNTWPYT y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término FLT3-2
se refiere a un anticuerpo que comprende una secuencia de
aminoacidos con CDR que comparten al menos un 70 %, o de forma
alternativa al menos un 80 % de 1identidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con cualquiera de las CDR codificadas en las secuencias
polinucleotidicas de cadena pesada y ligera divulgadas a
continuacioén en el presente documento, preferentemente al menos
una de las regiones CDR3, lo mas preferentemente ambas regiones
CDR3, divulgadas a continuacidn. Las secuencias de aminoacidos
de dichas regiones CDR también se divulgan a continuacion en

el presente documento.

Secuencia de regién variable de cadena pesada de FLT3-2:
CAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAGGACCTGGCCTAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCA
CCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTAACTAACTATGGTTTACACTGGGTTCGCCAGTCTCC
AGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGTGGTGGAAGCACAGACTATAATGCA
GCTTTCATATCCAGACTGAGCATCAGCAAGGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTTAAAA
TGAACAGTCTGCAGGCTGATGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAAAAGGAGGGATCTA
CTATGCTAACCATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCC

TCA y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de regién variable de cadena ligera de FLT3-2:
GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGAGTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTA
TGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGTCTGTTAAACAGTGGAAATCAAAAGAACTATATGGCCTG
GTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTAAACTGTTGATCTACGGGGCATCCACTAGGGAA

TCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACCGATTTCACTCTTACCATCA
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GCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAATGATCATAGTTATCCGCT

CACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGG vy, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

CDHR1 de FLT3-2:

NYGLH y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDHR2 de FLT3-2:

VIWSGGSTDYNAAFIS y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDHR3 de FLT3-2:

GGIYYANHYYAMDY y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDLR1 de FLT3-2:

KSSQSLLNSGNQKNYM y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDLR2 de FLT3-2:

GASTRES y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

CDLR3 de FLT3-2:

QNDHSYPLT y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"inhibidor de FLT3" se refiere a una molécula que se une a FLT3
y disminuye su actividad. Sin quedar unidos a la teoria, se
cree que tales inhibidores de FLT3 pueden aumentar la expresion
de FLT3 en la superficie en las células. Ejemplos no limitantes
de i1nhibidores de FLT3 incluyen gilteritinib (Astellas),
quizaritinib (Ambit Biosciences), midostaurina (Novartis),
sorafenib (Bayer y Onxy Pharmaceuticals), sunitinib (Pfizer),

lestarutinib (Cephalon), FF-10101 (Fuijfilm), dovitinib
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(Novartis u Oncology Venture) y equivalentes de los mismos

tales como, pero sin limitacion, sales e hidratos. En el
presente documento, a continuacion, se proporcionan
estructuras ilustrativas para algunos de estos inhibidores de

FLT3 ilustrativos:

Nombre del

Estructura quimica
compuesto
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Nombre del
Estructura quimica
compuesto
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Nombre del
Estructura quimica
compuesto
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Nombre del
Estructura quimica
compuesto
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Nombre del

compuesto

Estructura quimica

Hidrocloruro de
sorafenib

(CID 44599975)
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Nombre del

Estructura quimica
compuesto
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Malato de
sunitinib

(CID 6456015)

Lestarutinib

(CID 126565)
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(CID 45111934)
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Nombre del

compuesto

Estructura quimica

Metanolato de
lestarutinib

(CID 131738508)

Dovitinib

(CID 9886808)

Lactato de
dovitinib

(CID 44150621)
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Nombre del
Estructura quimica
compuesto
ﬁ
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La expresion "'receptor de antigenos quimérico' (CAR), como
se usa en el presente documento, se refiere a una proteina
fusionada que comprende un dominio extracelular capaz de unirse
a un antigeno, un dominio transmembrana procedente de un
polipéptido diferente de un polipéptido del que se obtiene el
dominio extracelular y al menos un dominio intracelular. EI
"receptor de antigenos quimérico (CAR)"™ a veces se denomina
"receptor quimérico’™, un "cuerpo T" o un "‘receptor inmunitario
quimérico (CIR, por sus siglas en inglés)". ElI "dominio
extracelular capaz de unirse a un antigeno™ significa cualquier
oligopéptido o polipéptido que pueda unirse a un determinado
antigeno. El "dominio intracelular'™ o "dominio de sefalizacion
intracelular™ significa cualquier oligopéptido o polipéptido
conocido por funcionar como un dominio que transmite una sefial
para provocar Qla activacién o inhibicién de un proceso
biolégico en una célula. En determinadas realizaciones, el
dominio intracelular puede comprender, de forma alternativa

consistir esencialmente en, o incluso comprender ademas, uno o
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mas dominios de sefalizacion coestimuladores ademas del dominio

de sefializaciéon primario. EI "dominio transmembrana' significa
cualquier oligopéptido o polipéptido que se sepa que atraviesa
la membrana celular y que puede Tfuncionar para unir los
dominios extracelular y de sefalizacion. Un receptor de
antigenos quimérico puede comprender opcionalmente un "‘dominio
de bisagra” que sirve como un enlazador entre los dominios
extracelular y transmembrana. En el presente documento se
divulgan secuencias polinucleotidicas no limitantes

ilustrativas que codifican componentes de cada dominio, p. ej.:

Dominio de bisagra: Secuencia de bisagra de cadena pesada
de 19gG1:
CTCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCG Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Dominio de bisagra: Secuencia de aminoacidos de bisagra
de cadena pesada de 1gG1l:

LEPKSCDKTHTCPPCP y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Dominio transmembrana: Regién transmembrana de CD28:
TTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGCTATAGCTTGCTAGTAACAGTGG
CCTTTATTATTTTCTGGGTG y, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

Dominio transmembrana: Secuencia de aminoacidos de la
region transmembrana de CD28:
FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWY vy, opcionalmente, un equivalente

de la misma.

Dominio intracelular: Region de sefalizacion
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coestimuladora de 4-1BB:

AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAAA
CTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGA

ACTG y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Dominio intracelular: Secuencia de aminoacidos de la
region de sefalizacion coestimuladora de 4-1BB:
KRGRKKLLY IFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL Yy, opcionalmente,

un equivalente de la misma.

Dominio intracelular: Regiodn de sefializacion
coestimuladora de CD28:
AGGAGTAAGAGGAGCAGGCTCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCCGLCLCCG
GGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACCACGCGACTTCGCAGCCTATCGCTC

C y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Dominio intracelular: Secuencia de aminoacidos de la
region de sefalizacion coestimuladora de CD28:
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS y, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Dominio intracelular: Regidon de sefalizacion CD3 zeta:
AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCT
ATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCG
GGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAA
CTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGA
GGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGA
CGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGCTAA Y, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Dominio intracelular: Secuencia de aminoacidos de la
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region de senalizacion CD3 zeta:

RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNE
LQKDKMAEAY SE I GMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Realizaciones adicionales de cada componente de dominio
ilustrativo incluyen otras proteinas que tienen una funcidn
biologica analoga que comparten al menos un 70 %, o de forma
alternativa al menos un 80 % de i1dentidad de secuencia de
aminoacidos, preferentemente un 90 % de identidad de secuencia,
mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con las proteinas codificadas por las secuencias de los acidos
nucleicos divulgadas anteriormente. Adicionalmente, en el
presente documento se proporcionan ejemplos no limitantes de

dichos dominios.

Como se usa en el presente documento, la expresion
"secuencia enlazadora™ se refiere a cualquier secuencia de
aminoacidos que comprende de 1 a 10, o de forma alternativa, 8
aminoacidos, o de forma alternativa 6 aminoacidos, o de forma
alternativa 5 aminoacidos que se pueden repetir de 1 a 10, o
de forma alternativa hasta aproximadamente 8, o de forma
alternativa hasta aproximadamente 6, o de forma alternativa
aproximadamente 5, o 4 o de forma alternativa 3, o de forma
alternativa 2 veces. Por ejemplo, el enlazador puede comprender
hasta 15 restos de aminoacidos que consisten en un pentapéptido
repetido tres veces. En un aspecto, la secuencia enlazadora es
un enlazador polipeptidico flexible (Glycined4Serine)3 que
comprende tres copias de gly-gly-gly-gly-ser, representado en

notacion de secuencia de una sola letra como GGGGS.
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Como se wusa en el presente documento, la expresion

"dominio de bisagra de CD8 o' se refiere a un fragmento de
proteina especifico asociado con este nombre y cualquier otra
molécula que tenga una funcidn bioldgica analoga que comparta
al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos un 80 % de
identidad de secuencia de aminoacidos, preferentemente un 90 %
de i1dentidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 95
% de i1dentidad de secuencia con la secuencia del dominio de
bisagra de CD8 o como se muestra en el presente documento. Las
secuencias de ejemplo del dominio de bisagra de CD8 «o para
seres humanos, ratén y otras especies se proporcionan en Pinto,

R.D. et al. (2006) Vet. Immunol. Immunopathol. 110:169-177.

Las secuencias asociadas con el dominio de bisagra de CDS8
o se proporcionan en Pinto, R.D. et al. (2006) Vet. Immunol.

Immunopathol. 110:169-177. Ejemplos no limitantes de estas

incluyen:
Dominio de bisagra de CD8 alfa humano:
PAKPTTTPAPRPPTPAPT IASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIY Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Dominio de bisagra de CcD8 alfa de raton:
KVNSTTTKPVLRTPSPVHPTGTSQPQRPEDCRPRGSVKGTGLDFACDIY Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Dominio de bisagra de CcD8 alfa de gato:
PVKPTTTPAPRPPTQAPITTSQRVSLRPGTCQPSAGSTVEASGLDLSCDIY Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Como se wusa en el presente documento, la expresion

"dominio transmembrana de CD8 o' se refiere a un fragmento de
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proteina especifico asociado con este nombre y cualquier otra

molécula que tenga una funcidén bioldgica analoga que comparta
al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos un 80 % de
identidad de secuencia de aminoacidos, preferentemente un 90 %
de identidad de secuencia, mas preferentemente al menos un 95
% de identidad de secuencia con la secuencia del dominio
transmembrana de CD8 o como se muestra en el presente
documento. Las secuencias de fragmentos asociadas con las
posiciones de aminoacidos 183 a 203 de la cadena alfa de la
glucoproteina CD8 de la superficie de los linfocitos T humanos
(nimero de acceso de GenBank: NP_001759.3), o las posiciones
de aminoacidos 197 a 217 de la cadena alfa de la glucoproteina
CD8 de la superficie de los linfocitos T de ratén (numero de
acceso de GenBank: NP_001074579.1) y las posiciones de
aminoacidos 190 a 210 de la cadena alfa de la glicoproteina
CD8 de la superficie de los linfocitos T de rata (numero de
acceso de GenBank: NP_ 113726.1) proporcionan secuencias de
ejemplo adicionales del dominio transmembrana de CD8 «. Las
secuencias asociadas con cada uno de los numeros de acceso
enumerados se proporcionan de la siguiente manera:

Dominio transmembrana de CD8 alfa humano:
IYIWAPLAGTCGVLLLSLVIT y, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

Dominio transmembrana de CD8 alfa de raton:
IWAPLAGICVALLLSLIITLI y, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

Dominio transmembrana de CD8 alfa de rata:
IWAPLAGICAVLLLSLVITLI y, opcionalmente, un equivalente de la

misma.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "'region

de senalizacion coestimuladora de 4-1BB" se refiere a un
fragmento de proteina especifico asociado con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcidn bioldogica analoga
que comparta al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos
un 80 % de 1identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
la secuencia de la regién de senalizaciéon coestimuladora de 4-
1BB como se muestra en el presente documento. Secuencias de
ejemplo no limitantes de [la region de sefalizacion
coestimuladora de 4-1BB se proporcionan en la publicacion de
Estados Unidos 20130266551A1, tal como la secuencia i1lustrativa
proporcionada a continuacion

Region de sefializacion coestimuladora de 4-1BB:
KRGRKKLLY IFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL y, opcionalmente,

un equivalente de la misma.

Como se usa en el presente documento, la expresion "'region
de sefalizacion coestimuladora de 1COS™ se refiere a un
fragmento de proteina especifico asociado con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcidn bioldégica analoga
que comparta al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos
un 80 % de 1identidad de secuencia de aminoacidos,
preferentemente un 90 % de identidad de secuencia, mas
preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
la secuencia de la region de sefalizacidon coestimuladora de
ICOS como se muestra en el presente documento. Las secuencias
de ejemplo no limitantes de [la region de sefalizacidon
coestimuladora de ICOS se proporcionan en la publicacion de

solicitud de patente de Estados Unidos N.°© 2015/0017141A1, la
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secuencia polinucleotidica 1ilustrativa proporcionada a

continuacion.

Region de sefializacion coestimuladora de I1COS:
acaaaaaaga agtattcatc cagtgtgcac gaccctaacg gtgaatacat
gttcatgaga gcagtgaaca cagccaaaaa atccagactc acagatgtga cccta

y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos de la regiéon de sefializacién
coestimuladora de 1COS:
TKKKYSSSVHDPNGEYMFMRAVNTAKKSRLTDVTL vy, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Como se usa en el presente documento, la expresién "region
de senalizacion coestimuladora de O0X40" se refiere a un
fragmento de proteina especifico asociado con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcidén bioldgica analoga
que comparta al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos
un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos, o de forma
alternativa un 90 % de i1dentidad de secuencia, o de forma
alternativa al menos un 95 % de i1dentidad de secuencia con la
secuencia de la region de sefializacion coestimuladora de 0X40
como se muestra en el presente documento. Las secuencias de
ejemplo no limitantes de la regidon de sefalizacién
coestimuladora de O0X40 se divulga en 1la publicacién de
solicitud de patente de Estados Unidos N.© 2012/20148552A1 e
incluyen la secuencia ilustrativa proporcionada a

continuacion.

Region de senalizacion coestimuladora de 0X40:

AGGGACCAG  AGGCTGCCCC CCGATGCCCA  CAAGCCCCCT  GGGGGAGGCA
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GTTTCCGGAC  CCCCATCCAA  GAGGAGCAGG  CCGACGCCCA  CTCCACCCTG

GCCAAGATC y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos de la region de sefializacion
coestimuladora de 0X40:
RDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI vy, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"dominio transmembrana de CD28" se refiere a un fragmento de
proteina especifico asociado con este nombre y cualquier otra
molécula que tenga una funcidén bioldgica analoga que comparta
al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos un 80 % de
identidad de secuencia de aminoacidos, al menos un 90 % de
identidad de secuencia, o de forma alternativa al menos 95 %
de 1identidad de secuencia con la secuencia del dominio
transmembrana CD28 como se muestra en el presente documento.
Las secuencias de fragmentos asociadas con los nudmeros de
acceso de GenBank: XM_006712862.2 y XM_009444056.1
proporcionan secuencias de ejemplo adicionales, no limitantes,

del dominio transmembrana CD28.

Como se usa en el presente documento, la expresion "region
de sefalizacion coestimuladora de CD28" se refiere a un
fragmento de proteina especifico asociado con este nombre y
cualquier otra molécula que tenga una funcidén bioldégica analoga
que comparta al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos
un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos, o de forma
alternativa un 90 % de identidad de secuencia, o de forma
alternativa al menos un 95 % de identidad de secuencia con la

secuencia de la regidon de sefializaciéon coestimuladora de CD28
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mostrada en el presente documento. Las secuencias de ejemplo

del dominio de sefalizacion coestimulador de CD28 se
proporcionan en la Patente de Estados Unidos N.© 5.686.281;
Geiger, T.L. et al. (2001) Blood 98: 2364-2371; Hombach, A. et
al. (2001) J Immunol 167: 6123-6131; Maher, J. et al. (2002)
Nat. Biotechnol. 20: 70-75; Haynes, N.M. et al. (2002) J
Immunol 169: 5780-5786 (2002); Haynes, N.M. et al. (2002) Blood
100: 3155-3163. Ejemplos no limitantes incluyen los restos 114-
220 de las siguientes. Secuencia de CD28: MLRLLLALNL FPSIQVTGNK
1 LVKQSPMLV AYDNAVNLSC KYSYNLFSRE FRASLHKGLDSAVEVCVVYG
NYSQQLQVYS KTGFNCDGKL GNESVTFYLQ NLYVNQTDIY
FCKIEVMYPPPYLDNEKSNG T11HVKGKHL CPSPLFPGPS KPFWVLVVVG
GVLACYSLLVTVAFIIFWVR SKRSRLLHSD YMNMTPRRPG PTRKHYQPYA

PPRDFAAYRS equivalentes de la misma.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"dominio de sefializacion de CD3 zeta" se refiere a un fragmento
de proteina especifico asociado con este nombre y cualquier
otra molécula que tenga una funcion bioldégica analoga que
comparta al menos un 70 %, o de forma alternativa al menos un
80 % de identidad de secuencia de aminoacidos, o de forma
alternativa un 90 % de identidad de secuencia, o de forma
alternativa al menos un 95 % de identidad de secuencia con la
secuencia del dominio de sefalizacion CD3 zeta mostrada en el
presente documento. Las secuencias de ejemplo no limitantes
del dominio de sefalizacion CD3 zeta se proporcionan en la
Patente de Estados Unidos N.© 8.399.645., p-ej-:
RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNE

LQKDKMAEAY SE I GMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR.

Como se usa en el presente documento, la expresion '‘gen
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suicida”™ es un gen capaz de inducir la apoptosis celular;

Ejemplos no limitantes incluyen HSV-TK (timidina cinasa del
virus del herpes simple), citosina desaminasa,
nitrorreductasa, carboxilesterasa, citocromo P450 o PNP
(purina nucleésido fosforilasa), EGFR truncado o caspasa
inducible ("iCasp'). Los genes suicidas pueden funcionar a lo
largo de una variedad de vias y, en algunos casos, pueden ser
inducible por un agente inductor tal como una molécula pequefa.
Por ejemplo, el gen suicida iCasp comprende una porcién de una
proteina caspasa unida operativamente a una proteina optimizada
para unirse a un agente inductor; la introduccion del agente
inductor en una célula que comprende el gen suicida da como
resultado la activacion de la caspasa y la posterior apoptosis

de dicha célula.

ElI término "FKBP', o proteina de unidén a FK506, se refiere
a una familia de proteinas que tienen actividad prolil
isomerasa y estan relacionadas con Qla funcién de las
ciclofilinas. Las FKBP se han identificado en muchos
eucariotas, desde levaduras hasta seres humanos y funcionan
como chaperonas de plegamiento de proteinas para proteinas que
contienen restos de prolina. Junto con la ciclofilina, las FKBP
pertenecen a la familia de las inmunofilinas. Una FKBP
ilustrativa no limitante es la FKBP12 humana (también
denominada FKBP1A), numero de referencia de UniProt P62942.
Otros ejemplos no limitantes de FKBP incluyen los
proporcionados por los numeros de acceso de GenBank AH002818,

BC119732.1, NM_001199786.1 y NM_054014._3.

Como se usa en el presente documento, las expresiones

"T2A" y "péptido 2A" se usan indistintamente para referirse a
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cualquier péptido 2A o fragmento del mismo, cualquier péptido

similar a 2A o fragmento del mismo, o un péptido artificial
que comprenda los aminoacidos requeridos en una secuencia
peptidica relativamente corta (del orden de 20 aminoacidos de
largo dependiendo del virus de origen) que contenga el motivo
polipeptidico consenso D-V/I-E-X-N-P-G-P, en donde X se refiere
a cualquier aminoacido que generalmente se cree que se

autoescinde.

El término "transducir' o 'transduccion”, tal como se
aplica a la produccién de células con receptores de antigenos
quiméricos, se refiere al proceso mediante el cual se introduce
una secuencia de nucledtidos extrafa en una célula. En algunas

realizaciones, esta transduccion se realiza mediante un vector.

Una "composicion'™ normalmente se refiere a una combinacion
del agente activo, p.ej., compuesto o0 composicién Yy un
transportador de origen natural o de origen no natural, inerte
(por ejemplo, un agente o marcador detectable) o activo, tal
como un adyuvante, diluyente, aglutinante, estabilizante,
tampones, sales, disolventes lipéfilos, conservante, adyuvante
o similares, e 1incluye transportadores farmacéuticamente
aceptables. Los transportadores también incluyen proteinas,
péptidos, aminoacidos, lipidos y carbohidratos como
excipientes y aditivos farmacéuticos (p. ej., azucares, que
incluyen monosacaridos, di-, tri-, tetraoligosacaridos vy
oligosacaridos; azucares derivatizados tal como los alditoles,
acidos aldonicos, azucares esterificados y similares; vy
polisacaridos o polimeros de azUcares), que pueden estar
presentes solos o en combinacidén, comprendiendo solos o en

combinacion 1-99,99 % en peso o volumen. Los excipientes de
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proteinas 1ilustrativos incluyen albumina de suero tal como

albumina de suero humano (HSA, por sus siglas en inglés),
albumina humana recombinante (rHA, por sus siglas en inglés),
gelatina, caseina y similares. Los componentes representativos
de aminoacidos/anticuerpos, que también pueden funcionar con
una capacidad de tampén, incluyen alanina, arginina, glicina,
arginina, betaina, histidina, acido glutéamico, acido
aspartico, cisteina, lisina, leucina, 1isoleucina, valina,
metionina, fenilalanina, aspartamo y similares. Los
excipientes de carbohidratos también estan previstos dentro
del alcance de esta tecnologia, cuyos ejemplos incluyen, pero
sin limitacion, monosacaridos tales como fructosa, maltosa,
galactosa, glucosa, D-manosa, sorbosa y similares;
disacaridos, tales como lactosa, sacarosa, trehalosa,
celobiosa y similares; polisacaridos, tales como rafinosa,
melecitosa, maltodextrinas, dextranos, almidones y similares;
y alditoles, tales como manitol, xilitol, maltitol, lactitol,

xilitol sorbitol (glucitol) y mioinositol.

Como se usa en el presente documento, un '‘cancer'™ es una
patologia caracterizada por la presencia en un sujeto de
células que demuestran una replicacion anormal incontrolada y
puede usarse indistintamente con el término "tumor'. En algunas
realizaciones, el céancer es una leucemia o un linfoma. En
determinadas realizaciones, el céancer es leucemia mieloide
aguda o leucemia linfoblastica aguda. Como se usa en el
presente documento, una "leucemia'" es un cancer de la sangre o
de la médula Osea caracterizado por un aumento anormal de
glébulos blancos 1i1nmaduros. La afeccion especifica de la
leucemia mieloide aguda (AML), también conocida como leucemia

mieldgena aguda o leucemia mieloblastica aguda, es un cancer
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de las células sanguineas de origen mieloide, caracterizado

por el rapido crecimiento de células mieloides anémalas que se
acumulan en la médula Osea e interfieren con la produccion de
células sanguineas normales. La afeccion especifica de la
leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus siglas en inglés),
también conocida como leucemia linfocitica aguda o leucemia
linfoide aguda, es un cancer de los globulos blancos,
caracterizado por la sobreproduccion y acumulacion de
leucocitos inmaduros malignos, (linfoblastos) que dan como
resultado una carencia de células sanguineas sanas normales.
Como se usa en el presente documento, un "linfoma"™ es un cancer
de la sangre caracterizado por el desarrollo de tumores de
células sanguineas y sintomas de ganglios linfaticos
agrandados, Tfiebre, sudores empapantes, pérdida de peso

involuntaria, picazon y sensacidon cansancio constantemente.

Un "tumor soélido” es una masa de tejido anomala que
habitualmente no contiene quistes o areas liquidas. Los tumores
solidos pueden ser benignos o malignos, metastasicos 0 no
metastasicos. Los diferentes tipos de tumores soOlidos se
nombran por el tipo de células que los forman. Ejemplos de

tumores solidos incluyen sarcomas, carcinomas y linfomas.

Una "célula normal correspondiente al tipo de tejido
canceroso" se refiere a una célula normal del mismo tipo de
tejido que el tejido canceroso. Un ejemplo no limitante es un
leucocito normal de un paciente, p.ej., un paciente con

leucemia.

Como se usa en el presente documento, 'tratar”™ o

"tratamiento” de una enfermedad en un sujeto se refiere a (1)
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evitar que los sintomas o la enfermedad se produzcan en un

sujeto que estd predispuesto o que todavia no presenta sintomas
de la enfermedad; (2) inhibir la enfermedad o detener su
desarrollo; o (3) mejorar o provocar la regresion de la
enfermedad o los sintomas de la enfermedad. Como se entiende
en la técnica, 'tratamiento” es un enfoque para obtener
beneficio o0 resultados deseados, incluidos resultados
clinicos. Para los fines de la presente tecnologia, los
resultados beneficiosos o deseados pueden incluir uno o mas,
pero sin limitacion, alivio o mejora de uno o mads sintomas,
disminucion de la extensiéon de una afecciéon (incluida una
enfermedad), estado estabilizado (es decir., no empeora) de
una afeccion (incluida la enfermedad), retraso o ralentizacién
de la afeccion (incluida la enfermedad), progresiéon, mejora o
paliacion de la afeccion (incluida la enfermedad), estados y
remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable o no
detectable. Los tratamientos que contienen las composiciones y
métodos divulgados pueden ser terapia de primera linea, segunda
linea, tercera linea, cuarta linea, quinta linea y estan
destinados a ser utilizados como terapia Unica o en combinacién
con otras terapias apropiadas. En un aspecto, "tratamiento"
excluye la prevencion. Cuando la enfermedad es cancer, los
siguientes criterios de valoraciéon clinicos son ejemplos no
limitantes de tratamiento: reduccién de la carga tumoral,
ralentizacion del crecimiento tumoral, mayor supervivencia
general, mas tiempo hasta la progresion del tumor, inhibicidn

de la metastasis o0 reduccién de la metastasis del tumor.

La expresion "primera Iinea”™ o "segunda linea"™ o "tercera
linea"” se refiere al orden de tratamiento recibido por un

paciente. Los regimenes de terapia de primera linea son
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tratamientos que se administran primero, mientras que la

terapia de segunda o tercera linea se administran después de
la terapia de primera linea o después de la terapia de segunda
ITnea, respectivamente. EI National Cancer Institute define la
terapia de primera Iinea como el primer tratamiento para una
enfermedad o afeccidn'. En pacientes con cancer, el tratamiento
primario puede ser cirugia, quimioterapia, radioterapia o una
combinacion de estas terapias. Los expertos en la materia
también denominan a la terapia de primera linea '"terapia
primaria y tratamiento primario”. Véase el sitio web del
National Cancer Institute en www.cancer.gov, ultima visita el
1 de mayo de 2008. Normalmente, un paciente recibe un régimen
de quimioterapia posterior porque el paciente no mostré una
respuesta clinica o subclinica positiva a la terapia de primera

linea o porque la terapia de primera linea se detuvo.

Una '‘cantidad efectiva"™ o '"'cantidad eficaz" se refiere a
la cantidad de un agente o a las cantidades combinadas de dos
0 mas agentes, que, cuando se administran para el tratamiento
de un mamifero u otro sujeto, es suficiente para efectuar dicho
tratamiento para la enfermedad. La '"‘cantidad eficaz" variara
dependiendo del agente o de los agentes, la enfermedad y su

gravedad y la edad, peso, etc., del sujeto que se va a tratar.

"Terapia citorreductora™ como se usa en el presente
documento, 1incluye, pero sin limitacién, quimioterapia,
crioterapia y radioterapia. Se conocen y se usan ampliamente
en la técnica agentes que actuan reduciendo la proliferacion
celular. Los farmacos de quimioterapia que destruyen las
células cancerosas solamente cuando se estan dividiendo se

denominan especificos del ciclo celular. Estos Tfarmacos
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incluyen agentes que actuan en fase S, incluidos los

inhibidores de las topoisomerasas y los antimetabolitos.

Los inhibidores de las topoisomerasas son farmacos que
interfieren con la accion de las enzimas topoisomerasas
(topoisomerasa 1 y 1l1). Durante el proceso de los tratamientos
de quimioterapia, las enzimas topoisomerasas controlan Ila
manipulacion de la estructura del ADN necesaria para la
replicacion y, por tanto, son especificas del ciclo celular.
Ejemplos de inhibidores de la topoisomerasa 1 incluyen los
analogos de camptotecan enumerados anteriormente, irinotecan y
topotecan. Ejemplos de inhibidores de topoisomerasa Il incluyen

amsacrina, etopoésido, fosfato de etopdésido y tenipdsido.

Los antimetabolitos son habitualmente analogos de
sustratos metabdélicos normales, interfiriendo con frecuencia
con los procesos implicados en la replicacion cromosomica.
Atacan a las células en fases muy especificas del ciclo. Los
antimetabolitos incluyen antagonistas del acido félico, p.€j.,
metotrexato; antagonista de pirimidinas, p-ej-, 5-
fluorouracilo, Tfloxuridina, citarabina, capecitabina vy
gemcitabina; antagonistas de purinas, p.ej., 6-mercaptopurina
y 6-tioguanina; inhibidor de la adenosina desaminasa, p-.€j-,
cladribina, fludarabina, nelarabina y pentostatina; Yy

similares.

Los alcaloides vegetales proceden de determinados tipos
de plantas. Los alcaloides de la vinca se producen a partir de
la planta del bigaro (Catharanthus rosea). Los taxanos se
producen a partir de la corteza del arbol del tejo del Pacifico

(taxus). Los alcaloides y taxanos de la vinca también se
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conocen como agentes antimicrotubulos. Las podofilotoxinas

proceden de la planta de la manzana de mayo. Los analogos de
camptotecan proceden del ™"arbol feliz" asiatico (Camptotheca
acuminata). Las podofilotoxinas y los analogos de camptotecan
también se clasifican como inhibidores de las topoisomerasas.
Los alcaloides vegetales son generalmente especificos del ciclo

celular.

Ejemplos de estos agentes incluyen alcaloides de la vinca,
p-ej., vincristina, vinblastina y vinorelbina; taxanos, p.€j.,
paclitaxel y docetaxel; podofilotoxinas, p.ej., etopdsido y
tenisopido; y analogos de camptotecan, p.ej., Iirinotecan y

topotecan.

La crioterapia incluye, pero sin limitacion, terapias que
implican la disminucién de la temperatura, por ejemplo, terapia

hipotérmica.

La radioterapia incluye, pero sin limitacion, Ila
exposicion a la radiaciéon, p.ej., radiacién ionizante,
radiacion UV, como se conoce en la técnica. Las dosis
ilustrativas incluyen, pero sin limitacion, una dosis de
radiacion 1onizante en un intervalo de al menos aproximadamente
2 Gy a no mas de aproximadamente 10 Gy y/o una dosis de
radiacion ultravioleta en un intervalo de al menos
aproximadamente 5 J/m? hasta no mas de aproximadamente 50 J/m2,

habitualmente de aproximadamente 10 J/m2.

Como se usa en el presente documento, el término
"hematopoyesis' se refiere a la capacidad de un sujeto para

producir células sanguineas y/o plaquetas en la médula Osea.
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La expresion "hematopoyesis normal'™ puede referirse ya sea al

nivel 1inicial de hematopoyesis de un sujeto y/o un umbral
clinicamente aceptable para la hematopoyesis normal basandose
en los niveles promedio de células sanguineas y/o plaquetas
producidas por una poblacién de sujetos que no padecen una
enfermedad o trastorno que afecta a la hematopoyesis, tales
como, pero sin limitacién, un cancer de la sangre o la médula
Osea. Por tanto, tal como se utiliza en el presente documento,
la expresion "mantener la hematopoyesis normal™ se refiere a
la capacidad del sujeto para mantener el nivel normal
especificado durante o después de wuna intervenciéon y la
expresion "recuperar la hematopoyesis normal™ se refiere a la
capacidad del sujeto para volver al nivel normal especificado

durante o después de una intervencion.

Como se usa en el presente documento, el término '"CD34"
se refiere a una proteina expresada en una variedad de células
que incluyen, pero sin limitacién, células hematopoyéticas y
una subpoblacion de células dendriticas asociadas con el ID de
Gene Cards GCO1M207880. Se puede encontrar una secuencia de
proteina ilustrativa no limitante de CD34 humana en el numero
de referencia de UniProt P28906; CD34 de ratdon, numero de
referencia de UniProt Q64314. Las células "CD34+" son aquellas
células que se detecta que tienen expresion superficial de
CD34. Células CD34 ilustrativas no limitantes incluyen células
madre hematopoyéticas que son capaces de autorrenovacion,
proliferacion y diferenciacidén en progenitoras en las lineas
mieloide, linfoide y eritroide encontradas en el compartimento
Lin-CD34 CD38-CD90 CD45RA-; estas células son criticas para el
injerto de células hematopoyéticas y también se sabe que son

FLT3+. Véanse Bhatia et al. (1997) PNAS 94(10):5230-5235; Notta
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et al. (2010) Blood 115(18):3074-3077; Kikushige et al. (2008)

J. Immunol. 180(11):7358-7367.

Como se usa en el presente documento, el término
"purificado/a” no requiere pureza absoluta; mas bien, se
concibe como un término relativo. Por tanto, por ejemplo, un
acido nucleico, péptido, proteina, complejos bioldgicos u otro
compuesto activo purificado es uno que se aisla total o
parcialmente de proteinas u otros contaminantes. Generalmente,
los péptidos, proteinas, complejos bioldégicos u otros
compuestos activos sustancialmente purificados para su uso
dentro de la divulgacion comprenden mas del 80 % de todas las
especies macromoleculares presentes en una preparacion antes
de la mezcla o formulacidon del péptido, proteina, complejo
biologico u otro compuesto activo con un transportador,
excipiente, tampon, agente potenciador de la absorcion,
estabilizante, conservante, adyuvante u otro coingrediente
farmacéuticos en una formulacidon farmacéutica completa para
administracion terapéutica. Mas habitualmente, el péptido,
proteina, el complejo biolégico u otro compuesto activo se
purifica para representar mas del 90 %, con frecuencia mas del
95 % de todas las especies macromoleculares presentes en una
preparacion purificada antes de mezclarla con otros
ingredientes de la formulacién. En otros casos, la preparacion
purificada puede ser esencialmente homogénea, en donde otras
especies macromoleculares no son detectables mediante técnicas

convencionales.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"marcador detectable'™ se refiere a al menos un marcador capaz

de producir, directa o indirectamente, una sefial detectable.
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Una lista no exhaustiva de este marcador incluye enzimas que

producen una sefial detectable, por ejemplo, por colorimetria,
fluorescencia, luminiscencia, tales como peroxidasa de rébano
picante, fosfatasa alcalina, p-galactosidasa, glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, cromoforos tales como colorantes
fluorescentes, luminiscentes, grupos con densidad electroénica
detectada por microscopia electrénica o por sus propiedades
eléctricas, tales como conductividad, amperometria,
voltametria, iImpedancia, grupos detectables, por ejemplo,
cuyas moléculas son de tamafio suficiente para inducir
modificaciones detectables en sus propiedades fisicas y/o
quimicas, tal deteccidn puede lograrse mediante métodos Opticos
tales como difraccién, resonancia de plasmon superficial,
variacion de la superficie, el cambio de angulo de contacto o
métodos fisicos tales como espectroscopia de fuerza atodmica,
efecto tunel, o moléculas radiactivas tales como 32 P, 35 S o
125 1. En wun aspecto, un marcador detectable excluye

polinucledtidos naturalmente fluorescentes.

Como se wusa en el presente documento, la expresion
"marcador de purificacion” se refiere a al menos un marcador
util para la purificacion o identificacion. Una lista no
exhaustiva de este marcador incluye His, lacZ, GST, proteina
de union a maltosa, NusA, BCCP, c-myc, CaM, FLAG, GFP, YFP,
cherry, tiorredoxina, poli(NANP), V5, Snap, HA, proteina de
unién a quitina, Softag 1, Softag 3, Strep, o proteina S. Los
marcadores de TfTluorescencia directa o iIndirecta adecuados
comprenden FLAG, GFP, YFP, RFP, dTomato, cherry, Cy3, Cy 5, Cy
5,5, Cy 7, DNP, AMCA, Biotina, Digoxigenina, Tamra, rojo Texas,
rodamina, Alexa fluor, FITC, TRITC o cualquier otro colorante

o hapteno fluorescente.
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Como se usa en el presente documento, el término "vector™

se refiere a una construcciéon de acido nucleico disefada para
la transferencia entre diferentes hospedadores, incluyendo,
pero sin limitacion, un plasmido, un virus, un cosmido, un
bacteriofago, un BAC, un YAC, etc. En algunas realizaciones,
los vectores plasmidicos se pueden preparar a partir de
vectores disponibles comercialmente. En otras realizaciones,
los vectores viricos pueden producirse a partir de baculovirus,
retrovirus, adenovirus, VAA, etc. de acuerdo con técnicas
conocidas en la técnica. En una realizacidén, el vector virico
es un vector lentivirico. Como se usa en el presente documento,
el término "policistrénico” en referencia a un vector se
refiere a un vector que comprende multiples regiones
codificantes (exones), p-.ej., monocistrénico (que tiene una
region codificante), bicistronico (que tiene dos regiones
codificantes) y tricistronico (que tiene tres regiones

codificantes).

Las secuencias asociadas con cada uno de los numeros de
acceso de GenBank, numeros de referencia de UniProt, otros
nimeros de identificacion de referencia y referencias
enumerados anteriormente se incorporan en el presente documento

como referencia.

Lista de abreviaturas

AML: leucemia mieloide aguda

ALL: leucemia linfoblastica aguda
CAR: receptor de antigenos quimérico

iCasp: caspasa inducida

MODOS PARA LLEVAR A CABO LA DIVULGACION



10

15

20

25

30

103
Debido a los resultados sin precedentes que se han

obtenido recientemente en linfomas y leucemias de linfocitos B
utilizando un tratamiento autdélogo con linfocitos T con
receptores de antigenos quiméricos (CAR) genéticamente
modificados (Maude, S.L. et al. (2014) New Engl. J. Med.
371:1507-1517; Porter, D.L. et al. (2011) New Engl. J. Med.
365:725-733), varios laboratorios han comenzado a aplicar este
enfoque a los tumores solidos, incluyendo el cancer de ovario,
cancer de proéstata y tumores de pancreas. Los linfocitos T
modificados con CAR combinan la especificidad de
direccionamiento independiente de HLA de un anticuerpo
monoclonal con la actividad citolitica, propiedades de
proliferacion y localizacién de los linfocitos T activados,
pero no responden a la supresion de puntos de control. Debido
a su capacidad para destruir dianas que expresan antigenos
directamente, los linfocitos T con CAR son altamente toxicos
para cualquier tejido o célula con antigeno positivo, por lo
que es un requisito construir CAR con anticuerpos tumorales
altamente especificos. Hasta la fecha, se han construido
linfocitos T modificados con CAR para tumores sélidos humanos
contra el receptor de o-folato, mesotelina, MUC-CD, PSMA vy
otras dianas; pero la mayoria tiene alguna expresion de
antigeno inespecifica en tejidos normales. Estas
construcciones no han mostrado los mismos resultados
excepcionales en pacientes que enfatizan la necesidad de
estudios adicionales para identificar nuevas dianas y métodos
de construccién de linfocitos T con CAR que puedan usarse
contra tumores soOlidos y otros céanceres. La presente
divulgacion cumple con estos desafios. El solicitante habia
descubierto que las células NK con CAR o las células NK en

cultivo prolongado expresaban cantidades sustanciales de la
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proteina PD-1 de punto de control, que es una sefial inhibidora

en las células NK de pacientes con cancer, mientras que los
blastocitos de AML expresaron PD-L1 en la superficie celular.
De estas plataformas biespecificas anteriores y otros grupos,
la principal preocupacion del anticuerpo biespecifico (""biAb™)
es la corta semivida, que limita la biodisponibilidad vy
eficacia. Por lo tanto, el solicitante buscé superar esta
limitacion técnica y proporcionar una actividad citolitica
sinérgica contra la AML a través de un mayor interaccion, mayor

activacion e inhibicién de los puntos de control antagonistas.

Por tanto, la presente divulgaciéon proporciona uno o mas
polinucledtidos aislados y/o vectores que codifican un receptor
de antigenos quimérico (CAR) que comprende: 1) un dominio de
union especifico de FLT3, que en algunos aspectos, es el
dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de FLT3 y 2) un
dominio de unién a antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o
PD-L1. Los métodos y composiciones relacionados con el uso y
produccion de los mismos se proporcionan adicionalmente en el

presente documento.

Receptores de antigenos quiméricos y usos de los mismos

Componentes del CAR

La presente divulgacion proporciona receptores de
antigenos quiméricos (CAR) que se unen a FLT3, comprendiendo
el CAR o consistiendo esencialmente en, o consistiendo en, un
resto de activacion celular que comprende un dominio
extracelular, transmembrana e intracelular. EI dominio
extracelular comprende un elemento de unidon especifico de

diana, denominado de otro modo dominio de unién a antigeno. En
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un aspecto, el dominio intracelular o dominio citoplasmico

comprende una region de sefalizacion coestimuladora y una
porcion de cadena zeta. EI CAR puede comprender ademas
opcionalmente un dominio espaciador de hasta 300 aminoacidos,
preferentemente de 10 a 100 aminoacidos, mas preferentemente

de 25 a 50 aminoacidos.

Dominio espaciador. ElI CAR puede comprender ademas
opcionalmente un dominio espaciador de hasta 300 aminoacidos,
preferentemente de 10 a 100 aminoacidos, mas preferentemente
de 25 a 50 aminoacidos. Por ejemplo, el espaciador puede tener
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49
o 50 aminoacidos. Un dominio espaciador puede comprender, por
ejemplo, una porcién de un dominio Fc humano, un dominio CH3,
o la regién de bisagra de cualquier inmunoglobulina, tales como
IgA, 1gD, IgE, IgG o IgM, o variantes de las mismas. Por
ejemplo, algunas realizaciones pueden comprender una bisagra
de 1gG4 con o sin una mutacion S228P, L235E y/o N297Q (de
acuerdo con [la numeracion de Kabat). Los espaciadores
adicionales incluyen, pero sin limitacion, regiones de bisagra

de CD4, CD8 y CD28.

Dominio de unién a antigeno. Los CAR de la presente
divulgacion comprenden un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de FLT3 o un anticuerpo (es decir, el anticuerpo
completo) que se une a FLT3. Los anticuerpos monoclonales que
se unen especificamente a FLT3 estan disponibles comercialmente
en, por ejemplo, Becton Dickinson Biosciences y otras fuentes

comerciales, p.ej., los que Tfiguran en la direccién web:
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biocompare.com/Search-Antibodies/?search=FLT3&said=0. Los

métodos para preparar fragmentos de unidén a antigeno se conocen
en la técnica y se describen brevemente en el presente
documento. Los dominios de unidon a antigeno pueden ser de

cualquier especie apropiada, p.ej., oveja o ser humano.

En un aspecto, el dominio de unidén a antigeno comprende
la region variable de cadena pesada y la region variable de
cadena ligera de un anticuerpo de FLT3. En algunas
realizaciones, el dominio de unidn a antigeno comprende, O
consiste esencialmente en, o0 consiste en un fragmento del
anticuerpo especifico de diana (es decir, un anticuerpo contra
FLT3, por ejemplo, un scFv. Una regidén scFv puede comprender
las regiones variables de las cadenas pesada (Vy) y ligera (V)
de inmunoglobulinas, conectadas con un péptido enlazador corto.
El péptido enlazador puede tener de 1 a 50 aminoacidos, por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49 o 50 aminoacidos. En algunas realizaciones, el
enlazador es rico en glicina, aunque también puede contener

serina o treonina.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
pesada comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, el polipéptido codificado
por la secuencia polinucleotidica:
CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTTGTGAAGCCTGGGGCTTCATTGAAGCTGT
CCTGCAAGTCTTCCGGGTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGAGGCC
TGGACATGGCCTTGAGTGGATCGGAGAGATTGATCCTTCTGACAGTTATAAAGACTACAAT

CAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGTGGACAGATCCTCCAACACAGCCTACATGC
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ACCTCAGCAGCCTGACATCTGATGACTCTGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGCGATTACGAC

GACCCCCTTTGACTTCTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA, o] un

fragmento de unidén a antigeno o un equivalente de la misma.

En otras realizaciones, la region variable de cadena
pesada comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, la secuencia polipeptidica:
QVQLQQPGAELVKPGASLKLSCKSSGYTFTSYWMHWVRQRPGHGLEWIGE IDPSDSYKDYN
QKFKDKATLTVDRSSNTAYMHLSSLTSDDSAVYYCARAITTTPFDFWGQGTTLTVSS, o

un Fragmento de unidén a antigeno o un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
pesada comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, el polipéptido codificado
por la secuencia polinucleotidica divulgada:
CAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAGGACCTGGCCTAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCA
CCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTAACTAACTATGGTTTACACTGGGTTCGCCAGTCTCC
AGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGTGGTGGAAGCACAGACTATAATGCA
GCTTTCATATCCAGACTGAGCATCAGCAAGGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTTAAAA
TGAACAGTCTGCAGGCTGATGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAAAAGGAGGGATCTA
CTATGCTAACCATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCC
TCA, o un fragmento de unidn a antigeno o un equivalente de la

misma.

En otras realizaciones, la regién variable de cadena
pesada comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, la secuencia polipeptidica:
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGLHWVRQSPGKGLEWLGY IWSGGSTDYNA
AF1SRLSISKDNSKSQVFFKMNSLQADDTAIYYCARKGGIYYANHYYAMDYWGQGTSVTVS
S, o un fragmento de unidn a antigeno o un equivalente de la

misma.
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En algunas realizaciones, la region variable de cadena

pesada comprende una secuencia de CDRH1 que comprende, o0 que
de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademas en, una secuencia de aminoacidos que comienza
con SYWMH, NYGLH, o un equivalente de cada una de las mismas,
seguido de 50 aminoacidos adicionales, o de forma alternativa
aproximadamente 40 aminoacidos, o de forma alternativa
aproximadamente 30 aminoacidos, o de forma alternativa
aproximadamente 20 aminoacidos, o de forma alternativa
aproximadamente 10 aminoacidos, o de forma alternativa
aproximadamente 5 aminoacidos, o de forma alternativa
aproximadamente 4, o 3, o0 2 o 1 aminoacidos en el extremo

carboxilo.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
pesada comprende una secuencia de CDRH2 que comprende, o que
de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademas en, una secuencia de aminoacidos que comienza
con EIDPSDSYKDYNQKFKD, VIWSGGSTDYNAAFIS o un equivalente de
cada una de las mismas, seguido de 50 aminoacidos adicionales,
o de forma alternativa aproximadamente 40 aminoacidos, o de
forma alternativa aproximadamente 30 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 20 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 10 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 5 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 4, o 3, o 2 o 1 aminoacidos en el

extremo carboxilo.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
pesada comprende una secuencia de CDRH3 que comprende, o que

de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
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consiste ademas en, una secuencia de aminoacidos que comienza

con AITTTPFDF, GGIYYANHYYAMDY o un equivalente de cada una de
las mismas, seguido de 50 aminoacidos adicionales, o de forma
alternativa aproximadamente 40 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 30 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 20 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 10 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 5 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 4, o 3, o 2 o 1 aminoacidos en el

extremo carboxilo.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
ligera comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, el polipéptido codificado
por la secuencia polinucleotidica:
GATATTGTGCTAACTCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCAGGAGATAGCGTCAGTC
TTTCCTGCAGGGCCAGCCAGAGTATTAGCAACAACCTACACTGGTATCAACAAAAATCACA
TGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCATCTCTGGGATCCCCTCCAGG
TTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACTCTCAGTATCAACAGTGTGGAGACTGAAG
ATTTTGGAGTGTATTTCTGTCAACAGAGTAACACCTGGCCGTACACGTTCGGAGGGGGGAC
CAAGCTGGAAATAAAACGG,

o un fragmento de unidén a antigeno del mismo o un equivalente

de cada uno de los mismos.

En otras realizaciones, la regién variable de cadena
ligera comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, la secuencia polipeptidica:
DIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQS ISNNLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVETEDFGVYFCQQSNTWPYTFGGGTKLEIKR,

o un fragmento de unién a antigeno o un equivalente de los

miIsSmos.
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En algunas realizaciones, la region variable de cadena

ligera comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, el polipéptido codificado
por la secuencia polinucleotidica:
GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGAGTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTA
TGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGTCTGTTAAACAGTGGAAATCAAAAGAACTATATGGCCTG
GTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTAAACTGTTGATCTACGGGGCATCCACTAGGGAA
TCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACCGATTTCACTCTTACCATCA
GCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAATGATCATAGTTATCCGCT
CACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGG, o un fragmento de uniodn

a antigeno o un equivalente de cada uno de los mismos.

En otras realizaciones, la regiéon variable de cadena
ligera comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o incluso consiste ademas en, la secuencia polipeptidica:
DIVMTQSPSSLSVSAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYMAWYQQKPGQPPKLLIYGASTRE
SGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCQNDHSYPLTFGAGTKLELKR 0  un

fragmento de unidén a antigeno o un equivalente de los mismos.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
ligera comprende una secuencia de CDRL1 que comprende, o0 que
de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademas en, una secuencia de aminoacidos que comienza
con RASQSISNNLH, KSSQSLLNSGNQKNYM, o un equivalente de cada
una de las mismas, seguido de 50 aminoacidos adicionales, o de
forma alternativa aproximadamente 40 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 30 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 20 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 10 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 5 aminoacidos, o de forma

alternativa aproximadamente 4, o 3, o0 2 o 1 aminoacidos en el
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extremo carboxilo.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
ligera comprende una secuencia de CDRL2 que comprende, o0 que
de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademas en, una secuencia de aminoacidos que comienza
con YASQSIS, GASTRES, o un equivalente de cada una de las
mismas, seguido de 50 aminoacidos adicionales, o de forma
alternativa aproximadamente 40 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 30 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 20 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 10 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 5 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 4, o 3, o0 2 o 1 aminoacidos en el

extremo carboxilo.

En algunas realizaciones, la region variable de cadena
ligera comprende una secuencia de CDRL3 que comprende, o0 que
de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademds en, una secuencia de aminoacidos que comienza
con QQSNTWPYT, QNDHSYPLT, o un equivalente de cada una de las
mismas, seguido de 50 aminoacidos adicionales, o de forma
alternativa aproximadamente 40 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 30 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 20 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 10 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 5 aminoacidos, o de forma
alternativa aproximadamente 4, o 3, o0 2 o 1 aminoacidos en el

extremo carboxilo.

En otro aspecto de la presente divulgaciéon, el dominio de
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unién a antigeno de un anticuerpo de FLT3 incluye una o mas de

las siguientes caracteristicas:

(a) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina
de cadena ligera comprende una o mas CDR que son al menos un
80 % 1idénticas a una CDR de un dominio variable de cadena
ligera de cualquiera de 1las secuencias de cadena ligera
divulgadas;

(b) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina
de cadena pesada comprende una o mas CDR que son al menos un
80 % #idénticas a una CDR de un dominio variable de cadena
pesada de cualquiera de las secuencias de cadena pesada
divulgadas;

(c) la secuencia del dominio variable de inmunoglobulina
de cadena ligera es al menos un 80 % idéntica a un dominio
variable de cadena ligera de cualquiera de las secuencias de
cadena ligera divulgadas;

(d) la secuencia del dominio variable de inmunoglobulina
de HC es al menos un 80 % idéntica a un dominio variable de
cadena pesada de cualquiera de las secuencias de cadena ligera
divulgadas; y

(e) el anticuerpo se une a un epitopo que se solapa con

un epitopo unido por cualquiera de las secuencias divulgadas.

Ejemplos adicionales de equivalentes incluyen péptido que
tiene al menos un 85 %, o de forma alternativa al menos un 90
%, o de forma alternativa al menos un 95 %, o de forma
alternativa al menos un 97 % de identidad de aminoacidos con
el péptido o un polipéptido que estd codificado por un
polinucledtido que se hibrida en condiciones de alta
rigurosidad con el complemento de un polinucledétido que

codifica el dominio de union a antigeno, en donde las
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condiciones de alta rigurosidad comprenden temperaturas de

incubacion de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 68 °C;
concentraciones de tampén de aproximadamente 1x SSC a
aproximadamente 0,1x SSC; concentraciones de formamida de
aproximadamente 55 % a aproximadamente 75 %; y soluciones de

lavado de aproximadamente 1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada.

Los dominios de unidon a antigeno ilustrativos pueden
comprender uno o mas de los péptidos indicados a continuacién
y en un aspecto pueden comprender las tres CDR de las HC y LC
indicadas para un antigeno particular divulgado en la tabla 1
o los polinucledtidos que codifican las regiones variables de

HC y LC de FLT3, proporcionados a continuacion en la tabla 1.

Tabla 1
ANTICUER
POS CDR
CDRH2 CDRH3 CDRL1 CDRL2 | CDRL3
ANTI- H1
FLT3
SYW | EIDPSDSYKDYNQ YASQS | QQSNTW
FLT3-1 AITTTPFDF RASQSISNNLH
MH KFKD IS PYT
NYG | VIWSGGSTDYNAA | GGIYYANHYY | KSSQSLLNSGNQ | GASTR | QNDHSY
FLT3-2
LH FIS AMDY KNYM ES PLT

Secuencia polinucleotidica de la region variable de cadena
pesada de FLT3-1:
CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTTGTGAAGCCTGGGGCTTCATTGAAGCTGT
CCTGCAAGTCTTCCGGGTACACCTTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGAGGCC
TGGACATGGCCTTGAGTGGATCGGAGAGATTGATCCTTCTGACAGTTATAAAGACTACAAT
CAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGTGGACAGATCCTCCAACACAGCCTACATGC
ACCTCAGCAGCCTGACATCTGATGACTCTGCGGTCTATTATTGTGCAAGAGCGATTACGAC
GACCCCCTTTGACTTCTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA, o un

equivalente de la misma.



10

15

20

25

30

114
Secuencia polinucleotidica de regidon variable de cadena

ligera de FLT3-1:

GATATTGTGCTAACTCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGACTCCAGGAGATAGCGTCAGTC
TTTCCTGCAGGGCCAGCCAGAGTATTAGCAACAACCTACACTGGTATCAACAAAAATCACA
TGAGTCTCCAAGGCTTCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCATCTCTGGGATCCCCTCCAGG
TTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACTCTCAGTATCAACAGTGTGGAGACTGAAG
ATTTTGGAGTGTATTTCTGTCAACAGAGTAACACCTGGCCGTACACGTTCGGAGGGGGGAC

CAAGCTGGAAATAAAACGG, o un equivalente de la misma.

Secuencia polinucleotidica de la regidn variable de cadena
pesada de FLT3-2:
CAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAGGACCTGGCCTAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCA
CCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTAACTAACTATGGTTTACACTGGGTTCGCCAGTCTCC
AGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGTGGTGGAAGCACAGACTATAATGCA
GCTTTCATATCCAGACTGAGCATCAGCAAGGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTTAAAA
TGAACAGTCTGCAGGCTGATGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAAAAGGAGGGATCTA
CTATGCTAACCATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCC

TCA, o un equivalente de la misma.

Secuencia polinucleotidica de regién variable de cadena
ligera de FLT3-2:
GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGAGTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTA
TGAGCTGCAAGTCCAGTCAGAGTCTGTTAAACAGTGGAAATCAAAAGAACTATATGGCCTG
GTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCTAAACTGTTGATCTACGGGGCATCCACTAGGGAA
TCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACCGATTTCACTCTTACCATCA
GCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAATGATCATAGTTATCCGCT
CACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGG, o un equivalente de la

misma.

Se describen otros ejemplos no limitantes de secuencias

de aminoacidos del dominio CDR de FLT3 en las Tablas 1-4 de la
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solicitud de patente de Estados Unidos N.°: US20180346601,

Tabla V de la solicitud de patente de Estados Unidos N.©:
US20180037657, Tabla 10 de la solicitud de patente de Estados
Unidos N.©: US20170037149, Tabla V de la solicitud de patente
de Estados Unidos N.©: US20160272716, Tablas 1-3 de la
solicitud de patente de Estados Unidos N.°: US20110091470 y
Tablas 1-3 de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N.©:

US20090297529.

Se describen ejemplos no limitantes de secuencias de
aminoacidos de la region variable de cadena pesada y de la
region variable de cadena ligera de FLT3 en las Tablas 1 y 3
de la solicitud de patente de Estados Unidos N.©°:
US20180346601, Tabla X de la solicitud de patente de Estados
Unidos N.©: US20180037657, Tabla 10 de la solicitud de patente
de Estados Unidos N.©: US20170037149 y Tabla VII de Ila

Solicitud de Patente de Estados Unidos N.°: US20160272716.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona el
dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo que es al menos
un 80 %, o de forma alternativa un 85 %, o de forma alternativa
un 90 %, o de forma alternativa un 95 %, o de forma alternativa
al menos un 97 %, idéntico a un FLT3-1. Ejemplos adicionales
de equivalentes incluyen un polipéptido que esta codificado
por un polinucledtido que se hibrida en condiciones de alta
rigurosidad con el complemento de un polinucledétido que
codifica la secuencia del acido nucleico del dominio de uniodn
a antigeno, en donde las condiciones de alta rigurosidad
comprenden temperaturas de incubacion de aproximadamente 55 °C
a aproximadamente 68 °C; concentraciones de tampén de

aproximadamente 1x SSC a aproximadamente 0,1x SSC;



10

15

20

25

30

116
concentraciones de formamida de aproximadamente 55 % a

aproximadamente 75 %; y soluciones de lavado de aproximadamente

1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada.

En algunos aspectos de los anticuerpos proporcionados en
el presente documento, la secuencia de dominio variable de HC
comprende una secuencia de dominio variable de FLT3-1 y la
secuencia de dominio variable de LC comprende una secuencia de

dominio variable de FLT3-1.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona el
dominio de unidn a antigeno de un anticuerpo que comprende las
CDR de FLT3-1. En un aspecto, 1la presente divulgacion
proporciona el dominio de unidén a antigeno del anticuerpo que
es al menos un 85 %, o de forma alternativa un 80 %, o de forma
alternativa un 85 %, o de forma alternativa un 90 %, o de forma
alternativa un 95 %, o de forma alternativa al menos un 97 %
idéntico a las CDR de FLT3-1, o un polipéptido que esta
codificado por un polinucledétido que se hibrida en condiciones
de alta rigurosidad con el complemento de un polinucledtido
que codifica la secuencia de los acidos nucleicos de las CDR
de FLT3, en donde las condiciones de alta rigurosidad
comprenden temperaturas de incubacién de aproximadamente 55 °C
a aproximadamente 68 °C; concentraciones de tampén de
aproximadamente 1x SSC a aproximadamente 0,1x SSC;
concentraciones de formamida de aproximadamente 55 % a
aproximadamente 75 %; y soluciones de lavado de aproximadamente

1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada.

En un aspecto, la presente divulgaciéon proporciona el

dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo que es al menos
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un 80 %, o de forma alternativa un 85 %, o de forma alternativa

un 90 %, o de forma alternativa un 95 %, o de forma alternativa
al menos un 97 %, idéntico a un FLT3-2. Ejemplos adicionales
de equivalentes incluyen un polipéptido que esta codificado
por un polinucledtido que se hibrida en condiciones de alta
rigurosidad con el complemento de un polinucledétido que
codifica la secuencia del acido nucleico del dominio de unidén
a antigeno, en donde las condiciones de alta rigurosidad
comprenden temperaturas de incubacién de aproximadamente 55 °C
a aproximadamente 68 ©°C; concentraciones de tampén de
aproximadamente 1x SSC a aproximadamente 0,1x SSC;
concentraciones de formamida de aproximadamente 55 % a
aproximadamente 75 %; y soluciones de lavado de aproximadamente

1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada.

En algunos aspectos de los anticuerpos proporcionados en
el presente documento, la secuencia de dominio variable de HC
comprende una secuencia de dominio variable de FLT3-2 y la
secuencia de dominio variable de LC comprende una secuencia de

dominio variable de FLT3-2.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona el
dominio de unidn a antigeno de un anticuerpo que comprende las
CDR de FLT3-2. En un aspecto, 1la presente divulgacion
proporciona el dominio de unidén a antigeno del anticuerpo que
es al menos un 85 %, o de forma alternativa un 80 %, o de forma
alternativa un 85 %, o de forma alternativa un 90 %, o de forma
alternativa un 95 %, o de forma alternativa al menos un 97 %
idéntico a las CDR de FLT3-2, o un polipéptido que esta
codificado por un polinucledétido que se hibrida en condiciones

de alta rigurosidad con el complemento de un polinucledtido
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que codifica la secuencia de los acidos nucleicos de las CDR

de FLT3, en donde las condiciones de alta rigurosidad
comprenden temperaturas de incubacidén de aproximadamente 55 °C
a aproximadamente 68 °C; concentraciones de tampon de
aproximadamente 1x SSC a aproximadamente 0,1x SSC;
concentraciones de fTormamida de aproximadamente 55 % a
aproximadamente 75 %; y soluciones de lavado de aproximadamente

1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada.

Dominio transmembrana. EI dominio transmembrana puede
proceder de una fuente natural o de una sintética. Cuando la
fuente es natural, el dominio puede proceder de cualquier
proteina unida a la membrana o transmembrana. Las regiones
transmembrana de uso particular en esta divulgaciéon pueden
proceder de CD8, CD28, CD3, CD45, Cb4, CD5, CDS, CD9, CD 16,
cb22, Cb33, Cb37, CD64, CD80O, CD86, CD 134, CD137, CD 154, TCR.
De forma alternativa, el dominio transmembrana puede ser
sintético, en cuyo caso comprendera predominantemente restos
hidrofobos tales como leucina y valina. Preferentemente un
triplete de fenilalanina, triptéfano y valina en cada extremo
de un dominio transmembrana sintético. Opcionalmente, un
enlazador oligo o polipeptidico corto, preferentemente, de
entre 2 y 10 aminoacidos de longitud puede formar el enlace
entre el dominio transmembrana y el dominio de sefalizacion
citoplasmico del CAR. Un doblete glicina-serina proporciona un

enlazador particularmente adecuado.

Dominio citoplasmatico. EI dominio citopldsmico o dominio
de senalizacion intracelular del CAR es responsable de la
activacion de al menos una de las funciones efectoras

tradicionales de una célula inmunitaria en la que se ha
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colocado un CAR. El dominio de senalizacion intracelular se

refiere a una porcidén de una proteina que transduce la senal
de la funcidén efectora y dirige a la célula inmunitaria para
que realice su funcion especifica. Se puede usar un dominio de
seflalizacion completo o una porciodon truncada del mismo siempre
que la porcioén truncada sea suficiente para transducir la sefal
de la funcién efectora. Las secuencias citoplasmicas del TCR y
los correceptores, asi como los derivados o variantes de los
mismos, pueden funcionar como dominios de sefalizacién
intracelular para su uso en un CAR. Los dominios de
sefializacion intracelular de uso particular en esta divulgacion
pueden proceder de FcR, TCR, CD3, CDS, CD22, CD79a, CD79b,
Cbebd. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacion

del CAR puede comprender un dominio de sefalizacién CD3 ¢.

Debido a que las sefiales generadas a través del TCR son
por si solas insuficientes para la activacion completa de un
linfocito T, también puede ser necesaria una sefial secundaria
o coestimuladora. Por tanto, la regiéon intracelular de una
molécula de sefalizacidon coestimuladora, incluyendo, pero sin
limitacion, los dominios intracelulares de las proteinas CD27,
Cb28, 4- 1BB (CD 137), 0X40, CD30, CD40, PD- 1, ICOS, antigeno
1 asociado a la funcién linfocitaria (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, B7-H3 o un ligando que se une especificamente con CD83,
también puede incluirse en el dominio citoplasmico del CAR.
Por ejemplo, un CAR puede comprender uno, dos o mas dominios
coestimuladores, ademas de un dominio de sefalizacion (p. €j.,

un dominio de sefalizacion CD3 ().

En algunas realizaciones, el resto de activacion celular

del receptor de antigenos quimérico es un dominio de
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seflalizacion de linfocitos T que comprende, o que de forma

alternativa consiste esencialmente en, o que incluso consiste
ademds en, una o mas proteinas o fragmentos de las mismas
seleccionados del grupo que consiste en proteina CD8, proteina
CD28, proteina 4-1BB, 0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-1, CD2,

CD7, CD27, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y proteina CD3-zeta.

En realizaciones especificas, el CAR comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o incluso
consiste en un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de
FLT3 (por ejemplo, un scFv), un dominio de bisagra, un dominio
transmembrana de CD28, una region de sefializacion
coestimuladora y un dominio de sefializacion de CD3 zeta. En
realizaciones adicionales, la region de sefalizacion
coestimuladora comprende wuna o ambas, una region de
seflalizacion coestimuladora de CD28 vy una regidon de

sefializacién coestimuladora de 4-1BB.

Mecanismos de interrupcion. En algunas realizaciones, el
CAR también puede comprender un mecanismo de interrupcidn para
controlar la expresion y/o activacion del CAR. Por ejemplo, un
CAR puede comprender, consistir, o consistir esencialmente en
un dominio extracelular, transmembrana e intracelular, en el
que el dominio extracelular comprende un elemento de unidn
especifico de diana que se une a un marcador, dominio de unidn
o etiqueta que es especifico para una molécula distinta del
antigeno diana que se expresa en o por una célula diana. En
dichas realizaciones, la especificidad del CAR esta
proporcionada por una segunda construcciOn que comprende,
consiste o consiste esencialmente en un dominio de unidn a

antigeno diana (p- ej., un anticuerpo anti-FLT3 o un fragmento
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de union a antigeno del mismo o un anticuerpo biespecifico que

se une a FLT3 y el marcador o etiqueta en el CAR) y un dominio
que es reconocido por o se une al marcador, dominio de unidn,
o etiqueta en el CAR. Véanse, p-.ej., los documentos WO
20137044225, WO 2016/000304, WO 2015/057834, WO 2015/057852,
WO 20167070061, US 9233125, US 2016/0129109. De esta forma, la
célula que expresa el CAR se puede administrar a un sujeto,
pero no puede unirse a su antigeno diana (es decir, FLT3) hasta
que se administre la segunda composicidén que comprende un

dominio de unidén especifico de FLT3.

Los CAR de la presente divulgacion también pueden requerir
multimerizacién para activar su funcion (véanse, p.ej., el
documento US 201570368342, el documento US 201670175359, el
documento US 2015/0368360) y/o una sefal exodgena, tal como un
farmaco de molécula pequefa (documento US 201670166613, Yung
et al., Science, 2015) para provocar una respuesta de

linfocitos T.

Asimismo, Qlos CAR divulgados pueden comprender un
"interruptor suicida™ (también denominado '‘gen suicida') para
inducir la muerte celular de las células con CAR después del
tratamiento (Buddee et al., PLoS One, 2013) o para regular
negativamente la expresion del CAR después de la unidén al
antigeno diana (documento WO 2016/011210). Un interruptor
suicida o gen suicida ilustrativo no limitante es iCasp. EI
interruptor suicida puede estar bajo la direccién de un

promotor inducible.

En un aspecto, el CAR de la presente divulgacion puede

ademas comprender, o de forma alternativa consistir



10

15

20

25

30

122
esencialmente en, o incluso consistir ademas en un elemento

inducible o uno constitutivamente activo. En una realizacion,
el elemento inducible o el constitutivamente activo controla
la expresion de un polinucledtido que codifica una molécula
inmunorreguladora o] una citocina. La molécula
inmunorreguladora o citocina puede comprender, o de Tforma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en una o mas de B7.1, CCL19, CCL21, CD40L, CD137L,
GITRL, GM-CSF, IL-12, 1L-2, IL-2 de baja toxicidad, I1L-15, IL-
18, 1L-21, LEC y/o OX40L. En otro aspecto, la molécula
inmunorreguladora o citocina puede comprender, o de Tforma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en 1L-12 y/o GM-CSF; y/0 IL-12 y/0 uno o mas de IL-2 e
IL-2 de baja toxicidad; y/o 1L-12 y/o 1L-15; y/o0 1L-12 y/0 IL-
21; IL-12 y/o0 B7.1; y/o 1L-12 y/0 OX40L; y/o IL-12 y/o CD40L;
y/0 1L-12 y/0 GITRL; y/0 1L-12 y/0 1L-18; y/0 una o mas de IL-2
e IL-2 de baja toxicidad y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC;
y/0 1L-15 y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/0 IL-21 y una o
mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o GM-CSF y una o mas de CCL19,
CCL21 y LEC; y/0 OX40L y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o
CD137L y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o comprende B7.1 y
una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o CD40OL y una o mas de
CCL19, CCL21 y LEC; y/o0 GITRL y una o mas de CCL19, CCL21 y

LEC.

En algunas realizaciones, el CAR puede comprender ademas
un marcador detectable o un marcador de purificacion. En otro
aspecto, los CAR como se describen en el presente documento se
encuentran en una composicion, p.ej., un transportador

farmacéuticamente aceptable para diagnostico o terapia.
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Anticuerpos y proceso para preparar anticuerpos de FLT3, PD-1

y PD-L1

En el presente documento también se proporcionan
anticuerpos que comprenden, o que de forma alternativa
consisten esencialmente en, o que incluso consisten ademas en
una secuencia de fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, o0 que incluso consiste ademas en una secuencia de
aminoacidos (QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKAS
GYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPSNG

GTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMELKSL

< ©O

FDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGQGTTVT
SSGGG6G6SGG6G6G6SG66G6G6SDIQMTQSPSSLSAS
VGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPK
LLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTIES
SLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVETILIK
R) o un equivalente de la misma. En un aspecto, el anticuerpo
que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o que incluso consiste ademas en una
secuencia de fragmento variable de cadena uUnica (scFv) esta
codificado por la secuencia de nucledtidos que comprende, O
que de forma alternativa consiste esencialmente en, o0 que
incluso consiste ademas en una secuencia de acido nucleico:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG

TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
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CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG

ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)

o un equivalente de la misma. En un aspecto, el dominio de
union a antigeno tiene una afinidad de unién a PD-1 que es al
menos aproximadamente 109, 107, 108, o 10° veces mayor que Ssu
afinidad de unién por una molécula no relacionada con el PD-1.
En el presente documento también se describen anticuerpos que
comprenden, o que de forma alternativa consisten esencialmente
en, o0 que 1iIncluso consisten ademas en una secuencia de
fragmento variable de cadena unica (scFv) que comprende, o que
de forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademas en una secuencia de aminoacidos:
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
K), o un equivalente de la misma. En un aspecto, el anticuerpo
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en, o
incluso consiste ademas en una secuencia de fragmento variable
de cadena unica (scFv) codificada por la secuencia de
nucledtidos que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o0 que incluso consiste ademds en una
secuencia de acido nucleico:
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT

CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
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CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG

CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGECCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA
A), o un equivalente de la misma. En un aspecto, el dominio de
unién a antigeno tiene una afinidad de unién a PD-L1 que es al
menos aproximadamente 109, 107, 108, o 10° veces mayor que su
afinidad de unién por una molécula no relacionada con el PD-

L1.

En el presente documento también se describe un anticuerpo
biespecifico que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o que incluso consiste ademas en una
secuencia de fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, 0 que incluso consiste ademas en una secuencia de
aminoacidos: (QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKA
SGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPSN
GGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTT YMELKSL
QFDDTAVYYCARRDYRFDMGEFDY GQGTTVT
VSSGGGG6SGGG6G6SGG6G6G6GSDIQMTQSPSSLSA

SVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY QKPGKAP

G O O = >r

KLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGS TDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVE'
K R) y/0,
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG

GSGGGGSGGGGSENVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
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LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K), o un equivalente de cada una de las mismas. En un aspecto,
el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en una
secuencia de fragmento variable de cadena Unica (scFv)
codificada por la secuencia de nucledétidos que comprende, O
que de fTorma alternativa consiste esencialmente en, o0 que
incluso consiste ademas en una secuencia de acido nucleico:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGCTGGGTCAGCTGCAGGCGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)
y/o,
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT

TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
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TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT

ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA
A) o un equivalente de cada una de las mismas. En un aspecto,
el dominio de unidon a antigeno tiene una afinidad de unidon a
PD-1 y/o PD-L1 que es al menos aproximadamente 106, 107, 108, o
10° veces mayor que su afinidad de unién por una molécula no
relacionada con PD-1 y/o PD-L1. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo IgA, 1gD, IgE, IgG o IgM. En un aspecto particular,
el anticuerpo comprende, o de Tforma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en una region
constante. La regién constante puede comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en una region constante de IgA, una de IgD, una de IgE,
una de IgG o una de IgM. En algunas realizaciones, la regioén
constante es una regidon constante de 1IgGl o una regidn
constante de Ig kappa. En determinadas realizaciones, las
regiones constantes comprenden, o de Tforma alternativa
consisten esencialmente en, o incluso consisten ademas en las

secuencias de aminoacidos que se proporcionan a continuacion:

Regidon constante de 1gD humana, UniProt: P01880
APTKAPDVFP I 1 SGCRHPKDNSPVVLACLITGYHPTSVTVTWYMGTQSQPQRTFPEIQRRD
SYYMTSSQLSTPLQQWRQGEYKCVVQHTASKSKKE I FRWPESPKAQASSVPTAQPQAEGSL
AKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQEERETKTPECPSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLR
DKATFTCFVVGSDLKDAHLTWEVAGKVPTGGVEEGLLERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAG
TSVTCTLNHPSLPPQRLMALREPAAQAPVKLSLNLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNIL
LMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPGSTTFWAWSVLRVPAPPSPQPATYTCVVSHEDSRTLL

NASRSLEVSYVTDHGPMK

Regidon constante de 1gGl humana, UniProt: P01857

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
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LYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS

VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Regidon constante de 1gG2 humana, UniProt: P01859
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVS
VLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAP IEKT ISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSD I SVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Region constante de 1gG3 humana, UniProt: P01860
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYTCNVNHKPSNTKVDKRVELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDT
PPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFKWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAP IEKT I SKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESSGQPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN IFSCSVMHEALHNRF

TQKSLSLSPGK

Regidn constante de IgM humana, UniProt: P01871
GSASAPTLFPLVSCENSPSDTSSVAVGCLAQDFLPDSITLSWKYKNNSDISSTRGFPSVLR
GGKYAATSQVLLPSKDVMQGTDEHVVCKVQHPNGNKEKNVPLPVIAELPPKVSVFVPPRDG
FFGNPRKSKL ICQATGFSPRQIQVSWLREGKQVGSGVTTDQVQAEAKESGPTTYKVTSTLT
I KESDWLGQSMFTCRVDHRGLTFQQNASSMCVPDQDTAIRVFAIPPSFASIFLTKSTKLTC
LVTDLTTYDSVTISWTRONGEAVKTHTNISESHPNATFSAVGEAS I CEDDWNSGERFTCTV
THTDLPSPLKQT I SRPKGVALHRPDVYLLPPAREQLNLRESATITCLVTGFSPADVFVQWM

QRGQPLSPEKYVTSAPMPEPQAPGRYFAHSILTVSEEEWNTGETYTCVAHEALPNRVTERT
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VDKSTGKPTLYNVSLVMSDTAGTCY

Region constante de 1gG4 humana, UniProt: P01861
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSS IEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSC

SVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Regidon constante de 1gAl humana, UniProt: P01876
ASPTSPKVFPLSLCSTQPDGNVVIACLVQGFFPQEPLSVTWSESGQGVTARNFPPSQDASG
DLYTTSSQLTLPATQCLAGKSVTCHVKHYTNPSQDVTVPCPVPSTPPTPSPSTPPTPSPSC
CHPRLSLHRPALEDLLLGSEANLTCTLTGLRDASGVTFTWTPSSGKSAVQGPPERDLCGCY
SVSSVLPGCAEPWNHGKTFTCTAAYPESKTPLTATLSKSGNTFRPEVHLLPPPSEELALNE
LVTLTCLARGFSPKDVLVRWLQGSQELPREKYLTWASRQEPSQGTTTFAVTSILRVAAEDW

KKGDTFSCMVGHEALPLAFTQKT IDRLAGKPTHVNVSVVMAEVDGTCY

Region constante de 1gA2 humana, UniProt: P01877
ASPTSPKVFPLSLDSTPQDGNVVVACLVQGFFPQEPLSVTWSESGQNVTARNFPPSQDASG
DLYTTSSQLTLPATQCPDGKSVTCHVKHYTNPSQDVTVPCPVPPPPPCCHPRLSLHRPALE
DLLLGSEANLTCTLTGLRDASGATFTWTPSSGKSAVQGPPERDLCGCYSVSSVLPGCAQPW
NHGETFTCTAAHPELKTPLTANITKSGNTFRPEVHLLPPPSEELALNELVTLTCLARGFSP
KDVLVRWLQGSQELPREKYLTWASRQEPSQGTTTFAVTSILRVAAEDWKKGDTFSCMVGHE

ALPLAFTQKT IDRMAGKPTHVNVSVVMAEVDGTCY

Regidon constante kappa de Ig humana, UniProt: P01834

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK

DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

La presente divulgacion también se refiere a anticuerpos
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que compiten por unirse con los anticuerpos descritos en el

presente documento. El anticuerpo de la presente divulgacioén
puede ser un anticuerpo policlonal, monoclonal o humanizado.
En el presente documento también se proporcionan los fragmentos
de unién a antigeno de los anticuerpos de 1la presente
divulgacion. EI fragmento de unién a antigeno puede
seleccionarse del grupo que consiste en Fab, F(ab’)2, Fab",
scFv y Fv. En un aspecto, el fragmento de unidon a antigeno
puede comprender, o de forma alternativa consistir
esencialmente en, o incluso consistir ademas en una secuencia
de aminoacidos (Q VQLVQSGVEVKKPGASVKVSCK
ASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPS
NGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMELSKS
LQFDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGQGTTYV
VSSGGGGEGSGG6G6G6SGG6G66SDIQMTQSPSSLS
ASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKA
PKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLT
l SSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVE
I KR), oun equivalente de la misma. ElI fragmento de unidn a
antigeno puede estar codificado por la secuencia de nucledtidos
que comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente
en, o que incluso consiste ademas en una secuencia de acido
nucleico:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG

TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC

CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
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ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT

CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG),
0 un equivalente de cada una de las mismas. En otro aspecto,
el fragmento de unidén a antigeno puede comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en una secuencia de aminoacidos:
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
K), o un equivalente de cada una de las mismas. El fragmento
de unidén a antigeno puede estar codificado por la secuencia de
nucledtidos que comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o que 1incluso consiste ademas en una
secuencia de acido nucleico:
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGCGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA
A) o un equivalente de cada una de las mismas. En el presente

documento también se describen polipéptidos que comprenden, O
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que de forma alternativa consisten esencialmente en, o0 que

incluso consisten ademas en una secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de: 45 (QVQLVQSGVEVKKPGASVKYV
SCKASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGI
NPSNGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYME
LKSLQFDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGOQG
TTVTVSSGGGGSGGG6G6SGG6G6G6GSDIQMTQSPS
SLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKP
GKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGT
K Vv E | K R) 0
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
K), o un equivalente de cada una de ellas. La presente
divulgacion se refiere ademas a acidos nucleicos aislados que
comprenden, o de forma alternativa consisten esencialmente en,
o incluso consisten ademas en una secuencia de acido nucleico
de una cualquiera de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGCTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG

ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
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AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)

0]

(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A), o un equivalente de cada una de ellas.

En el presente documento también se proporcionan células
aisladas que comprenden, o que de forma alternativa consisten
esencialmente en, o que consisten en los anticuerpos de la
presente divulgacién. En un aspecto, los anticuerpos de la
presente divulgacion se expresan en células aisladas. La célula
puede ser una célula procariota o eucariota, y opcionalmente
se selecciona de una célula animal, una célula de mamifero,
una célula bovina, una célula felina, una célula canina, una
célula murina, una célula equina o una célula humana. En
algunas realizaciones, la célula eucariota es una célula
inmunitaria, opcionalmente un linfocito T, un linfocito B, una
célula NK, una célula dendritica, una célula mieloide, un
monocito o un macrofago. En realizaciones adicionales, la
célula inmunitaria es un linfocito T, que puede modificarse

opcionalmente para suprimir la expresion de TCR enddégeno,



10

15

20

25

30

134
utilizando cualquier sistema apropiado, por ejemplo, un sistema

CRISPR. En cualquiera de las realizaciones anteriores
relacionadas con una célula aislada, la célula aislada expresa
el CAR en la superficie celular y secreta el anticuerpo que
comprende un dominio de unidén a antigeno gue reconoce y Se une
a PD-1 y/o PD-L1 o fragmento de unidon a antigeno del mismo,

opcionalmente el anticuerpo biespecifico.

Los anticuerpos para usar en la presente divulgacion se
pueden adquirir o preparar usando métodos conocidos en la
materia y descritos brevemente en el presente documento. En
algun aspecto, puede ser deseable producir un anticuerpo que
sea especifico para un antigeno expresado por la célula diana
que se ha aislado del paciente para una terapia personalizada
especializada. Su fabricacion y usos son bien conocidos y se
divulgan en, por ejemplo, Greenfield (2014) Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. Los anticuerpos se pueden generar usando
métodos estandar conocidos en la materia. Ejemplos de
anticuerpos incluyen, pero sin limitacion, fragmentos de

anticuerpos monoclonales, monocatenarios y funcionales.

Los anticuerpos pueden producirse en una variedad de
hospedadores, por ejemplo, cabras, conejos, ratas, ratones,
seres humanos y otros. Pueden inmunizarse mediante inyeccion
con un antigeno diana o un fragmento u oligopéptido del mismo
que tenga propiedades inmunogénicas, tales como un fragmento
C-terminal de FLT3, PD-1 o PD-L1 o un polipéptido aislado.
Dependiendo de la especie hospedadora, se pueden afadir y
utilizar varios adyuvantes para aumentar una respuesta

inmunitaria. Dichos adyuvantes incluyen, pero sin limitacion,
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de Freund, geles minerales tales como hidréxido de aluminio, y

sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles
pluronicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas,
hemocianina de Hlapa californiana y dinitrofenol. Entre los
adyuvantes utilizados en seres humanos, BCG (bacilo de
Calmette-Guérin) y Corynebacterium parvum son particularmente
utiles. La presente divulgacion también proporciona el

polipéptido aislado y un adyuvante.

En determinados aspectos, los anticuerpos de la presente
divulgacion son policlonales, es decir, una mezcla de varios
tipos de anticuerpos de FLT3, PD-1 o PD-L1 que tienen
diferentes secuencias de aminoacidos. En un aspecto, el
anticuerpo policlonal comprende una mezcla de varios tipos de
anticuerpos de FLT3, PD-1 o PD-L1 que tienen diferentes CDR.
Como tal, se cultiva una mezcla de células que producen
diferentes anticuerpos, Yy se puede usar un anticuerpo
purificado del cultivo resultante (véase el documento WO

2004/061104) .

Monoclonal Antibody Production. Los anticuerpos
monoclonales contra el antigeno FLT3, PD-1 o PD-L1 se pueden
preparar usando cualquier técnica que proporcione la produccién
de moléculas de anticuerpos mediante lineas celulares continuas
en cultivo y en un aspecto, se generan para unirse
especialmente a un antigeno aislado del sujeto a tratar. Tales
técnicas incluyen, pero sin limitaciéon, la técnica de hibridoma
(véase, por ejemplo, Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495-
497); la técnica de trioma; Hla técnica de hibridoma de
linfocitos B humanos (véase, por ejemplo, Kozbor et al. (1983)

Immunol. Today 4: 72) y la técnica de hibridoma de EBV para
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producir anticuerpos monoclonales humanos (véase, por ejemplo,

Cole et al. (1985) en: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER
THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96). Los anticuerpos
monoclonales humanos se pueden utilizar en la practica de la
presente técnica y se pueden producir mediante el uso de
hibridomas humanos (véase, por ejemplo, Cote et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 2026-2030) o mediante Ila
transformacion in vitro de linfocitos B humanos con el virus
de Epstein-Barr (véase, por ejemplo, Cole et al. (1985) en:
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc.,
pags. 77-96). Por ejemplo, se puede aislar una poblacién de
acidos nucleicos que codifican regiones de anticuerpos. La PCR
que utiliza cebadores procedentes de secuencias que codifican
regiones conservadas de anticuerpos se utiliza para amplificar
secuencias que codifican porciones de anticuerpos de la
poblaciéon y a continuacion reconstruir ADN que codifica
anticuerpos o fragmentos de los mismos, tales como dominios
variables, de las secuencias amplificadas. Dichas secuencias
amplificadas también se pueden fusionar con ADN que codifican
otras proteinas, por ejemplo, una proteina de la cubierta de
un bacteridéfago, o de la superficie de una célula bacteriana,
para la expresion y presentacion de los polipéptidos de fusidn
en bacteridofagos o bacterias. Las secuencias amplificadas se
pueden expresar entonces Yy ademas seleccionar o aislar
basandose, por ejemplo, en la afinidad del anticuerpo expresado
o de un fragmento de unidn a antigeno del mismo por un antigeno
o epitopo presente en el polipéptido del antigeno FLT3, PD-1 o
PD-L1. Alternativamente, los hibridomas que expresan
anticuerpos monoclonales de FLT3 se pueden preparar mediante
la inmunizacion de un sujeto, por ejemplo, con un polipéptido

aislado que comprende, o que de forma alternativa consiste
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esencialmente en, o que 1incluso consiste ademas en, la

secuencia de aminoacidos del antigeno FLT3, PD-1, o PD-L1 o un
fragmento del mismo, y a continuacion aislar hibridomas del
bazo del sujeto usando métodos rutinarios. Véase, por ejemplo,
Milstein et al., (Galfre y Milstein (1981) Methods Enzymol
73:3-46). La seleccion de los hibridomas mediante métodos
estandar producira anticuerpos monoclonales de afinidad vy
especificidad variable (es decir, para diferentes epitopos).
Un anticuerpo monoclonal seleccionado con las propiedades
deseadas, por ejemplo, que se une al antigeno FLT3 PD-1 o PD-
L1, se puede (i) usar como lo expresa el hibridoma, (ii1) unir
a una molécula tal como polietilenglicol (PEG) para alterar
sus propiedades, o (1i1i1) puede aislar un ADNc que codifica la
secuencia de &cido nucleico del anticuerpo monoclonal,
secuenciado y manipulado de diversas formas. En un aspecto, el
anticuerpo monoclonal FLT3 se produce por un hibridoma que
incluye un Jlinfocito B obtenido a partir de un animal
transgénico no humano, por ejemplo, un ratdén transgénico, que
tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada y
un transgén de cadena ligera humanas fusionados a una célula
inmortalizada. Las técnicas de hibridoma incluyen las conocidas
en la materia y ensefadas en Greenfield (2014) Antibodies: A
Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y.; Hammerling et al. (1981) Monoclonal Antibodies

And T-Cell Hybridomas:563-681.

Técnica de presentaciéon en bacteriéfagos. Como se ha
indicado anteriormente, los anticuerpos de la presente
divulgacion se pueden producir mediante la aplicaciéon de ADN
recombinante y tecnologia de presentacion en bacteriéfagos.

Por ejemplo, los anticuerpos de FLT3, PD-1 o PD-L1 se pueden
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preparar usando varios métodos de presentacion en bacteriofagos

conocidos en la materia. En los métodos de presentacién en
bacteriofagos, los dominios Tfuncionales del anticuerpo se
presentan en la superficie de una particula de bacteriofago
que porta secuencias polinucleotidicas que los codifican. EI
bacteridéfago con una propiedad de unidén deseada se selecciona
de un repertorio o biblioteca combinatoria de anticuerpos (por
ejemplo, humanos o murinos) mediante la seleccidon directamente
con un antigeno, normalmente un antigeno unido o capturado a
una superficie sélida o perla. Los bacteridfagos utilizados en
estos métodos son normalmente bacteriéfagos filamentosos
incluyendo fd y M13 con dominios de anticuerpo Fab, F, o F,
estabilizado con disulfuro que se fusionan de forma
recombinante con la proteina del gen 111 o del gen VIIIl del
bacteridofago. Ademas, los métodos se pueden adaptar para la
construccién de bibliotecas de expresion de Fab (véase, por
ejemplo, Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281) para
permitir la identificacidén rapida y eficaz de fragmentos Fab
monoclonales con la especificidad deseada para el polipéptido
FLT3, por ejemplo, un polipéptido o derivados, fragmentos,
anadlogos u homélogos del mismo. Otros ejemplos de métodos de
presentacion en bacteriéfagos que se pueden usar para preparar
los anticuerpos aislados de la presente divulgacion incluyen
los divulgados en Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 85:5879-5883; Chaudhary et al. (1990) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 87:1066-1070; Brinkman et al. (1995) J. Immunol.
Methods 182:41-50; Ames et al. (1995) J. Immunol. Methods
184:177-186; Kettleborough et al. (1994) Eur. J. Immunol.
24:952-958; Persic et al. (1997) Gene 187: 9-18; Burton et al.
(1994) Advances in Immunology 57:191-280; el documento

PCT/GB91/01134; el documento WO 90/02809; el documento WO
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91/10737; el documento WO 92/01047; el documento WO 92/18619;

el documento WO 93/11236; el documento WO 95/15982; el
documento WO 95/20401; el documento WO 96/06213; el documento
WO 92701047 (Medical Research Council et al.); el documento WO
97/08320 (Morphosys); el documento WO 92/01047 (CAT/MRC); el
documento WO 91/17271 (Affymax); y las patentes de Estados
Unidos n.© 5.698.426, 5.223.409, 5.403.484, 5.580.717,
5.427.908, 5.750.753, 5.821.047, 5.571.698, 5.427.908,

5.516.637, 5.780.225, 5.658.727 y 5.733.743.

Se ha descrito métodos utiles para mostrar polipéptidos
en la superficie de particulas de bacteriofagos mediante la
unién de los polipéptidos a través de enlaces disulfuro por
Lohning, patente de Estados Unidos n.© 6.753.136. Como se
describe en la bibliografia anterior, después de la selecciodn
de bacteriofagos, las regiones codificantes de anticuerpos del
bacteriofago pueden aislarse y usarse para generar anticuerpos
completos, incluyendo anticuerpos humanos, o cualquier otro
fragmento de unidon a antigeno deseado, Yy expresarse en
cualquier hospedador deseado incluyendo células de mamifero,
células de insecto, células vegetales, levaduras y bacterias.
Por ejemplo, también se pueden emplear técnicas para producir
de forma recombinante fragmentos Fab, Fab' y F(ab'), usando
métodos conocidos en la materia tales como los divulgados en
el documento WO 92/22324; Mullinax et al. (1992) BioTechniques
12:864-869; Sawai et al. (1995) AJRI 34:26-34; y Better et al.

(1988) Science 240:1041-1043.

Generalmente, los anticuerpos hibridos o los fragmentos
de anticuerpos hibridos que se clonan en un vector de

presentacion pueden seleccionarse contra el antigeno apropiado
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para identificar variantes que mantengan una buena actividad

de unioén, porque el anticuerpo o fragmento de anticuerpo estara
presente en Qla superficie del bacteriéfago o particula
fagomido. Véase, por ejemplo, Barbas 11l et al. (2001) Phage
Display, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Sin embargo, se podrian
utilizar otros formatos vectoriales para este proceso, tales
como la clonacion de la biblioteca de fragmentos de anticuerpos
en un vector de bacteridéfago litico (sistemas T7 o Lambda Zap

modificados) para seleccidn y/o cribado.

Métodos alternativos de produccién de anticuerpos. Los
anticuerpos también se pueden producir mediante la induccién
in vivo de la producciéon en la poblacién de linfocitos o
mediante la seleccion de bibliotecas de inmunoglobulinas
recombinantes o paneles de reactivos de unién altamente
especificos (Orlandi et al. (1989) PNAS 86:3833-3837; Winter,

G. et al. (1991) Nature 349:293-299).

Alternativamente, pueden usarse técnicas para la
produccién de anticuerpos monocatenarios. Los anticuerpos
monocatenarios (scFv) comprenden una region variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera conectada con un
péptido enlazador (normalmente alrededor de 5 a 25 aminoacidos
de longitud). En el scFv, las regiones variables de la cadena
pesada y de @la cadena ligera pueden proceder del mismo
anticuerpo o de diferentes anticuerpos. Los scFv se pueden
sintetizar utilizando técnicas recombinantes, por ejemplo,
mediante la expresion de un vector que codifica la secuencia
de acido nucleico del scFv en un organismo hospedador tal como

E. coli. EI ADN que codifica la secuencia de acido nucleico



10

15

20

25

30

141
del scFv puede obtenerse mediante la realizacion de una

amplificacion usando un ADN parcial que codifica la secuencia
de aminoacidos completa o una deseada de un ADN seleccionado
de un ADN que codifica la cadena pesada o la region variable
de la cadena pesada del anticuerpo mencionado anteriormente y
un ADN que codifica la cadena ligera cadena o la region variable
de la cadena ligera del mismo como plantilla, mediante PCR
usando un par de cebadores que define ambos extremos del mismo,
y mediante la realizacion ademas de la amplificacién combinando
un ADN que codifica una porcion de enlazador polipeptidico y
un par de cebadores que define ambos extremos del mismo, para
ligar asi ambos extremos del enlazador a la cadena pesada y la
cadena ligera, respectivamente. Se puede obtener un vector de
expresion que contiene el ADN que codifica la secuencia de
acido nucleico del scFv y un hospedador transformado por el
vector de expresion de acuerdo con métodos convencionales

conocidos en la materia.

También se pueden generar fragmentos de unidén a antigeno,
por ejemplo, fragmentos F(ab”), que se pueden producir mediante
digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo y fragmentos
Fab que se pueden generar mediante la reduccidén de los puentes
disulfuro de los fragmentos F(ab”),. Alternativamente, se
pueden construir bibliotecas de expresién de Fab para permitir
una identificaciéon rapida y facil de fragmentos de Fab
monoclonales con la especificidad deseada (Huse et al.,

Science, 256: 1275-1281 (1989)).

Anticuerpos disponibles comercialmente. Los anticuerpos
también se pueden adquirir de Tfuentes comercialmente

disponibles. Ejemplos de anticuerpos de FLT3 disponibles
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comercialmente incluyen, pero sin limitacion, los producidos

por proveedores tales como Proteintech Group Inc., eBioscience,
Abgent, Aviva Systems Biology, Becton Dickinson (Biosciences),
Cell Signaling Technology, Fitzgerald Industries
International, United States Biological, Biorbyt, Abbexa,
Abgent, LifeSpan BioSciences, antibodies-online, Rockland
Immunochemicals, Inc., OriGene Technologies, GeneTex,
Raybiotech, 1Inc., Acris Antibodies GmbH, Sino Biological,
MyBioSource.com, Bioss Inc., St. John’s Laboratory, Source
BioScicne, Abcam, ProSci, 1Inc., Clinic Sciences, Novus
Biologicals, Creative Diagnostics, Thermo Scientific Pierce
Antibodies, PeproTech, MBL International, Miltenyi Biotec,
GenWay  Biotech, Inc., LifeSpan Biosciences, Bioworld
Technology, EXBIO Praha, a.s., Novus Biologicals, BioVision,
Bethyl Laboratories, Santa Crus Biotechnology 1Inc., AcD
Serotec, BioRad, BioLegend, Thermo Fisher Scientific, EMD
Milipore, R&D Systems, Cell Sciences, Progen Biotechnik GmbH,
Spring Bioscience, Atlas Antibodies, Abbiotec, Bostrebio,
Nordic BioSite y otros fabricantes de anticuerpos comunmente
conocidos. Ejemplos no [limitantes de anticuerpos de FLT3
disponibles comercialmente incluyen aquellos de clones BV10 y
4G8 y equivalentes bioldgicos o versiones modificadas de los
mismos, incluyendo, pero sin [limitacion, los siguientes
anticuerpos disponibles comercialmente enumerados por
proveedor y numero de catalogo: antibodies-online ABIN487499,
antibodies-online ABIN487500, LifeSpan Biosciences LS-C179623-
100, LifeSpan Biosciences LS-C179624-50, Acris Antibodies
AM20042AF-N, Acris Antibodies AM20042FC-N, MBL International
KO0107-3, MBL International KO0107-4, Novus Biologicals NBP1l-
54522-0,05 mg, Novus Biologicals NBP1-54414, Santa Cruz

Biotechnology, Inc. sc-21788, Becton Dickinson Biosciences
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564708, Becton Dickinson Biosciences 563494. Otros anticuerpos

de ejemplo disponibles comercialmente 1i1ncluyen todos los
anticuerpos enumerados como reactivos contra FLT3 humano en
Biocompare o en otra base de datos de anticuerpos disponibles
comercialmente; ejemplos no limitantes incluyen los divulgados
en el presente documento, enumerados por proveedor y numero de
catalogo Proteintech Group Inc. 21049-1-AP, Proteintech Group
Inc. 15827-1-AP, Proteintech Group Inc. 15826-1-AP,
eBioscience 17-1357-41, eBioscience 12-1357-41, eBioscience
14-1357-80, eBioscience 17-1357-42, eBioscience 12-1357-42,
eBioscience 14-1357-82, Abgent AP7644a, Abgent AP3068a, Aviva
Systems Biology OAAB17159, Aviva Systems Biology OAAF00442,
Aviva Systems Biology ARP30009 T100, Aviva Systems Biology
ARP30010_P0O50, Cell Signaling Technology 3462S, Cell Signaling
Technology 3464S, Cell Signaling Technology 3474S, Cell
Signaling Technology 3466S, Cell Signaling Technology 3461S,
Cell Signaling Technology 3461L, Cell Signaling Technology
3463S, Cell Signaling Technology 4577S, Fitzgerald Industries
International 20R-2351, Fitzgerald Industries International
70R-12259, Fitzgerald Industries International 70R-17325. Los
anticuerpos disponibles comercialmente para PD-1 y PD-L1 estéan
disponibles. Véase, por ejemplo,
biocompare.com/pfu/110447/s0ids/531283/Antibodies/PD1 (que
describe fuentes comerciales de anticuerpos anti-PD-1; ultima
consulta el 3 de julio de 2019) Yy
biocompare.com/pfu/110447/so0ids/592604/Antibodies/PDL1 (que
describe fuentes comerciales de anticuerpos anti-PD-L1; ultima
consulta el 3 de julio de 2019). Un experto en la materia puede
detectar la expresion de FLT3, PD-1 y/o PD-L1 utilizando
métodos tales como secuenciacion de ARN, micromatrices de ADN,

PCR en tiempo real o inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP,
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por sus siglas en inglés), etc. La expresion de proteinas se

puede controlar usando métodos tales como la citometria de
flujo, analisis por transferencia de Western, electroforesis
en gel bidimensional, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado

a enzimas) u otros iInmunoensayos, etc.

Equivalentes de anticuerpos. La presente divulgacion
proporciona "equivalentes™ o "equivalentes bioldogicos™ de los
anticuerpos divulgados anteriormente, en donde un dominio de
union a antigeno de un anticuerpo que es al menos un 80 %, o
alternativamente un 85 %, o alternativamente un 90 %, o
alternativamente un 95 %, o alternativamente al menos un 97 %,
idéntico al dominio de unidén a antigeno de cualquiera de los
anticuerpos divulgados anteriormente se convierte en el
equivalente bioldégico del anticuerpo divulgado anteriormente.
Ejemplos adicionales de equivalentes incluyen un polipéptido
que estd codificado por un polinucledtido que se hibrida en
condiciones de alta rigurosidad con el complemento de un
polinucledtido que codifica la secuencia de acido nucleico del
dominio de unién a antigeno de uno cualquiera de los
anticuerpos divulgados anteriormente, en donde las condiciones
de alta rigurosidad comprenden temperaturas de incubacion de
aproximadamente 55 °C a aproximadamente 68 °C; concentraciones
de tampon de aproximadamente 1x SSC a aproximadamente 0,1x SSC;
concentraciones de formamida de aproximadamente el 55 % a
aproximadamente el 75 %; y soluciones de lavado de

aproximadamente 1x SSC, 0,1x SSC, o agua desionizada.

Modificaciones de anticuerpos. Los anticuerpos de la
presente divulgacion se pueden multimerizar para aumentar la

afinidad por un antigeno. El anticuerpo a multimerizar puede
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ser un tipo de anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos que

reconocen una pluralidad de epitopos del mismo antigeno. Se
puede ejemplificar como método de multimerizacion del
anticuerpo, la union del dominio CH3 de IgG a dos moléculas
scFv, la unidén a estreptavidina, la introduccidén de un motivo

de hélice-vuelta-hélice y similares.

Las composiciones de anticuerpos divulgadas en el presente
documento pueden estar en forma de un conjugado formado entre
cualquiera de estos anticuerpos y otro agente
(inmunoconjugado). En un aspecto, los anticuerpos divulgados
en el presente documento se conjugan con material radiactivo.
En otro aspecto, los anticuerpos divulgados en el presente
documento se pueden unir a varios tipos de moléculas tales como

polietilenglicol (PEG).

Seleccion de anticuerpos. Se pueden usar diversos
inmunoensayos para la seleccidon para identificar anticuerpos
que tienen la especificidad deseada. Numerosos protocolos para
ensayos de unidén competitiva o inmunorradiométricos que usan
anticuerpos policlonales o monoclonales con especificidades
establecidas son bien conocidos en la materia. Dichos
inmunoensayos normalmente implican la medicién de la formacion
de complejos entre el antigeno FLT3, PD-1 o PD-L1, o cualquier
fragmento u oligopéptido del mismo y su anticuerpo especifico.
Se puede utilizar un inmunoensayo monoclonal de dos sitios que
utiliza anticuerpos monoclonales especificos para dos epitopos
de antigeno FLT3, PD-1 o PD-L1 no de interferencia, pero
también se puede emplear un ensayo de union competitiva (Maddox

et al. (1983) J. Exp. Med. 158:1211-1216).
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Purificacion de anticuerpos. Los anticuerpos divulgados

en el presente documento se pueden purificar hasta Ila
homogeneidad. La separacidon y purificaciéon de los anticuerpos
se puede realizar mediante el empleo de métodos convencionales

de separacion y purificacion de proteinas.

Solamente a modo de ejemplo, el anticuerpo puede separarse
y purificarse mediante la seleccidon y combinacién apropiada
del uso de columnas de cromatografia, filtros, ultrafiltracion,
precipitacion de sal, dialisis, electroforesis preparativa en
gel de poliacrilamida, electroforesis de enfoque isoeléctrico
y similares. Strategies for Protein Purification and
Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshak
et al. eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1996);
Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow y David Lane, Cold

Spring Harbor Laboratory (1988).

Ejemplos de cromatografia incluyen cromatografia de
afinidad, cromatografia de intercambio 16nico, cromatografia
hidrofoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia
de fase inversa y cromatografia de adsorcidon. En un aspecto,
la cromatografia se puede realizar mediante el empleo de

cromatografia liquida tal como HPLC o FPLC.

En un aspecto, se puede usar una columna de proteina A o
una columna de proteina G en cromatografia de afinidad. Otras
columnas de ejemplo incluyen una columna de Proteina A, Hyper

D, POROS, Sepharose F.F. (Pharmacia) y similares.

Acidos nucleicos aislados y procesos para la preparacion de

CAR
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Aspectos adicionales se refieren a un acido nucleico

aislado que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o0 que incluso consiste ademds en una
secuencia que comprende, o de Torma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, un dominio de
unién a antigeno de un anticuerpo de FLT3; un dominio de
bisagra; un dominio transmembrana, por ejemplo, un dominio
transmembrana CD28; una o mas regiones coestimuladoras, por
ejemplo, seleccionada de una regién de seflalizacién
coestimuladora CD28, una regidn de sefalizacion coestimuladora
4-1BB, una region de sefalizaciéon coestimuladora 1COS y una
region coestimuladora 0X40; y un dominio de sefalizacion CD3

zeta.

Sin quedar unidos a [la teoria, aspectos adicionales
contemplan que un acido nucleico aislado comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en, el dominio de unidon de un ligando para una molécula
exogena (es decir, no FLT3); un dominio de bisagra; un dominio
transmembrana, por ejemplo, un dominio transmembrana CD28; una
o mas regiones coestimuladoras, por ejemplo, seleccionada de
una region de senalizacion coestimuladora CD28, una region de
seflalizacion coestimuladora 4-1BB, una regidén de sefalizacion
coestimuladora ICOS y una regidén coestimuladora 0X40; y un
dominio de sefalizacién CD3 zeta. En dichos aspectos
adicionales, el dominio de union de un Jligando para una
molécula exdégena reconoce y se une a un dominio de unidén a
antigeno de un anticuerpo de FLT3 unido operativamente a la

molécula exogena; generando asi un CAR de FLT3.

En algunas realizaciones, el &cido nucleico aislado
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comprende ademas, o de forma alternativa consiste esencialmente

en, o incluso consiste ademas en una secuencia polinucleotidica
que codifica la secuencia de acido nucleico de un anticuerpo o
fragmento de unidn a antigeno del mismo, que reconoce y se une
opcionalmente a PD-1 y/o PD-L1. En otras realizaciones, se
proporciona un segundo acido nucleico aislado que comprende, o
que de fTorma alternativa consiste esencialmente en, o0 que
incluso consiste ademas en una secuencia polinucleotidica que
codifica la secuencia de &acido nucleico de un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo, que reconoce y se une
opcionalmente a PD-1 y/o PD-L1. En cualquiera de estas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno
del mismo puede comprender, o de forma alternativa consistir
esencialmente en, o0 consistir ademds en un antagonista o
agonista de PD-1 y/o un antagonista o agonista de PD-L1. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno del mismo comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en el mismo, o ademas consiste en las regiones
CDR correspondientes de un anticuerpo contra PD-1 y/0 un
anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente de cada una de las
mismas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en el mismo, o ademas consiste en la
region variable de cadena pesada y/o cadena ligera de un
anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/o0 un equivalente de cada
una de las mismas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende un fragmento
variable de cadena uUnica (scFv) que comprende un dominio de
unién a antigeno de un anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento
variable de cadena unica (scFv) que comprende un dominio de

unién a antigeno de un anticuerpo de PD-L1 y/o uno equivalente
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de cada uno de los mismos. En algunas realizaciones, el scFv

comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la

secuencia polinucleotidica:

Secuencia polinucleotidica de sckFv del anticuerpo anti-
PD-1:
CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTTT
CTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTCC
AGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAAC
GAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATGG
AACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATCG
CTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGGT
GGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCCC
CAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAGA
TGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCATC
TACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGGA
CGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCCA
ACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG, o

un equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos de scFv del anticuerpo anti-PD-

QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKASGYTFTN
YYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPSNGGTNFNE
KFKNRVTLTTDSSTTTAYMELKSLQFDDTAYV

YYCARRDYRFDMG

T
O

YWGQGTTVTVSSGGGG

SGGGGSGGGGSDI TQSPSSLSASVGDRVT

> QO
=

I TCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSA
SFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPED
FATYYCQQYLYHPATFGQGTAKVETILI KR, oun

equivalente de la misma.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de

unién a antigeno del mismo comprende un fragmento variable de
cadena unica (scFv) que comprende un dominio de unién a
antigeno de un anticuerpo PD-L1. En algunas realizaciones, el
scFv comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la

secuencia polinucleotidica:

Secuencia polinucleotidica de scFv del anticuerpo anti-
PD-L1:
GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTGT
CCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCCC
GGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGCT
GATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTTC
AAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGCC
AGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGGC
AGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCCA
CATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCAG
TACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCTT
CTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGGT
CTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACTA
TTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAAA

, 0 un equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos de scFv del anticuerpo anti-PD-
L1:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYA
DSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGGG
SGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPRL
LIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLT ISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEIK

, 0 un equivalente de la misma.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de

unién a antigeno del mismo es un anticuerpo biespecifico. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo biespecifico
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en el
mismo, o0 ademas consiste en las regiones CDR correspondientes
de un anticuerpo contra PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o
un equivalente de cada una de las mismas. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o ademas
consiste en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo
contra PD-1 y/o0 un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente
de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo biespecifico comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en el mismo, o ademas consiste en la
region variable de cadena pesada y/o cadena ligera de un
anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/o un equivalente de cada
una de las mismas. En algunas realizaciones, el anticuerpo
biespecifico comprende un fragmento variable de cadena Unica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-L1 y/o0 uno equivalente de cada uno de los

misSmos.

En el presente documento se proporciona un acido nucleico
aislado o un vector que comprende, o que de forma alternativa
consiste esencialmente en, o que incluso consiste ademas en:
un polinucledtido que codifica un receptor de antigenos
quimérico (CAR) que comprende, o que de Tforma alternativa
consiste esencialmente en, o que iIncluso consiste ademas en:

(a) un dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de FLT3;
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(b) un dominio de bisagra; (c) un dominio transmembrana; (d) y

un dominio intracelular; y un polinucledétido que codifica un
anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo que
comprende, o que de forma alternativa consiste esencialmente
en, o0 que iIncluso consiste ademas en un dominio de unidn a

antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1.

El acido nucleico aislado o vector divulgados
anteriormente que codifican el CAR puede comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en cualquier CAR divulgado en el presente documento. En
un aspecto, el acido nucleico aislado o el vector de la presente
divulgacion que codifica el CAR comprende ademas, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en un dominio de sefalizacion. En otro aspecto, el acido
nucleico aislado o el vector que codifica el CAR puede
comprender ademds, o de forma alternativa consistir
esencialmente en, o incluso consistir ademds en un elemento
inducible o constitutivamente activo. En una realizacidn, el
elemento i1nducible o el constitutivamente activo controla la
expresion de un polinucleétido que codifica una molécula
inmunorreguladora o] una citocina. La molécula
inmunorreguladora o citocina puede comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en una o mas de B7.l1, CCL19, CCL21, CD40L, CD137L,
GITRL, GM-CSF, 1L-12, IL-2, IL-2 de baja toxicidad, IL-15, IL-
18, IL-21, LEC y/o O0X40L. En otro aspecto, la molécula
inmunorreguladora o citocina puede comprender, o de Torma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir
ademas en 1L-12 y/o GM-CSF; y/o0 IL-12 y/0 uno o mas de IL-2 e

IL-2 de baja toxicidad; y/o IL-12 y/o IL-15; y/0 1L-12 y/0 IL-



10

15

20

25

30

153
21; IL-12 y/o0 B7.1; y/o IL-12 y/0 OX40L; y/o IL-12 y/o CD40L;

y/0 1L-12 y/0 GITRL; y/0 1L-12 y/0 1L-18; y/0 una o mas de IL-2
e IL-2 de baja toxicidad y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC;
y/0 IL-15 y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/0 IL-21 y una o
mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o GM-CSF y una o mas de CCL19,
CCL21 y LEC; y/0 OX40L y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o
CD137L y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o comprende B7.1 y
una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o CD40OL y una o mas de
CCL19, CCL21 y LEC; y/0 GITRL y una o mas de CCL19, CCL21 y

LEC.

En una realizacidén, el dominio de bisagra del acido
nucleico aislado o del vector que codifica el CAR comprende, o
de fTorma alternativa consiste esencialmente en, o incluso
consiste ademas en un dominio de bisagra CD8 «. En otro aspecto,
el dominio transmembrana del acido nucleico aislado o del
vector que codifica el CAR comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en un
dominio transmembrana CD8x. En un aspecto separado, la regién
de sefializaciéon coestimuladora del acido nucleico aislado o
del vector que codifica el CAR comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o 1incluso consiste
ademas en una region de sefalizacion coestimuladora CD28 y/o

una region de sefalizacion coestimuladora 4-1BB

En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado o el
vector que codifica el CAR comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en: (@)
un dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de FLT3; (b)
un dominio de bisagra CD8 «; (c) un dominio transmembrana CD8

o; Yy (d) una region de sefializaciéon coestimuladora CD28 y/o
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una region de senalizacion coestimuladora 4-1BB. En otras

realizaciones, el acido nucleico aislado o el vector que
codifica el CAR comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en: (a) un dominio
de unidén a antigeno de un anticuerpo de FLT3; (b) un dominio
de bisagra CD8 «o; (c) un dominio transmembrana CD8 «o; (d) una
region de seflalizacion coestimuladora CD28 y/o una regidon de
seflalizacion coestimuladora 4-1BB; y (e) un dominio de

sefializaciéon CD3 zeta.

Para cualquiera del acido nucleico aislado o vector
divulgados anteriormente, el dominio de unién a antigeno del
anticuerpo de FLT3 del &cido nucleico aislado o el vector que
codifica el CAR puede comprender, o de TfTorma alternativa
consistir esencialmente en, o incluso consistir ademas en una
region variable de cadena pesada que comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o 1i1ncluso consiste

ademas en:

una CDHR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
(SYWMH) o (NYGLH) o un equivalente de cada una de las mismas,

una CDHR2 que tiene la secuencia de aminoacidos
(EIDPSDSYKDYNQKFKD) o (VIWSGGSTDYNAAFIS) o un equivalente de
cada una de las mismas, Yy

una CDHR3 que tiene la secuencia de aminoacidos
codificada por (AITTTPFDF) o (GGIYYANHYYAMDY) o un equivalente
de cada una de las mismas, y/o0 una region variable de cadena
ligera que comprende:

una CDLR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
(RASQSISNNLH) o0 (KSSQSLLNSGNQKNYM) o un equivalente de cada

una de las mismas,
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una CDLR2 que tiene la secuencia de aminoacidos

(YASQSIS) o (GASTRES) o un equivalente de cada una de las
mismas, Yy

una CDLR3 que tiene la secuencia de aminoacidos
(QQSNTWPYT) o (QNDHSYPLT) o un equivalente de cada una de las

mismas.

Para cualquiera del acido nucleico aislado o vector
divulgados anteriormente, el dominio de unién a antigeno del
acido nucleico aislado o vector que codifica el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo que reconoce y se une
a PD-1 y/o PD-L1 puede comprender, o de forma alternativa
consistir esencialmente en, o incluso consistir ademas en un
antagonista de PD-1 y/o un antagonista de PD-L1, y/o0 un
equivalente de cada uno de los mismos. En un aspecto, el dominio
de unidn a antigeno o fragmento de unidén a antigeno que reconoce
y se une a PD-1 y/o PD-L1 comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en
regiones CDR de un anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/0 un
equivalente de cada una de las mismas. En otro aspecto, el
anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno que reconoce y se
une a PD-1 y/o PD-L1 comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en una region
variable de cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo
contra PD-1 y/o PD-L1, y/o un equivalente de cada una de las
mismas. En un aspecto adicional, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en, o
incluso consiste ademas en un fragmento variable de cadena
unica (scFv) que comprende, o que de forma alternativa consiste

esencialmente en, o que incluso consiste ademas en un dominio



10

15

20

25

30

156
de unidn a antigeno de un anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento

variable de cadena unica (scFv) que comprende, o que de forma
alternativa consiste esencialmente en, o que incluso consiste
ademas en un dominio de union a antigeno de un anticuerpo de

PD-L1, y/o0 un equivalente de cada uno de los mismos.

En una realizacion, el anticuerpo que reconoce y se une a
PD-1 y/o PD-L1 es un anticuerpo biespecifico. En otra
realizacion, el anticuerpo biespecifico de la misma comprende,
o de forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso
consiste ademas en un antagonista de PD-1 y un antagonista de
PD-L1, vy, opcionalmente, ademas comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o 1incluso consiste
ademds en un enlazador. En una realizacién adicional, el
anticuerpo biespecifico de la misma comprende, o de Tforma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademds en regiones CDR de un anticuerpo contra PD-1 y PD-L1, y
puede opcionalmente, comprender ademas, o de forma alternativa
consistir esencialmente en, o incluso consistir ademas en un
enlazador. En un aspecto, el anticuerpo biespecifico comprende,
o de forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso
consiste ademas en una region variable de cadena pesada y
cadena ligera de un anticuerpo contra PD-1 y PD-L1 y, puede
opcionalmente, comprender ademas, o de forma alternativa
consistir esencialmente en, o incluso consistir ademas en un
enlazador. En otra realizacidon, el anticuerpo biespecifico
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en, o
incluso consiste ademas en un fragmento variable de cadena
unica (scFv) que comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en un dominio de

unién a antigeno de un anticuerpo de PD-1 y un fragmento
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variable de cadena unica (scFv) que comprende, o de forma

alternativa consiste esencialmente en, o 1i1ncluso consiste
ademds en un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de
PD-L1 y, puede opcionalmente, comprender ademds, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o incluso consistir

ademds en un enlazador.

En una realizacion particular, el fragmento variable de
cadena unica (scFv) que comprende, o de Tforma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en un
dominio de uni6én a antigeno de un anticuerpo de PD-L1
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en, o
incluso consiste ademds en [la secuencia polinucleotidica:
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA
A), o un equivalente de la misma. En aun otra realizacioén, el
fragmento variable de cadena unica (scFv) que comprende, o de
forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en un dominio de union a antigeno de un anticuerpo de
PD-1 comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente

en, o incluso consiste ademas en la secuencia polinucleotidica:
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(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT

TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG,

o un equivalente de la misma.

En un aspecto, el vector descrito en el presente documento
es un plasmido. En otro aspecto, el vector es un vector virico
seleccionado de un vector retrovirico, un vector lentivirico,
un vector adenovirico o un vector virico adenoasociado. En un

aspecto adicional, el vector es bicistroénico.

El acido nucleico aislado o vector de la presente
divulgacion puede ademas comprender, o de forma alternativa
consistir esencialmente en, o incluso consistir ademas en un
promotor y/0 potenciador unido operativamente al
polinucledtido que codifica el anticuerpo o el fragmento de
unién a antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1. En
algunas realizaciones, el promotor y/o0 potenciador unido
operativamente al polinucledtido que codifica el anticuerpo o
el fragmento de unidon a antigeno que reconoce y se une a PD-1
y/0 PD-L1 es un promotor de alta expresion. Ejemplos no

limitantes de promotores de alta expresion son el de
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citomegalovirus (CMV), potenciador del virus del sarcoma

mieloproliferativo (MND) y promotores EF1l alfa.

En determinadas realizaciones, se divulgan métodos para
producir células que expresan CAR de FLT3, comprendiendo el
método, o de forma alternativa consistiendo esencialmente en,
o incluso consistiendo ademas en transducir una poblacidén de
células aisladas con una secuencia de acido nucleico que
codifica un CAR de FLT3 y una secuencia de acido nucleico que
codifica un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, opcionalmente, un anticuerpo biespecifico, que,
opcionalmente, vreconoce y se wune PD-1 y/o0 PD-L1 o0 un
equivalente de cada uno de ellos. En un aspecto, el método de
produccién de la célula que expresa CAR comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademds en transducir la célula aislada con el &acido nucleico
aislado o el vector de la presente divulgaciéon. Las células
aisladas se pueden seleccionar de un grupo que consiste en
linfocitos T, linfocitos B, células NK, células dendriticas,
células mieloides, monocitos o0 macrofagos. En algunas
realizaciones, esto se logra mediante (i) el uso de un vector
que codifica la construccion del CAR de FLT3 y el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo o (ii) el uso de dos
vectores, uno que codifica el CAR de FLT3 y el otro que codifica
el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo. En
algunas realizaciones, esto se logra mediante el uso de ARNm
que codifica la construccion del CAR de FLT3 y/o el anticuerpo
o fragmento de unidén a antigeno del mismo, que a su vez puede
introducirse en las células mediante electroporacion. Véase,
por ejemplo, Choi et al. (2010) Biomed Microdevices 12(5):855-

863. En un aspecto adicional, se selecciona una subpoblacion



10

15

20

25

30

160
de células que se han transducido con éxito con dicha secuencia

de &cido nucleico. En algunas realizaciones, las células
aisladas son linfocitos T, un linfocito T animal, un linfocito
T de mamifero, un linfocito T felino, un linfocito T canino o
un linfocito T humano, produciendo asi linfocitos T con CAR de
FLT3. En determinadas realizaciones, la célula aislada es una
célula NK, por ejemplo, una célula NK animal, una célula NK de
mamifero, una célula NK felina, una célula NK canina o una
célula NK humana, produciendo asi células NK con CAR de FLT3.
En algunas realizaciones, las células aisladas son linfocitos
B, un linfocito B animal, un linfocito B de mamifero, un
linfocito B felino, un linfocito B canino o un linfocito B

humano, produciendo asi linfocitos B con CAR de FLT3.

Sin quedar unidos a [la teoria, aspectos adicionales
contemplan métodos de transduccién de una célula con un acido
nucleico aislado que comprende, o que de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en una
secuencia que comprende, o de Tforma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, el dominio de
union de un ligando para una molécula exdgena (es decir, no
FLT3); un dominio de bisagra; un dominio transmembrana, por
ejemplo, un dominio transmembrana CD28; una 0 mas regiones
coestimuladoras, por ejemplo, seleccionada de una regidon de
seflalizacion coestimuladora CD28, una region de sefalizacion
coestimuladora 4-1BB, una region de sefializacion
coestimuladora ICOS y una regidén coestimuladora 0X40; y un
dominio de sefalizacion CD3 zeta, es decir, una '"célula con
CAR universal™. En dichos aspectos adicionales, el dominio de
unién de un ligando para una molécula exdgena que reconoce y

la molécula exdgena, que esta unida operativamente a un dominio
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de unidén a antigeno de un anticuerpo de FLT3 se une

operativamente; y, por lo tanto, se genera un CAR de FLT3 tras
la introduccion del dominio de uni6n a antigeno de un
anticuerpo de FLT3 unido operativamente a la molécula exdgena.
En algunas realizaciones, la molécula exdégena es biotina o

estreptavidina.

En algunas realizaciones, los linfocitos T que expresan
los CAR divulgados pueden modificarse adicionalmente para
reducir o eliminar la expresion de TCR enddégenos. La reducciodn
o eliminacion de TCR endbégenos puede reducir los efectos
inespecificos y aumentar la eficacia de los linfocitos T. Los
linfocitos T que carecen de manera estable de la expresién de
un TCR Tfuncional pueden producirse usando una variedad de
enfoques. Los linfocitos T internalizan, separan y degradan
todo el receptor de linfocitos T como un complejo, con una
semivida de aproximadamente 10 horas en linfocitos T en reposo
y 3 horas en linfocitos T estimulados (von Essen, M. et al.
(2004) J. Immunol. 173:384-393). ElI funcionamiento adecuado
del complejo TCR requiere la relacidon estequiométrica adecuada
de las proteinas que componen el complejo TCR. La funcion del
TCR también requiere dos proteinas zeta de TCR funcionales con
motivos ITAM. La activacion del TCR tras la interaccion de su
ligando peptidico MHC requiere la interaccion de varios TCR en
el mismo linfocito T, que todos los cuales deben sefialar
adecuadamente. Por 1o tanto, si un complejo TCR se
desestabiliza con proteinas que no se asocian adecuadamente o
no pueden sefalizar de manera Optima, el linfocito T no se
activara de manera suficiente para comenzar una respuesta

celular.
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En consecuencia, en algunas realizaciones, la expresion

de TCR puede eliminarse mediante la interferencia por ARN (por
ejemplo, ARNhc, ARNip, miARN, etc.), CRISPR u otros métodos
que se dirigen a los &cidos nucleicos que codifican TCR
especificos (por ejemplo, TCR-a y TCR-B) y/0 cadenas de CD3 en
linfocitos T primarios. Al bloquear la expresién de una o mas
de estas proteinas, el linfocito T ya no producira uno o mas
de los componentes clave del complejo TCR, desestabilizando
asi el complejo TCR y evitando la expresion en la superficie
celular de un TCR funcional. Aunque algunos complejos TCR
pueden reciclarse a la superficie celular cuando se usa la
interferencia por ARN, el ARN (por ejemplo, ARNhc, ARNip,
miIARN, etc.) evitarda una nueva produccion de proteinas TCR que
da como resultado la degradacién y eliminacion de todo el
complejo TCR, dando como resultado la produccién de un
linfocito T que tiene una deficiencia estable en la expresion

de TCR funcional.

La expresion de ARN inhibidores (por ejemplo, ARNhc,
ARNIp, miARN, etc.) en linfocitos T primarios se puede lograr
usando cualquier sistema de expresion convencional, por
ejemplo, un sistema de expresion lentivirico. Aunque los
lentivirus son utiles para dirigirse a los linfocitos T
primarios en reposo, no todos los linfocitos T expresaran los
ARNhc. Algunas de estos Hlinfocitos T pueden no expresar
cantidades suficientes de ARN para permitir una inhibicidn
suficiente de la expresiéon de TCR para alterar la actividad
funcional del linfocito T. Por lo tanto, los linfocitos T que
conservan una expresion de TCR de moderada a alta después de
la transduccioén virica pueden eliminarse, por ejemplo, mediante

técnicas de clasificacion o separacion de células, de modo que
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los linfocitos T restantes sean deficientes en CD3 o TCR de la

superficie celular, permitiendo la expansién de una poblacion
aislada de linfocitos T deficientes en la expresion de CD3 o

TCR funcional.

La expresion de CRISPR en linfocitos T primarios se puede
lograr utilizando sistemas CRISPR/Cas convencionales y ARN guia
especificos para los TCR diana. Se conocen en la materia
sistemas de expresion adecuados, por ejemplo, sistemas de
expresion lentiviricos o adenoviricos. De manera similar a la
insercion de ARN inhibidores, el sistema CRISPR puede usarse
para dirigirse especificamente a linfocitos T primarios en
reposo u otras células inmunitarias adecuadas para la terapia
con células con CAR. Ademas, en la medida en que la edicién de
CRISPR no sea satisfactoria, las células pueden seleccionarse
para que tengan éxito de acuerdo con los métodos divulgados
anteriormente. Por ejemplo, como se ha indicado anteriormente,
los linfocitos T que conservan una expresion de TCR de moderada
a alta después de la transduccidn virica pueden eliminarse,
por ejemplo, mediante técnicas de clasificacion o separacioén
de células, de modo que 1los linfocitos T restantes sean
deficientes en CD3 o TCR de la superficie celular, permitiendo
la expansion de wuna poblacion aislada de linfocitos T
deficientes en la expresiéon de CD3 o TCR funcional. Se aprecia
ademas que una construccion de edicion de CRISPR puede ser util
tanto para la inactivacion del TCR enddégeno como para la
insercién de las construcciones CAR divulgadas en el presente
documento. En consecuencia, se aprecia que se puede disefar un

sistema CRISPR para lograr uno o ambos de estos propositos.

Fuentes de células aisladas. Antes de la expansion y
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modificacion genética de las células divulgadas en el presente

documento, se pueden obtener células de un sujeto, por ejemplo,
en realizaciones que implican terapia autdéloga, o de un cultivo
celular disponible comercialmente, por ejemplo, American Type

Culture Collection (ATCC).

Las células se pueden obtener de varias fuentes en un
sujeto, incluyendo células mononucleares de sangre periférica,
médula Osea, tejido de ganglios linfaticos, sangre de corddn
umbilical, tejido de timo, tejido de un sitio de infeccion,

ascitis, derrame pleural, tejido del bazo y tumores.

Los métodos para aislar células apropiadas son bien
conocidos en la materia y pueden adaptarse facilmente a la
presente solicitud; un método i1lustrativo se describe en los
ejemplos siguientes. Los métodos de aislamiento para usar en
relacion con la presente divulgacién incluyen, pero sin
limitacién, el sistema Life Technologies Dynabeads®; los kits
de separacion celular STEMcell Technologies EasySep™,
RoboSep™, RosetteSep™, SepMate™; Miltenyi Biotec MACS™ y otros
kits de separacion y aislamiento celular disponibles
comercialmente. Pueden aislarse subpoblaciones particulares de
células inmunitarias mediante el uso de perlas u otros agentes
de union disponibles en dichos Kits especificos para marcadores
de superficie celular uUnicos. Por ejemplo, se pueden usar
microperlas para CD4+ y CD8+ de MACS™ para aislar linfocitos T

CD4+ y CD8+.

Alternativamente, se pueden obtener células a través de
cultivos celulares disponibles comercialmente, incluyendo,

pero sin limitaciéon, para linfocitos T, las lineas BCL2 (AAA)
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Jurkat (ATCC® CRL-2902™), BCL2 (S70A) Jurkat (ATCC® CRL-2900™),

BCL2 (S87A) Jurkat (ATCC® CRL-2901™), BCL2 Jurkat (ATCC® CRL-
2899™), Neo Jurkat (ATCC® CRL-2898™); para linfocitos B, las
Iineas AHH-1 (ATCC® CRL-8146™), BC-1 (ATCC® CRL-2230™), BC-2
(ATCC® CRL-2231™), BC-3 (ATCC® CRL-2277™), CA46 (ATCC® CRL-
1648™), DG-75 [D.G.-75] (ATCC® CRL-2625™), DS-1 (ATCC® CRL-
11102™), EB-3 [EB3] (ATCC® CCL-85™), Z-138 (ATCC n.© CRL-3001),
DB (ATCC CRL-2289), Toledo (ATCC CRL-2631), Pfiffer (ATCC CRL-
2632), SR (ATCC CRL-2262), JM-1 (ATCC CRL-10421), NFS-5 C-1
(ATCC CRL-1693); NFS-70 C10 (ATCC CRL-1694), NFS-25 C-3 (ATCC
CRL-1695), y SUP-B15 (ATCC CRL-1929); y, para células NK, las
Iineas NK-92 (ATCC® CRL-2407™), NK-92MI (ATCC® CRL-2408™).
Otros ejemplos incluyen, pero sin limitacion, lineas de
linfocitos T maduros, por ejemplo, Deglis, EBT-8, HPB-MLp-W,
HUT 78, HUT 102, Karpas 384, Ki 225, My-La, Se-Ax, SKW-3, SMZ-1
y T34; lineas de linfocitos T inmaduros, por ejemplo, ALL-SIL,
Bel3, CCRF-CEM, CML-T1, DND-41, DU.528, EU-9, HD-Mar, HPB-ALL,
H-SB2, HT-1, JK-T1, Jurkat, Karpas 45, KE-37, KOPT-K1, K-T1,
L-KAW, Loucy, MAT, MOLT-1, MOLT 3, MOLT-4, MOLT 13, MOLT-16,
MT-1, MT-ALL, P12/Ichikawa, Peer, PER0117, PER-255, PF-382,
PF1-285, RPMI-8402, ST-4, SUP-T1 a T14, TALL-1, TALL-101, TALL-
103/2, TALL-104, TALL-105, TALL-106, TALL-107, TALL-197, TK-6,
TLBR-1, -2, -3 y -4, CCRF-HSB-2 (CCL-120.1), J.RT3-T3.5 (ATCC
TIB-153), J45.01 (ATCC CRL-1990), J.CaM1.6 (ATCC CRL-2063),
RS4;11 (ATCC CRL-1873), CCRF-CEM (ATCC CRM-CCL-119); lineas de
linfoma cutaneo de linfocitos T, por ejemplo, HuT78 (ATCC CRM-
TIB-161), MJ[G11] (ATCC CRL-8294), HuT102 (ATCC TIB-162);
Iineas de linfocitos B procedentes de linfomas anaplasicos y
de células grandes, por ejemplo, DEL, DL-40, FE-PD, JB6, Karpas
299, Ki-JK, Mac-2A Plyl, SR-786, SU-DHL-1, -2, -4, -5, -6, -7,

-8, -9, -10, y -16, DOHH-2, NU-DHL-1, U-937, Granda 519, USC-
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DHL-1, RL; linfomas de Hodgkin, por ejemplo, DEV, HD-70, HDLM-

2, HD-MyZ, HKB-1, KM-H2, L 428, L 540, L1236, SBH-1, SUP-HD1 y
SU/RH-HD-1; y lineas NK tales como HANK1, KHYG-1, NKL, NK-YS,
NOI-90 e YT. Las lineas celulares de leucemia nula, incluyendo,
pero sin limitacion, REH, NALL-1, KM-3, L92-221, son otra
fuente comercialmente disponible de células inmunitarias, al
igual que las lineas celulares procedentes de otras leucemias
y Jlinfomas, tales como K562 de eritroleucemia, THP-1 de
leucemia monocitica, U937 de linfoma, HEL de eritroleucenmia,
HL60 de leucemia, HMC-1 de leucemia, KG-1 de leucemia, U266 de
mieloma. Las fuentes ilustrativas no limitantes para dichas
lineas celulares disponibles comercialmente incluyen la
American Type Culture Collection, o] ATCC,
(http://www.atcc.org/) Yy la German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures (https://www.dsmz.de/).

Vectores. Las células con CAR se pueden preparar usando
vectores que comprenden los polinucledtidos como se describid
anteriormente. Por 1lo tanto, la presente divulgacion
proporciona: (1) un vector, opcionalmente un vector
bicistronico, que comprende una secuencia polinucleotidica que
codifica la secuencia de acido nucleico de un CAR de FLT3 o un
complemento o equivalente del mismo y, opcionalmente, que
comprende ademas una secuencia polinucleotidica que codifica
la secuencia de &cido nucleico de un anticuerpo o un fragmento
de union a antigeno del mismo, que opcionalmente reconoce y se
une a PD-1 y/o PD-L1 o un equivalente de cada uno de los mismos
o (i1) un vector que comprende una secuencia polinucleotidica
que codifica la secuencia de acido nucleico de un CAR de FLT3
o un complemento o equivalente del mismo y un vector que

comprende una secuencia polinucleotidica que codifica Ila
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secuencia de acido nucleico de un anticuerpo o un fragmento de

unién a antigeno del mismo, que opcionalmente reconoce y se
une PD-1 y/o PD-L1 o un equivalente de cada uno de los mismos.
En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidn a
antigeno del mismo comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en un antagonista
0 agonista de PD-1 y/o un antagonista o agonista de PD-L1 o un
equivalente de cada uno de 1los mismos. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo comprende, o de TfTorma alternativa consiste
esencialmente en el mismo, o incluso consiste ademds en las
regiones CDR correspondientes de un anticuerpo contra PD-1 y/0
un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente de cada una de
las mismas. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento
de uniodon a antigeno del mismo comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en el mismo, o incluso consiste ademas
en la regidn variable de cadena pesada y/o cadena ligera de un
anticuerpo que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1, y/0 un
equivalente de <cada una de las mismas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo comprende, o de TfTorma alternativa consiste
esencialmente en el mismo, o incluso consiste ademas en, un
fragmento variable de cadena unica (scFv) que comprende un
dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de PD-1 y/0 un
fragmento variable de cadena unica (scFv) que comprende un
dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de PD-L1 y/0 un
equivalente de cada uno de Qlos mismos. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, un fragmento

variable de cadena uUnica (scFv) que comprende un dominio de
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unién a antigeno de un anticuerpo de PD-1, que comprende una

secuencia de aminoacidos codificada por:
scFv anti-PD-1:

CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTTT
CTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTCC
AGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAAC
GAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATGG
AACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATCG
CTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGGT
GGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGCGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCCC
CAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAGA
TGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCATC
TACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGGA
CGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCCA
ACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG, o

un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en, un
fragmento variable de cadena unica (scFv) procedente de un
anticuerpo contra PD-L1 que comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o iIncluso consiste ademas en, una
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
polinucleotidica: scFv anti-PD-L1:
GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTGT
CCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCCC
GGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGCT
GATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTTC
AAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGCC

AGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGGC
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AGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGCGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCCA

CATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCAG
TACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCTT
CTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGGT
CTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACTA
TTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAAA

, 0 un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo es un anticuerpo biespecifico. En
algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o
de forma alternativa consiste esencialmente en, o 1incluso
consiste ademas en, un antagonista o agonista de PD-1 y/0 un
antagonista o agonista de PD-L1. En determinadas realizaciones,
el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en el mismo, o incluso consiste ademas
en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo que
reconoce y se une a PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o un
equivalente de <cada una de las mismas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o ademas
consiste en la region variable de cadena pesada y/o cadena
ligera de un anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/0 un
equivalente de <cada una de las mismas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en, un fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende un dominio de unidn a antigeno de un anticuerpo de
PD-1 y/o un fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende un dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de

PD-L1 y/0 un equivalente de cada uno de los mismos. En algunas
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realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma

alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademds en, un fragmento variable de cadena unica (scFv) que
comprende un dominio de unidn a antigeno de un anticuerpo de
PD-1 comprende la secuencia de aminoacidos de scFv anti-PD-1
proporcionada anteriormente en el presente documento. En
algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o
de Tforma alternativa consiste esencialmente en, o incluso
consiste ademas en, un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) procedente de un anticuerpo contra PD-L1 que comprende,
o de forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso
consiste ademas en, la secuencia de aminoacidos de scFv anti-

PD-L1 proporcionada anteriormente en el presente documento.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, el vector
0 vectores pueden opcionalmente comprender, o de forma
alternativa consistir esencialmente en, o consistir ademds en
un marcador detectable y/o un polinucledétido que confiere
resistencia a antibioticos y/o elementos reguladores para la
transcripcion y traduccion del CAR y el dominio de unidén a

antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, cada uno
de los polinucledtidos puede estar operativamente unido a un
polinucledétido regulador, opcionalmente un promotor Yy/o
potenciador. En algunas realizaciones, el polinucledtido que
codifica un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo que comprende un dominio de unién a antigeno que reconoce
y se une a PD-1 y/o PD-L1 estad operativamente unido a un
promotor y/o potenciador que permite una sobreexpresion del

anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo.
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En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico

aislada del CAR de FLT3 codifica para un CAR que comprende, o
de forma alternativa consiste esencialmente en, o 1incluso
consiste ademds en un dominio de union a antigeno de un
anticuerpo de FLT3, un dominio de bisagra, un dominio
transmembrana CD28, una o0 mas regiones coestimuladoras
seleccionadas de una region de sefalizacion coestimuladora
CD28, una region de senalizacion coestimuladora 4-1BB, una
region de sefalizaciéon coestimuladora I1COS, y una region
coestimuladora 0X40, y un dominio de sefializacién CD3 zeta. En
un aspecto, el dominio de unidn a antigeno tiene una afinidad
de unién a FLT3 que es al menos aproximadamente 109, 107, 108,
o 10° veces mayor que su afinidad de unién por una molécula no
relacionada con el FLT3. En realizaciones especificas, la
secuencia de acido nucleico aislada comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en la misma, o 1incluso
consiste ademas en, secuencias que codifican (a) un dominio de
unidon a antigeno de un anticuerpo de FLT3 seguido de (b) un
dominio de bisagra, (c) un dominio transmembrana CD28 seguido
de (d) una o mas regiones coestimuladoras seleccionadas de una
region de sefializaciéon coestimuladora CD28, una regidén de
seflalizacion coestimuladora 4-1BB, una region de sefalizacion
coestimuladora ICOS, y una regién coestimuladora 0X40 seguida

de (&) un dominio de sefializacion CD3 zeta.

En determinadas realizaciones, la secuencia de acido
nucleico aislada ademds comprende, o ademas consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, una secuencia
promotora de polinucledtidos ubicada cadena arriba del
polinucledtido que codifica el dominio de unién a antigeno del

dominio de unidon al antigeno FLT3 del anticuerpo de FLT3. En
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algunas realizaciones, este promotor es una secuencia promotora

de citomegalovirus (CMV), un potenciador del virus del sarcoma
mieloproliferativo (MND), o wun promotor EF1l alfa. Se
proporcionan en el presente documento secuencias ilustrativas

no limitantes de dichos promotores.

Secuencia promotora de CMV:
TAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAAT
GACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTAT
TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTA
TTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGA
CTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTT
TGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACC
CCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCG
TAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATA
AGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAG, y, opcionalmente, un equivalente

de la misma.

Secuencia promotora de CMV:
GCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTTTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAAC

CGTCAGATC, y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia promotora de MND:
Aactaaccaatcagttcgcttctcgcttctgttcgcgcgcttctgctccccgagctctata
taagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagacgccatccacgectgttttga
cctccatagaagacaccgactctagaggatc, Y, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Secuencia del promotor EF1l alfa:

AAGGATCTGCGATCGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCC
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GAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACGGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAA

ACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTA

TATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAG

CTGAAGCTTCGAGGGGCTCGCATCTCTCCTTCACGCGCCCGCCGCCCTACCTGAGGCCGCC

ATCCACGCCGGTTGAGTCGCGTTCTGCCGCCTCCCGCCTGTGGTGCCTCCTGAACTGCGTC

CGCCGTCTAGGTAAGTTTAAAGCTCAGGTCGAGACCGGGCCTTTGTCCGGCGCTCCCTTGG

AGCCTACCTAGACTCAGCCGGCTCTCCACGCTTTGCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACG

TCTTTGTTTCGTTTTCTGTTCTGCGCCGTTACAGATCCAAGCTGTGACCGGCGCCTAC,

y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

En determinadas realizaciones, la secuencia de acido
nucleico aislada ademads comprende, o ademas consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, una caspasa
inducible ("iCasp™) u otro 'gen suicida”™ que codifica la
secuencia polinucleotidica ubicada cadena arriba del
polinucledtido que codifica el dominio de unién a antigeno del
dominio de unidon al antigeno FLT3 del anticuerpo de FLT3; se
proporciona en el presente documento una secuencia
polinucleotidica ilustrativa no limitante de dicho gen iCasp:

Secuencia de iCasp:
ATGGGAGTGCAGGTGGAAACCATCTCCCCAGGAGACGGGCGCACCTTCCCCAAGCGCGGLC
AGACCTGCGTGGTGCACTACACCGGGATGCTTGAAGATGGAAAGAAAGTTGATTCCTCCCG
GGACAGAAACAAGCCCTTTAAGTTTATGCTAGGCAAGCAGGAGGTGATCCGAGGCTGGGAA
GAAGGGGTTGCCCAGATGAGTGTGGGTCAGAGAGCCAAACTGACTATATCTCCAGATTATG
CCTATGGTGCCACTGGGCACCCAGGCATCATCCCACCACATGCCACTCTCGTCTTCGATGT
GGAGCTTCTAAAACTGGAATCTGGCGGTGGATCCGGAGTCGACGGATTTGGTGATGTCGGT
GCTCTTGAGAGTTTGAGGGGAAATGCAGATTTGGCTTACATCCTGAGCATGGAGCCCTGTG
GCCACTGCCTCATTATCAACAATGTGAACTTCTGCCGTGAGTCCGGGCTCCGCACCCGCAC
TGGCTCCAACATCGACTGTGAGAAGTTGCGGCGTCGCTTCTCCTCGCTGCATTTCATGGTG
GAGGTGAAGGGCGACCTGACTGCCAAGAAAATGGTGCTGGCTTTGCTGGAGCTGGCGCAGC

AGGACCACGGTGCTCTGGACTGCTGCGTGGTGGTCATTCTCTCTCACGGCTGTCAGGCCAG



10

15

20

25

30

174
CCACCTGCAGTTCCCAGGGGCTGTCTACGGCACAGATGGATGCCCTGTGTCGGTCGAGAAG

ATTGTGAACATCTTCAATGGGACCAGCTGCCCCAGCCTGGGAGGGAAGCCCAAGCTCTTTT
TCATCCAGGCCTGTGGTGGGGAGCAGAAAGACCATGGGTTTGAGGTGGCCTCCACTTCCCC
TGAAGACGAGTCCCCTGGCAGTAACCCCGAGCCAGATGCCACCCCGTTCCAGGAAGGTTTG
AGGACCTTCGACCAGCTGGACGCCATATCTAGTTTGCCCACACCCAGTGACATCTTTGTGT
CCTACTCTACTTTCCCAGGTTTTGTTTCCTGGAGGGACCCCAAGAGTGGCTCCTGGTACGT
TGAGACCCTGGACGACATCTTTGAGCAGTGGGCTCACTCTGAAGACCTGCAGTCCCTCCTG
CTTAGGGTCGCTAATGCTGTTTCGGTGAAAGGGATTTATA, y, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, la construccion del gen iCasp
comprende una porcion de una caspasa 9 unida operativamente a
un dominio de proteina FKBP. La caspasa 9, codificada por el
gen CASP9 (numero de acceso GenBank NM001229), es un ejemplo
no limitante de una caspasa iniciadora y juega un papel en la
via apoptdética mitocondrial; una parte de la misma esta
presente en la secuencia i1lustrativa no limitante divulgada
anteriormente. El dominio de proteina FKBP en la secuencia
ilustrativa no Jlimitante divulgada anteriormente esta
optimizado para unirse a un agente inductor, especificamente
un inductor quimico de dimerizacion (CID, por sus siglas en
inglés). En la secuencia divulgada anteriormente, el inductor
quimico es AP1903, un farmaco sintético que ha demostrado ser
seguro en voluntarios sanos. Se prevé que equivalentes tanto
del dominio FKBP como del inductor quimico de dimerizacion (por
ejemplo, formas modificadas de AP1903 o FKBP) puedan usarse en
lugar de las realizaciones ilustrativas enumeradas. En algun
aspecto, la dimerizacion se puede inducir mediante cualquier
molécula pequefia conocida para facilitar la dimerizacion de la
caspasa 9. La administracion de esta pequefia molécula da como

resultado el entrecruzamiento y la activacién de la caspasa 9,
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que a su vez induce la apoptosis de células que expresan el

gen i1Casp.

Secuencia de aminoacidos de iCasp:
MGVQVET I SPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKVDSSRDRNKPFKFMLGKQEV IRGWE
EGVAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGHPGI IPPHATLVFDVELLKLESGGGSGVDGFGDVG
ALESLRGNADLAY ILSMEPCGHCL I INNVNFCRESGLRTRTGSN IDCEKLRRRFSSLHFMV
EVKGDLTAKKMVLALLELAQQDHGALDCCVVVILSHGCQASHLQFPGAVYGTDGCPVSVEK
IVNIFNGTSCPSLGGKPKLFFIQACGGEQKDHGFEVASTSPEDESPGSNPEPDATPFQEGL
RTFDQLDAISSLPTPSDIFVSYSTFPGFVSWRDPKSGSWYVETLDD I FEQWAHSEDLQSLL

LRVANAVSVKGIY, y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

En determinadas realizaciones, la secuencia de &cido
nucleico aislada ademas comprende, o ademds consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, una secuencia
polinucleotidica que codifica el péptido 2A (T2A) ubicada
cadena arriba del polinucledtido que codifica el dominio de
union a antigeno del dominio de unién al antigeno FLT3 del
anticuerpo de FLT3; se proporciona en el presente documento
una secuencia que codifica un ejemplo no limitante de dicho
polinucledtido T2A:

Secuencia de T2A:
GCCGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCT, vy,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos de T2A:
AEGRGSLLTCGDVEENPGP, y opcionalmente un equivalente de Ila

misma.

En realizaciones que implican T2A, la ™"autoescision”

mediada por T2A puede dar lugar a una relaciéon 1:1 de las dos
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proteinas separadas.

En determinadas realizaciones, la secuencia de &cido
nucleico aislada ademads comprende, o ademas consiste
esencialmente en, o incluso consiste ademas en, un péptido
seflal que codifica la secuencia polinucleotidica ubicada cadena
arriba del polinucleétido que codifica el dominio de unidn a
antigeno del dominio de union al antigeno FLT3 del anticuerpo
de FLT3; se proporcionan en el presente documento
polinucledétidos que codifican secuencias ilustrativas no

limitantes de dichos péptidos sefal.

Secuencia de péptido sefial que codifica la secuencia
polinucleotidica:
ATGGGATGGAGCTCTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCAC, Y,

opcionalmente, un equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos del péptido sefal:

MGWSSTILFLVATATGVH, y opcionalmente un equivalente de la misma.

Secuencia de péptido sefal:
MGWSCIILFLVATATGVHS, vy, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

Secuencia de péptido sefal:
MDWIWRILFLVGAATGAHS, vy, opcionalmente, un equivalente de la

misma.

En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado
comprende un marcador detectable y/o un polinucledtido que

confiere resistencia a antibidticos. En un aspecto, el marcador
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o polinucledtido son Jutiles para seleccionar células

transducidas con éxito con los acidos nucleicos aislados. En
determinadas realizaciones, este marcador detectable es un
marcador de proteina procedente del gen c-myc conocido como
"marcador myc'. Una secuencia ilustrativa no limitante que

codifica dicho marcador myc se divulga a continuacion.

Secuencia "myc'':
GAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGACCTG, Y, opcionalmente, un

equivalente de la misma.

Secuencia de aminoacidos "myc'':

EQKLISEEDL, y, opcionalmente, un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico
aislado esta comprendida dentro de un vector. En determinadas
realizaciones, el vector es un plasmido. En otras
realizaciones, el vector es un vector virico. Ejemplos no
limitantes de los mismos incluyen, sin limitacién, un vector
retrovirico, un vector lentivirico, un vector adenovirico y un
vector virico adenoasociado. En realizaciones especificas, el

vector es un vector lentivirico.

La preparacion de vectores ilustrativos y la generacion
de células que expresan CAR usando dichos vectores se explica
en detalle en los ejemplos siguientes. En resumen, la expresion
de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican CAR o
moléculas inmunorreguladoras se logra normalmente mediante la
unién operativa de un acido nucleico que codifica el
polipéptido CAR o porciones del mismo a un promotor y mediante

la incorporacién de la construccidon en un vector de expresion.
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Puede usarse un método similar para construir la secuencia de

acido nucleico aislado que comprende un polinucledtido que
codifica una molécula inmunorreguladora. Los vectores pueden
ser adecuados para la replicacion e integracion en eucariotas.
Los métodos para producir células que comprenden vectores y/o
acidos nucleicos exégenos son bien conocidos en la materia.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva

York) .

En un aspecto, el término "vector" se refiere a un vector
recombinante que conserva la capacidad de infectar y transducir
células que no se dividen y/o que se dividen lentamente y se
integra en el genoma de la célula diana. En varios aspectos,
el vector procede o se basa en un virus de tipo silvestre. En
aspectos adicionales, el vector procede o se basa en un
lentivirus de tipo silvestre. Ejemplos de dichos incluyen, sin
limitacién, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus
de la anemia infecciosa equina (EIAV, por sus siglas en
inglés), virus de la inmunodeficiencia de los simios (S1V, por
sus siglas en inglés) y virus de la inmunodeficiencia felina
(FI1V, por sus siglas en inglés). Alternativamente, se contempla
que se pueden usar otros retrovirus como base para la cadena
principal de un vector tal como el virus de la leucemia murina
(MLV, por sus siglas en inglés). Sera evidente que un vector
virico de acuerdo con la divulgacion no necesita estar limitado
a los componentes de un virus particular. El vector virico
puede comprender componentes procedentes de dos o mas virus
diferentes y también puede comprender componentes sintéticos.
Los componentes del vector se pueden manipular para obtener

las caracteristicas deseadas; tales como especificidad de la
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célula diana.

Los vectores recombinantes de la presente divulgacion
proceden de primates y no primates. Ejemplos de lentivirus de
primates incluyen el virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
el agente causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
humana (SIDA) y el virus de la inmunodeficiencia de los simios
(S1V). ElI grupo de lentivirus de no primates incluye el
prototipo de "virus lento", el virus visna/maedi (VMV, por sus
siglas en inglés), asi como el virus de la encefalitis-artritis
caprina (CAEV, por sus siglas en inglés) relacionado, el virus
de la anemia infecciosa equina (EIAV, por sus siglas en inglés)
y el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV) y el virus de
la inmunodeficiencia bovina (BIV, por sus siglas en inglés)
descritos mas recientemente. Los vectores lentiviricos
recombinantes de la técnica anterior son conocidos en la
materia, por ejemplo, véanse las patentes de Estados Unidos
nameros 6,924,123; 7.056.699; 7.419.829 'y 7.442.551,

incorporadas por referencia en el presente documento.

La patente de Estados Unidos N.°© 6.924.123 divulga que
determinada secuencia retrovirica facilita la iIntegracidén en
el genoma de la célula diana. Esta patente ensefia que cada
genoma retrovirico comprende genes llamados gag, pol y env que
codifican proteinas y enzimas viriodnicas. Estos genes estan
flanqueados en ambos extremos por regiones [llamadas
repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas en inglés).
Las LTR son responsables de la integraciéon provirica y la
transcripcion. También sirven como secuencias potenciadoras-
promotoras. En otras palabras, las LTR pueden controlar la

expresion de los genes viricos. La encapsidaciéon de los ARN
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retroviricos se produce en virtud de una secuencia psi ubicada

en el extremo 5 del genoma virico. Las LTR en si mismas son
secuencias idénticas que se pueden dividir en tres elementos,
que se llaman U3, R y U5. U3 procede de la secuencia unica del
extremo 3” del ARN. R procede de una secuencia repetida en
ambos extremos del ARN y U5 procede de la secuencia uUnica del
extremo 5” del ARN. Los tamafos de los tres elementos pueden
variar considerablemente entre diferentes retrovirus. Para el
genoma virico, el sitio de la adicién de poli(A) (terminacion)
esta en el limite entre R y U5 en el lado derecho de la LTR.
U3 contiene la mayoria de los elementos de control
transcripcional del provirus, que incluyen el promotor vy
maltiples secuencias potenciadoras sensibles a las células vy,
en algunos casos, proteinas activadoras de la transcripcion

virica.

Con respecto a los genes estructurales gag, pol y env,
gag codifica la proteina estructural interna del virus. La
proteina gag se procesa proteoliticamente en las proteinas
maduras MA (matriz), CA (capside) y NC (nucleocéapside). EI gen
pol codifica la transcriptasa inversa (RT, por sus siglas en
inglés), que contiene ADN polimerasa, RNasa H asociada e

integrasa (IN), que median la replicacion del genoma.

Para la produccién de particulas de vectores viricos, el
genoma de ARN del vector se expresa a partir de una construccion
de ADN que 1lo codifica, en una célula hospedadora. Los
componentes de las particulas no codificadas por el genoma del
vector se proporcionan en trans mediante secuencias de acido
nucleico adicionales (el 'sistema de empaquetamiento’™, que

normalmente incluye uno o ambos genes gag/pol y env) expresados
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en la célula hospedadora. EI conjunto de secuencias necesarias

para la produccién de las particulas del vector virico puede
introducirse en la célula hospedadora mediante transfecciodn
transitoria, o puede integrarse en el genoma de la célula
hospedadora, o puede proporcionarse en una mezcla de varias
formas. Las técnicas implicadas se conocen por parte de los

expertos en la materia.

Los vectores retroviricos para usar en la presente
divulgacion incluyen, pero sin limitaciéon, las versiones 4, 6
y 6.2 del sistema "ViraPower™ de la serie pLenti de Invitrogen.
Fabricado por Lentigen Corp.; pHIV-7-GFP, laboratorio generado
y utilizado por el City of Hope Research Institute; vector
lentivirico "Lenti-X", pLVX, fabricado por Clontech; pLKO.1-
puro, fabricado por Sigma-Aldrich; pLemiR, fabricado por Open
Biosystems; y pLV, laboratorio generado y utilizado por Charité

Medical School, Institute of Virology (CBF), Berlin, Alemania.

Se conocen en la materia métodos adicionales de
introduccioén de acidos nucleicos exdgenos e incluyen, pero sin
limitacién, 1la insercién de genes usando uno o mas de
electroporacion de ARN, nanotecnologia, vectores de Bella
durmiente, retrovirus y/o adenovirus. Ademas,

independientemente del método utilizado para introducir
acidos nucleicos exdgenos en una célula hospedadora o de otra
manera exponer una célula al inhibidor de la presente
divulgacion, para confirmar la presencia de la secuencia de
ADN recombinante en la célula hospedadora, se pueden realizar
distintos ensayos. Dichos ensayos incluyen, por ejemplo,
ensayos "‘biolégicos moleculares'™ bien conocidos por los

expertos en la materia, tales como transferencia de Southern y
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Northern, RT-PCR y PCR; ensayos ™"bioquimicos'™, tales como

deteccion de la presencia o ausencia de un péptido en
particular, por ejemplo, mediante medios inmunolégicos (ELISA
y transferencias Western) o mediante ensayos descritos en el
presente documento para identificar agentes que caen dentro

del alcance de la divulgacion.

Vector de empaquetamiento y lineas celulares. Los acidos
nucleicos aislados se pueden empaguetar en un sistema de
empaquetamiento retrovirico usando un vector de
empaquetamiento y ITneas celulares. El vector de
empaquetamiento incluye, pero sin [limitacion, un vector
retrovirico, vector lentivirico, vector adenovirico y vector
virico adenoasociado. El vector de empaquetamiento contiene
elementos y secuencias que facilitan la insercion de materiales
genéticos en las células. Por ejemplo, las construcciones
retroviricas son vectores de empaquetamiento que comprenden al
menos una secuencia de ADN auxiliar retrovirico procedente de
un genoma retrovirico incompetente para la replicacion que
codifica en trans todas las proteinas de virién necesarias para
empaquetar un vector retrovirico incompetente para la
replicacion, y para producir proteinas de virion capaces de
empaquetar el vector retrovirico iIncompetente para la
replicacion a titulo alto, sin [la produccién de virus
auxiliares competentes para la replicacion. La secuencia de
ADN retrovirico carece de la region que codifica el potenciador
y/0 promotor natural de la LTR virica en 5” del virus, y carece
tanto de la secuencia de Tfuncién psi responsable del
empaquetamiento del genoma auxiliar como de la LTR en 3", pero
codifica un sitio de poliadenilacidon extrano, por ejemplo, el

sitio de poliadenilacion de SV40, y un potenciador y/o promotor
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extrano que dirige la transcripcion eficaz en un tipo de célula

donde se desea la produccién virica. EI retrovirus es un virus
de leucemia tal como el virus de la leucemia murina de Moloney
(MMLV, por sus siglas en inglés), el virus de Ila
inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus de la leucemia del
mono de Gibon (GALV, por sus siglas en inglés). El potenciador
y promotor extrafo puede ser el potenciador y promotor temprano
inmediato (IE, por sus siglas en inglés) del citomegalovirus
humano (HCMV, por sus siglas en inglés), el potenciador y
promotor (region U3) del virus del sarcoma murino de Moloney
(MMSV, por sus siglas en inglés), la region U3 del virus del
sarcoma de Rous (RSV, por sus siglas en inglés), la region U3
del virus formador de focos del bazo (SFFV, por sus siglas en
inglés), o el potenciador IE de CMVH unido al promotor natural
del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV). El vector
de empaquetamiento retrovirico puede consistir en dos
secuencias de ADN auxiliares retroviricas codificadas por
vectores de expresion basados en plasmidos, por ejemplo, cuando
una primera secuencia auxiliar contiene un ADNc que codifica
las proteinas gag y pol de MMLV o GALV ecotrépicos y una segunda
secuencia auxiliar contiene un ADNc que codifica la proteina
env. EI gen Env, que determina el intervalo de hospedadores,
puede proceder de los genes que codifican proteinas env del
virus de la leucemia murina 10Al1 xenotroépico, anfotropico,
ecotroépico, politropico (que forma focos de vison), o la
proteina env del virus de la leucemia del mono Gibbon (GALV),
la proteina env (gpl60) del virus de inmunodeficiencia humana,
la proteina G del virus del estomatito vesicular (VSV), los
productos del gen env de la leucemia de linfocitos T humanos
(HTLV) de tipo 1 y 11, el gen de envoltura quimérico procedente

de combinaciones de uno o mas de los genes env mencionados
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anteriormente o los genes de envoltura quiméricos que codifican

el citoplasma y transmembrana de los productos génicos env
mencionados anteriormente y un anticuerpo monoclonal dirigido
contra una molécula de superficie especifica en una celula

diana deseada.

En el proceso de empaquetamiento, los vectores de
empaquetamiento y los vectores retroviricos se transfectan
conjuntamente de manera transitoria en una primera poblacién
de células de mamiferos que son capaces de producir virus,
tales como células renales embrionarias humanas, por ejemplo,
células 293 (ATCC N.© CRL1573, ATCC, Rockville, Md.) para
producir sobrenadantes que contienen retrovirus recombinantes
de titulo alto. En otro método de la divulgacién, esta primera
poblacion de células transfectadas de manera transitoria se
cultiva, a continuacion, conjuntamente con células diana de
mamiferos, por ejemplo, linfocitos humanos, para transducir
las células diana con el gen extrafio con alta eficacia. En otro
método mas de la divulgacion, los sobrenadantes de la primera
poblacion de células transfectadas de manera transitoria
descrita anteriormente se 1incuban con células diana de
mamifero, por ejemplo, linfocitos humanos o células madre
hematopoyéticas, para transducir las células diana con el gen

extrano con alta eficacia.

En otro aspecto, los vectores de empaquetamiento se
expresan de manera estable en una primera poblacién de células
de mamifero que son capaces de producir virus, tales como
células renales embrionarias humanas, por ejemplo, células 293.
Los vectores retroviricos o lentiviricos se introducen en las

células mediante transfeccidon conjunta con un marcador



10

15

20

25

30

185
seleccionable o infeccidon con virus pseudotipados. En ambos

casos, los vectores se integran. Alternativamente, los vectores
se pueden introducir en un plasmido mantenido episémicamente.
Se producen sobrenadantes que contienen retrovirus

recombinantes de titulo alto.

En una realizacidén especifica, en el presente documento,
se proporciona un polinucledtido aislado o un vector que
comprende los elementos como se establece en la FIG. 1 vy
equivalentes de cada uno de los elementos divulgados. La FIG.
1 divulga un CAR de FLT3 bicistréonico con anticuerpo
biespecifico de PD-1-PD-L1 secretor. CAR de FLT3 esta impulsado
por el promotor EFla. EI biAb de PD-1-PD-L1 esta unido con CAR
por T2A y dirigido por un péptido sefal secretor (SS). EI
polinucledtido aislado se puede insertar en un vector tal como
un vector lentivirico que esta flanqueado por repeticiones

terminales largas.

Células con CAR especificas de FLT3

Aspectos de la presente divulgacion se refieren a una
célula aislada que comprende los polinucledtidos aislados y/o
vectores como se describe en el presente documento en donde la
célula ha expresado el polinucledétido. En un aspecto, un CAR
de FLT3 se prepara mediante la expresion de los polinucledtidos
aislados como se divulga en el presente documento en una célula
hospedadora que también expresa o comprende una region de unién
a antigeno especifica de PD-1 y/o PD-L1. La célula es una
célula procariota o eucariota. En determinadas realizaciones,
la célula aislada es un linfocito T, por ejemplo, un linfocito

T animal, un linfocito T de mamifero, un linfocito T felino,
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un linfocito T canino o un linfocito T humano. En determinadas

realizaciones, la célula aislada es una célula NK, por ejemplo,
una célula NK animal, una célula NK de mamifero, una célula NK
felina, una célula NK canina o una célula NK humana. La célula
eucariota puede ser de cualquier especie preferida, por
ejemplo, una célula animal, una célula de mamifero tal como un
ser humano, una célula felina o canina. En otras realizaciones,
la célula eucariota es una célula inmunitaria, opcionalmente
un linfocito T, un linfocito B, una célula NK, una célula
dendritica, una célula mieloide, un monocito o un macroéfago.
Las células son Utiles desde el punto de vista terapéutico y
diagnostico. En un aspecto, la célula aislada de la presente
divulgacion expresa el CAR y secreta un anticuerpo,

opcionalmente un anticuerpo biespecifico.

En realizaciones especificas, la célula aislada
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en, o
incluso consiste ademas en un CAR exdgeno que comprende, o de
forma alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en, un dominio de unidén a antigeno de un anticuerpo de
FLT3; un dominio de bisagra; un dominio transmembrana, por
ejemplo, un dominio transmembrana CD28; y, opcionalmente, una
0 mas regiones coestimuladoras, por ejemplo, seleccionada de
una regioén de sefializacion coestimuladora CD28, una region de
sefializacion coestimuladora 4-1BB, una regidén de sefalizacion
coestimuladora ICOS y una region coestimuladora 0X40; y un
dominio de sefializacién CD3 zeta y un dominio de unidén a
antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1. En un aspecto
adicional, las células se han activado como se describe a

continuacion.
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En el presente documento se proporcionan ademas

poblaciones de células aisladas de la presente divulgacion.
También se proporciona una poblacion de células que se activan
y expanden a partir de una célula descrita anteriormente. La
poblacion puede ser sustancialmente homogénea, que tenga
células que sean al menos un 50 %, o alternativamente al menos
un 60 %, o alternativamente al menos un 70 %, o alternativamente
al menos un 75 %, o alternativamente al menos un 80 %, O
alternativamente al menos un 85 %, o alternativamente al menos
un 90 %, o alternativamente al menos un 95 %, o alternativamente

al menos un 98 %, idénticas.

Activacion y expansion de células con CAR. Ya sea antes o
después de la modificaciéon genética de las células para
expresar un CAR deseable, las células se pueden activar y
expandir usando métodos generalmente conocidos tales como los
descritos en las patentes de Estados Unidos numeros 6.352.694;
6.534.055; 6.905.680; 6.692.964; 5.858.358; 6.887.466;
6.905.681; 7.144 _.575; 7.067.318; 7.172.869; 7.232.566;
7.175.843; 5.883.223; 6.905.874; 6.797.514; 6.867.041 vy
bibliografia tal como Lapateva et al. (2014) Crit Rev Oncog
19(1-2):121-132; Tam et al. (2003) Cytotherapy 5(3):259-272;
Garcia-Marquez et al. (2014) Cytotherapy 16(11):1537-1544. La
estimulacién con el antigeno FLT3, PD-1 o PD-L1 ex vivo puede
activar y expandir la subpoblacién de células seleccionada que
expresa CAR. Alternativamente, las células pueden activarse iIn

vivo mediante interaccién con el antigeno FLT3, PD-1 o PD-L1.

En el caso de determinadas células inmunitarias, pueden
ser necesarias poblaciones de células adicionales, ligandos

solubles y/0 citocinas, o agentes estimulantes para activar y
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expandir las células. Los reactivos apropiados son bien

conocidos en la materia y se seleccionan de acuerdo con
principios inmunoldogicos conocidos. Por ejemplo, el ligando
CD-40 soluble puede ser util para activar y expandir
determinadas poblaciones de linfocitos B; de forma similar,
pueden usarse células alimentadoras irradiadas en el

procedimiento para la activacion y expansion de células NK.

Los métodos para activar células apropiadas son bien
conocidos en la materia y se pueden adaptar facilmente a la
presente solicitud; un método ilustrativo se describe en los
ejemplos siguientes. Los métodos de aislamiento para usar en
relacion con la presente divulgacion incluyen, pero sin
limitacion, kits de expansion y activaciéon del sistema Life
Technologies Dynabeads®; kits de activacion de BD Biosciences
Phosflow™, Kits de activacion/expansion Miltenyi Biotec MACS™
y otros kits de células disponibles comercialmente especificos
para los restos de activacion de la célula en cuestién. Se
pueden activar o expandir subpoblaciones particulares de
células inmunitarias mediante el uso de perlas u otros agentes
disponibles en dichos kits. Por ejemplo, las «o-CD3/x-CD28
Dynabeads® se pueden usar para activar y expandir una poblacién

de linfocitos T aislados.

En el presente documento se describe ademas un complejo
aislado que comprende, o de forma alternativa consiste
esencialmente en, o 1iIncluso consiste ademas en la célula
aislada de la presente divulgaciéon unida a una célula que
expresa FLT3 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/o un fragmento de la misma.
En otro aspecto, el complejo aislado comprende, o de forma

alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
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ademas en la célula aislada de la presente divulgacion unida a

FLT3 y/o0 PD-1 y/0 PD-L1 y/0 un fragmento de los mismos.

Composiciones y transportadores

Los aspectos adicionales de la divulgacién se refieren a
composiciones que comprenden, o que de Tforma alternativa
consisten esencialmente en, o que incluso consisten ademas en,
un transportador y uno o mas de los productos, por ejemplo, un
CAR de FLT3, una célula aislada que comprende un CAR de FLT3 y
una regién de union al antigeno PD-1 y/o PD-L1, una poblacién
de células, un acido nucleico aislado, un vector, una célula
aislada que contiene el polinucledétido que codifica el CAR de
FLT3 y el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo,
opcionalmente, un anticuerpo biespecifico. El transportador
puede ser un portador Tfarmacéuticamente aceptable. En un
aspecto, en el presente documento se proporciona una
composicion que comprende, o que de forma alternativa consiste
esencialmente en, o que incluso consiste ademas en el acido
nucleico aislado o vector, el anticuerpo, el fragmento de unidn
a antigeno, el polipéptido, la célula aislada y/o la poblacion
de células divulgadas en el presente documento, vV,

opcionalmente, un transportador farmacéuticamente aceptable.

En aspectos adicionales, la composicién puede comprender
adicionalmente una molécula inmunorreguladora y/o un acido
nucleico aislado que comprende un polinucledtido que codifica
un anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del mismo, que
reconoce y se une opcionalmente a PD-1 y/o PD-L1. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién

a antigeno del mismo comprende, o de forma alternativa consiste
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esencialmente en el mismo, o ademas consiste en las regiones

CDR correspondientes de un anticuerpo contra PD-1 y/0 un
anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente de cada una de las
mismas y/o dicho anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo. En determinadas realizaciones, el anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o0 ademas
consiste en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo
contra PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente
de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende,
o de forma alternativa consiste esencialmente en el mismo, o
ademas consiste en la region variable de cadena pesada y/o
cadena ligera de un anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/0 un
equivalente de <cada una de las mismas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo comprende un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-L1 y/o0 uno equivalente de cada uno de los
mismos. En algunas realizaciones, el scFv comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
polinucleotidica:
scFv anti-PD-1:

CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTTT
CTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTCC
AGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAAC
GAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATGG
AACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATCG

CTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGGT
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GGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGCTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCCC

CAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAGA
TGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCATC
TACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGGA
CGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCCA
ACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG, o

un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
union a antigeno del mismo comprende un fragmento variable de
cadena uUnica (scFv) procedente de un anticuerpo contra PD-L1
que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia polinucleotidica:

scFv anti-PD-L1:
GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTGT
CCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCCC
GGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGCT
GATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTTC
AAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGCC
AGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGGC
AGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCCA
CATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCAG
TACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCTT
CTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGGT
CTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACTA
TTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAAA

, 0 un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo es un anticuerpo biespecifico. En

determinadas realizaciones, el anticuerpo biespecifico



10

15

20

25

30

192
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en el

mismo, o0 ademas consiste en las regiones CDR correspondientes
de un anticuerpo contra PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o
un equivalente de cada una de las mismas. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o ademas
consiste en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo
contra PD-1 y/o0 un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente
de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo biespecifico comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en el mismo, o ademas consiste en la
region variable de cadena pesada y/o cadena ligera de un
anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/o0 un equivalente de cada
una de las mismas. En algunas realizaciones, el anticuerpo
biespecifico comprende un fragmento variable de cadena Unica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento variable de cadena unica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-L1 y/o0 uno equivalente de cada uno de los

miIsSmos.

En algunas realizaciones, la composicidon comprende un
inhibidor de FLT3. Sin quedar unidos a la teoria, se cree que
dicho inhibidor puede aumentar la expresion en la superficie
de FLT3 en las células diana. Ejemplos no limitantes de
inhibidores de FLT3 1incluyen gilteritinib (Astellas),
quizaritinib (Ambit Biosciences), midostaurin (Novartis),
sorafenib (Bayer y Onxy Pharmaceuticals), sunitinib (Pfizer),
lestarutinib (Cephalon), FF-10101 (Fuijfilm), y dovitinib

(Novartis u Oncology Venture).
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Resumiendo, las composiciones farmacéuticas de la

presente divulgacion que incluyen, pero sin limitacién, una
cualquiera de las composiciones reivindicadas se describe en
el presente documento, en combinacion con uno O mas
transportadores, diluyentes o excipientes farmacéutica o
fisioldgicamente aceptables. Dichas composiciones pueden
comprender tampones tales como solucién salina tamponada
neutra, solucidon salina tamponada con fosfato y similares;
hidratos de carbono tales como glucosa, manosa, sacarosa O
dextranos, manitol; proteinas; polipéptidos o aminoacidos
tales como glicina; antioxidantes; agentes quelantes tales como
EDTA o glutatidén; adyuvantes (por ejemplo, hidréxido de
aluminio); y conservantes. Las composiciones de la presente
divulgacion pueden formularse para administracion oral,
intravenosa, topica, enteral y/o parenteral. En determinadas
realizaciones, las composiciones de la presente divulgacion se

formulan para administracién intravenosa.

La administracion de las células o composiciones puede
realizarse en una dosis, de forma continua o iIntermitente
durante el curso del tratamiento. Los métodos para determinar
los medios y las dosificaciones de administracion mas eficaces
son conocidos por los expertos en la materia, y variaran segun
la composicion usada para la terapia, el propésito de la
terapia y el sujeto a tratar. Las administraciones unicas o
maltiples pueden llevarse a cabo con el nivel de dosis y el
patron a seleccionar por el médico tratante. Las formulaciones
de dosificacion adecuadas y los métodos de administracidén de
los agentes se conocen en la materia. En un aspecto adicional,
las células y la composiciéon de la divulgacion se pueden

administrar en combinacién con otros tratamientos.
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Las células y poblaciones de células se administran al

hospedador utilizando métodos conocidos en la materia vy
descritos, por ejemplo, en la solicitud internacional PCT N.©
PCT/US2011/064191. Esta administracion de las células o
composiciones de la divulgacion se puede realizar para generar
un modelo animal de la enfermedad, trastorno o afeccidn deseada

para ensayos experimentales y de deteccion.

Métodos de uso

Aplicacion terapéutica. Los aspectos del método de la
presente divulgacion se refieren a métodos para inhibir un
tumor/cancer en un sujeto que lo necesite y/0 para tratar a un
paciente con cancer o un sujeto que lo necesite. En el presente
documento se proporcionan métodos para inhibir el crecimiento
de un cancer o tumor que expresa FLT3, opcionalmente leucemia
mieloide aguda (AML) en un sujeto, que comprende, o que de
forma alternativa consiste esencialmente en, o que incluso
consiste ademas en poner en contacto el cancer o tumor con la
célula aislada de o la composicion de la presente divulgacion.
En un aspecto, el método para inhibir el crecimiento de un
cancer o tumor que expresa FLT3 en un sujeto, opcionalmente
leucemia mieloide aguda (AML), comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en, o incluso consiste
ademas en medir la expresion de PD-1 y/o PD-L1 en el sujeto y
administrar la célula aislada, el anticuerpo, el fragmento de
unidén a antigeno y/o la composiciéon de la presente divulgacioén
a un sujeto que expresa PD-1 y/o PD-L1. En el presente documento
se describen ademas métodos para inhibir el crecimiento de un
cancer o tumor en un sujeto, opcionalmente leucemia mieloide

aguda (AML), que comprende, o que de forma alternativa consiste
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esencialmente en, o que incluso consiste ademas en medir la

expresion de PD-1 y/o PD-L1 en el sujeto y administrar el
anticuerpo, el fragmento de unidn a antigeno y/o la composicion
a un sujeto que expresa PD-1 y/o PD-L1. El contacto puede ser
in vitro o iIn vivo. En algunas realizaciones, cuando el
contacto es in vivo, las células aisladas son autdélogas de un
sujeto en tratamiento. En otras realizaciones, cuando el
contacto es in vivo, las células aisladas son alogénicas para
un sujeto en tratamiento. En algunas realizaciones, el cancer
es un céancer que afecta a la sangre y/o la médula d6sea; en
algunas realizaciones, el cancer es leucemia mieloide aguda.
En algunas realizaciones, la célula tumoral/cancerosa expresa
0 sobreexpresa FLT3 y, opcionalmente, PD-1. En determinadas
realizaciones, estos métodos comprenden, o de forma alternativa
consisten esencialmente en, o incluso consisten ademas en,
administrar al sujeto o paciente una cantidad eficaz de la
célula aislada o composiciones divulgadas en el presente
documento. En realizaciones adicionales, esta célula aislada
comprende o expresa un CAR y/o0 un anticuerpo o fragmento de
unidén a antigeno del mismo, que reconoce y se une opcionalmente
a PD-1 y/o PD-L1. En determinadas realizaciones, el anticuerpo
o fragmento de union a antigeno del mismo comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o ademas
consiste en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo
contra PD-1 y/0 un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente
de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo comprende,
o de forma alternativa consiste esencialmente en el mismo, o
ademas consiste en la region variable de cadena pesada y/o
cadena ligera de un anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/0 un

equivalente de <cada una de las mismas. En algunas
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realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno

del mismo comprende un Tfragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-L1 y/o uno equivalente de cada uno de los
mismos. En algunas realizaciones, el scFv comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
polinucleotidica:
scFv anti-PD-1:

CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTTT
CTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTCC
AGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAAC
GAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATGG
AACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATCG
CTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGGT
GGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGCGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCCC
CAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAGA
TGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCATC
TACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGGA
CGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCCA
ACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG, o

un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
uniéon a antigeno del mismo comprende un fragmento variable de
cadena unica (scFv) procedente de un anticuerpo contra PD-L1
que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia polinucleotidica:

scFv anti-PD-L1:

GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTGT
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CCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCCC

GGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGCT
GATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTTC
AAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGCC
AGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGGC
AGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCCA
CATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCAG
TACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCTT
CTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGGT
CTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACTA
TTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAAA

, 0 un equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de
unidon a antigeno del mismo es un anticuerpo biespecifico. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo biespecifico
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en el
mismo, o0 ademas consiste en las regiones CDR correspondientes
de un anticuerpo contra PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o
un equivalente de cada una de las mismas. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo biespecifico comprende, o de forma
alternativa consiste esencialmente en el mismo, o ademas
consiste en las regiones CDR correspondientes de un anticuerpo
contra PD-1 y/o un anticuerpo contra PD-L1, o un equivalente
de cada una de las mismas. En algunas realizaciones, el
anticuerpo biespecifico comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en el mismo, o ademas consiste en la
region variable de cadena pesada y/o cadena ligera de un
anticuerpo contra PD-1 y/o PD-L1, y/o0 un equivalente de cada
una de las mismas. En algunas realizaciones, el anticuerpo

biespecifico comprende un fragmento variable de cadena unica
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(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un

anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento variable de cadena uUnica
(scFv) que comprende un dominio de unién a antigeno de un
anticuerpo de PD-L1 y/o0 uno equivalente de cada uno de los

miISmos.

En otras realizaciones adicionales, la célula aislada es
un linfocito T o una célula NK. En algunas realizaciones, la
célula aislada es autéloga o alogénica del sujeto o paciente
que estd siendo tratado. En un aspecto adicional, el
tumor/cancer expresa FLT3 y el sujeto ha sido seleccionado para
la terapia mediante un diagnostico, tal como uno descrito en
el presente documento. El sujeto es un animal, un mamifero, un
canino, un felino, un bovino, un equino, un murino o un paciente

humano.

Las células con CAR de FLT3 como se divulgan en el presente
documento pueden administrarse solas o en combinacién con el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
opcionalmente el anticuerpo biespecifico, desvelado en el
presente documento, diluyentes, terapias antineoplasicas
conocidas y/o con otros componentes tales como citocinas u
otras poblaciones celulares que son inmunorreguladoras. Pueden
administrarse como terapia de primera linea, terapia de segunda
Iinea, terapia de tercera linea o terapia adicional. Ejemplos
no limitantes de terapias adicionales incluyen la terapia
citorreductora, tal como la escisidn quirdrgica, radioterapia,
crioterapia, o quimioterapia, o productos bioldégicos, como el
trasplante de células madre hematopoyéticas. En consecuencia,
en algunas realizaciones, los métodos para iInhibir el

crecimiento de un cancer o tumor divulgados en el presente



10

15

20

25

30

199
documento pueden ademas comprender, o de forma alternativa

consistir esencialmente en los mismos, o ademas consistir en
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una terapia
citorreductora. En un aspecto, 0la terapia citorreductora
comprende, o de forma alternativa consiste esencialmente en la
misma, o0 ademas consiste en quimioterapia, crioterapia,
hipertermia, terapia dirigida y/o radioterapia. En algunas
realizaciones, las células con CAR de FLT3 pueden administrarse
antes o0 después de una cualquiera de estas terapias
ilustrativas no limitantes, por ejemplo, antes del trasplante
de células madre hematopoyéticas o después de la radioterapia
o la quimioterapia. En realizaciones donde se utilizan células
con CAR de FLT3 antes del trasplante de células madre
hematopoyéticas, las células con CAR de FLT3 pueden usarse para
lograr la remision antes del suministro de células madre
hematopoyéticas; en general, el trasplante de células madre
hematopoyéticas tiene mas éxito después de la remision. Otros
ejemplos no limitantes incluyen otros tipos de células
apropiadas, tales como células inmunitarias no modificadas,
células inmunitarias modificadas que comprenden vectores que
expresan una o mas moléculas inmunorreguladoras, o células con
CAR especificas para un antigeno diferente de los divulgados
en el presente documento. Al igual que con las células con CAR
de la presente divulgaciéon, en algunas realizaciones, estas
células pueden ser autdélogas o alogénicas. Los regimenes de
tratamiento adecuados estaran determinados por el médico o

veterinario tratante.

Los métodos se pueden personalizar mediante la
identificacion primero del paciente que recibird la terapia.

En un aspecto, el sujeto o paciente es un animal, un mamifero,
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un canino, un felino, un bovino, un equino, un murino O un

paciente humano. En este aspecto, se aisla una muestra de
células cancerosas o tumorales del paciente para determinar si
la célula expresa FLT3 y/o PD-1 y/o PD-L1. Si se determina que
la célula expresa uno o mas de estos marcadores, se selecciona
al paciente para recibir la terapia y se administra la terapia.
Se conocen en la materia métodos para determinar la expresion
de los marcadores. Algunos de dichos métodos se describen en

el presente documento.

En algunas realizaciones, las células con CAR de FLT3 se
administran con un inhibidor de FLT3. Sin quedar unidos a la
teoria, se cree que dicho inhibidor puede aumentar la expresion
en la superficie de FLT3 en las células diana. Ejemplos no
limitantes de 1inhibidores de FLT3 incluyen gilteritinib
(Astellas), quizaritinib (Ambit Biosciences), midostaurin
(Novartis), sorafenib (Bayer y Onxy Pharmaceuticals),
sunitinib (Pfizer), lestarutinib (Cephalon), FF-10101

(Fuijfilm), y dovitinib (Novartis u Oncology Venture).

En determinadas realizaciones, el paciente o0 sujeto
mantiene o recupera la hematopoyesis normal después de recibir,
es decir, de administrarle, la cantidad eficaz de la célula
aislada. La hematopoyesis normal es un criterio de valoracién
esencial para determinados canceres, tales como, pero sin
limitacion, canceres que afectan a la sangre o la médula 6ésea,
por ejemplo, Hlinfoma o leucemia, tales como, pero sin
limitacion, leucemia mieloide aguda o leucemia linfoblastica
aguda. Los meétodos para determinar la "hematopoyesis normal™
después del tratamiento son conocidos en la materia e incluyen,

pero sin limitacion, un analisis de sangre de "pinchazo"™ que
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compara los recuentos de células sanguineas iniciales con los

recuentos de células sanguineas posteriores al tratamiento y/o
comparaciones similares para células CD34+ circulantes. Otros
métodos ilustrativos no limitantes incluyen biopsia de médula
Osea para verificar el injerto. La imposibilidad de mantener o
recuperar la hematopoyesis normal (también conocida como
injerto normal) se asocia con la necesidad recurrente de
transfusiones y/o la necesidad de antibioticos y/o alta
morbilidad y mortalidad, ademds de indicadores sintomaticos
tales como, pero sin limitacion, anemia, palidez, hipotension
ortostatica y sangrado y/o hematomas debido a la falta de
recuperacion plaquetaria. La hematopoyesis y/o injerto normal
pueden definirse mediante un umbral clinicamente aceptable,
tal como, pero sin limitacion, un recuento sostenido de
granulocitos de > 1,0 x 10%1, un recuento sostenido de
plaquetas de > 50 x 10°%, un nivel sostenido de hemoglobina de
~ 9 o0 10 g/dl, y/o0 la ausencia de necesidad de transfusiones
de glébulos rojos. En algunas realizaciones, la hematopoyesis
normal se define por una falta de agotamiento significativo de
células Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA-. En algunas realizaciones,
la hematopoyesis a largo plazo adecuada o el iInjerto
hematopoyético a largo plazo exitoso pueden correlacionarse
con un numero suficiente de células Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA-
en el producto hematopoyético que se infunde en un sujeto
después de la preparacion mielosupresora para el trasplante de

células madre.

Las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacion se pueden administrar de una manera adecuada para
la enfermedad que se va a tratar o prevenir. La cantidad y

frecuencia de administraciéon vendra determinada por factores
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tales como el estado del paciente y el tipo y gravedad de la

enfermedad del paciente, aunque las dosis adecuadas pueden
determinarse mediante ensayos clinicos. En un aspecto, se
administran directamente mediante inyeccion directa o de manera

sistémica, tal como infusidén o inyeccidon intravenosa.

La dosis total de células que expresan CAR puede variar
dependiendo de, por ejemplo, los factores divulgados
anteriormente. En algunas realizaciones, las dosis pueden ser
del orden de 1 a 10° células, por ejemplo, al menos 10, al
menos 10!, al menos 102, al menos 103, al menos 104, al menos
105, al menos 109, al menos 107, como maximo 108, como maximo
10°, como maximo 101°, entre 102 y 1010, entre 10% y 10°, entre
10* y 108. En algunas realizaciones, la dosis puede estar ademas
limitada por un coeficiente entero del orden de magnitud, por
ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9, dando como resultado un
intervalo de dosis enumerado de acuerdo con el siguilente

ejemplo no limitativo: entre 5 x 10 y 1 x 108.

Gen suicida. En realizaciones que implican un gen suicida
como parte de la secuencia de &cido nucleico aislada que
codifica el CAR, el gen suicida puede utilizarse para terminar
las células que expresan CAR al final de la terapia. En aspectos
del método que implican células que expresan CAR que comprenden
el gen suicida, el gen suicida puede iInducirse mediante la
introduccion de la molécula inductora en el punto en el que ya
no se necesita la respuesta de la célula con CAR especifica de
FLT3. La induccion del gen suicida da como resultado la
apoptosis de las células con CAR. Por tanto, se contempla que
el uso de construcciones CAR que comprenden un gen suicida

inducible puede mejorar la seguridad de la aplicaciéon de
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células con CAR mediante la eliminaciéon de las células que

expresan CAR mediante apoptosis 1inducida. En realizaciones
donde se usa un agente inductor, tal como, pero sin limitacion,
una molécula pequena, la dosis del agente inductor aplicado
para inducir la expresion de suicidio puede variar entre 0,001
y 10,0 mg/kg de peso corporal, o alternativamente entre 0,01 y

1,0 mg/kg, y varia entre ellos.

Aplicaciones diagnosticas. Aspectos de la divulgacion
proporcionan un método 1ilustrativo para determinar si es
probable que un paciente responda o no responda a, terapia con
CAR de FLT3. En realizaciones especificas, este método
comprende poner en contacto una muestra bioldgica aislada del
paciente con una cantidad eficaz de un anticuerpo contra FLT3
y/o0 PD-L1 y/o PLD1 y detectar la presencia de cualquier
anticuerpo unido a la muestra de cancer/tumor. En algunas
realizaciones, la muestra tumoral es cualquier muestra
bioldgica, incluyendo células cancerosas/tumorales, por
ejemplo, una biopsia tumoral, células tumorales/cancerosas
circulantes y/o cualquier otro liquido o tejido corporal que
pueda comprender las células. En realizaciones adicionales, la
presencia de un anticuerpo o anticuerpos unidos a la muestra
de cancer/tumor indica que es probable que el paciente responda
a la terapia con CAR de FLT3 y la ausencia de anticuerpo unido
a la muestra tumoral indica que no es probable que el paciente
responda a Hla terapia con CAR de FLT3. En algunas
realizaciones, el anticuerpo puede unirse a entre el 0 % y el
100 % de la muestra de cancer/tumor tomada del paciente que
puede comprender células que son positivas para FLT3; en dichas
realizaciones, debe entenderse que cuanto mayor sea el

porcentaje de células tumorales positivas para FLT3 y/o PD-1
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y/0 PD-L1, mayor probabilidad de que la terapia con CAR de FLT3

sea eficaz. En algunas realizaciones, la muestra de
cancer/tumor comprende blastocitos leucémicos. En
realizaciones adicionales, la deteccion de mas o]
aproximadamente un 90 % de blastocitos leucémicos que expresan
FLT3 y/o la detecciéon de al menos un 50 % de PD-1 y/o PD-L1
indica que un paciente tiene un "margen terapéutico' favorable
para la terapia con CAR de FLT3. En algunas realizaciones, el
método implica el uso de ensayos de diagndéstico, marcadores o
perfiles de expresion génica asociados con un tumor o cancer -
un ejemplo no limitante es cuantificar la poblacion de células
gue expresan CD45dimgsCredio ytilizando citometria de flujo u otro
método de separacion celular para determinar si ha habido una
reduccion de la AML en relacién con la poblacion de referencia
de estas mismas células. En algunas realizaciones, el método
comprende la etapa adicional de administrar una cantidad eficaz
de las células que expresan CAR de FLT3 y el anticuerpo
divulgado en el presente documento a un paciente que se
determina que es probable que responda a la terapia con CAR de
FLT3. En algunas realizaciones, el paciente tiene y/o se le
diagnostica un céancer/tumor que expresa FLT3. En algunas
realizaciones, el céancer/tumor es un linfoma o leucemia, tal

como, pero sin limitaciéon, AML o ALL.

Kits

Como se define en el presente documento, la presente
divulgacion proporciona métodos para producir y administrar
células con CAR de FLT3 y un anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo que comprende un dominio de unidén a antigeno

que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1. En un aspecto
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particular, la presente divulgacion proporciona Kkits para

realizar estos métodos asi como iInstrucciones para llevar a
cabo los métodos de la presente divulgacion tales como recoger
células y/0 tejidos, y/0 realizar la

seleccion/transduccion/etc., y/o analizar los resultados.

En un aspecto, el kit comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en, uno
cualquiera de los acidos nucleicos aislados divulgados en el
presente documento y/o uno o mas vectores que comprenden dicho
acido nucleico y/0 células alogénicas aisladas,
preferentemente linfocitos T o células NK, y/o instrucciones
sobre la obtencidn de células autdlogas de un paciente. En otro
aspecto, en el presente documento se divulgan Kkits que
comprenden, o de forma alternativa consisten esencialmente en,
o incluso consisten ademas en la composiciéon tal como se
divulga en el presente documento vy, opcionalmente,
instrucciones de uso. Dicho kit también puede comprender, o de
forma alternativa consistir esencialmente en, o incluso
comprender ademas medios y otros reactivos adecuados para la
transduccion y/o seleccion y/o activacion y/o expansion de
células que expresan CAR de FLT3, tales como los divulgados en

el presente documento.

En un aspecto, el kit comprende, o de forma alternativa
consiste esencialmente en, o incluso consiste ademas en, una
célula que expresa CAR aislada o una poblacién de la misma. En
algunas realizaciones, las células del presente kit pueden
requerir activacion y/o expansion antes de la administracion a
un sujeto que lo necesite. En realizaciones adicionales, el

kit puede comprender ademds, o0 consistir esencialmente en,
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medios Yy reactivos, tales como los descubiertos en la

divulgacion anterior, para activar y/o expandir la célula
aislada que expresa CAR. En algunas realizaciones, la célula
se utilizara para la terapia con CAR de FLT3. En realizaciones
adicionales, el kit comprende instrucciones sobre Ila
administracion de la célula aislada a un paciente que necesita

la terapia con CAR de FLT3.

Los kits de la presente divulgacion también pueden
comprender, por ejemplo, un agente tamponante, un conservante
0 un agente estabilizador de proteinas. Los Kkits pueden
comprender ademas componentes necesarios para detectar el
marcador detectable, por ejemplo, una enzima o un sustrato.
Los kits también pueden contener una muestra de control o una
serie de muestras de control, que se pueden analizar y comparar
con la muestra de ensayo. Cada componente de un kit puede estar
encerrado dentro de un recipiente iIndividual y todos los
diversos recipientes pueden estar dentro de un solo envase,
junto con instrucciones para interpretar los resultados de los
ensayos realizados con el Kkit. Los kits de la presente
divulgacion pueden contener un producto escrito sobre o en el
recipiente del kit. El producto escrito describe como utilizar

los reactivos contenidos en el kit.

Segun sea conveniente, estos componentes del kit sugeridos
pueden empaquetarse de una manera habitual para usar por los
expertos en la materia. Por ejemplo, estos componentes del kit
sugeridos se pueden proporcionar en solucién o0 como una

dispersion liquida o similar.

Los siguientes ejemplos son 1lustrativos de



10

15

20

25

30

207
procedimientos que pueden usarse en varios casos para llevar a

cabo la divulgacion.

EJEMPLO 1 - CAR CON FLT3 Y PD-1/PD-L1 SECRETADO

Los linfocitos T con CAR de FLT3 no solo inducen una
citotoxicidad dependiente del tiempo y dependiente de la dosis
contra la linea celular FLT3(+) de AML, sino también destruyen
hasta un 40 % de los blastocitos primarios de pacientes con
AML FLT3(+) en tan solo 4 horas. Mas importante aun, el
solicitante habia descubierto que las células NK con CAR o las
células NK en cultivo prolongado expresaban cantidades
sustanciales de la proteina PD-1 de punto de control, que es
una seflal inhibidora en las células NK de pacientes con céancer,
mientras que los blastocitos de AML expresaron PD-L1 en la
superficie celular. De estas plataformas biespecificas
anteriores y otros grupos, la principal preocupaciéon del
anticuerpo biespecifico ("biAb") es la corta semivida, que
limita la biodisponibilidad y eficacia. Por lo tanto, el
solicitante buscé superar esta limitacion técnica vy
proporcionar una actividad citolitica sinérgica contra la AML
a través de un mayor interaccion, mayor activacion e inhibicidn

de los puntos de control antagonistas.

Eficacia de las células NK con CAR

Se puede evaluar la eficacia de las células NK con CAR
que secretan de manera constitutiva biAb anti-PD-1-PD-L1 1in
vitro. Se han generado clones NK-CAR de FLT3 con secrecion

continua y alta de anticuerpo biespecifico de PD-1-PD-L1 y se

puede analizar In vitro un aumento en la citotoxicidad contra
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lineas celulares de AML y blastocitos de pacientes.

Para ello, se gener6 un biAb anti-PD-1-PD-L1 y se
incorporo en el vector lentivirico con CAR de FLT3. ElI biAb
contiene scFv de anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L1 con un
enlazador HMA. La expresion del fragmento scFv anti-PD-1-HMA-
scFv anti-PD-L1 se dirige bajo el promotor CMV y el péptido
seflal de secrecion aislado de moléculas de inmunoglobulina

humana.

Para analizar la eficacia de las células NK con CAR que
secretan de manera constitutiva biAb anti-PD-1-PD-L1 in vitro,
se transducen en las células CAR de FLT3 que Illeva nuevos
anticuerpos biespecificos anti-PD-1-PD-L1. Dado que una sola
transferencia génica a través del sistema lentivirico es mejor
que dos rondas de transduccion en términos de eficacia y
seguridad, se prefiere un vector de expresion bicistronico de
grado clinico que exprese tanto FLT3 como el biAb. Los
linfocitos T con CAR transducidos con dichos vectores
bicistronicos con FLT3 1inducen actividades citoliticas
potentes y especificas contra las células FLT3(+) de AML. Sin
quedar unidos a la teoria, se cree que CAR de FLT3 redirige
las células NK contra las dianas FLT3(+), mientras que el biAb
anti-PD-1-PD-L1 ataca tanto al efector como la diana y actula

como un inhibidor de punto de control.

También pueden evaluarse el vector de expresion
bicistronico y la induccién de la expresiéon en la superficie
celular de CAR de FLT3 y la secrecion continua de anticuerpo
biespecifico anti-PD-1-PD-L1. La semivida Yy la

biodisponibilidad de biAb se evaluan debido a su pequefio
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tamano. Sin quedar unidos a la teoria, se cree que la insercion

del gen secretor del biAb en el vector con CAR de FLT3 mejora

la semivida y la biodisponibilidad del anticuerpo biespecifico.

La expresion de CAR de FLT3 se puede determinar mediante
tincion con anticuerpo anti-Fab y citometria de flujo. La
expresion proteica del biAb se evalua mediante el bloqueo de
la ruta secretora con brefeldina A y la célula se permeabiliza
y se tifie con anticuerpo anti-6XHistidina (6XHis). Se puede
utilizar una prueba ELISA para 6XHis para seleccionar los
candidatos de alta expresioén para biAb anti-PD-1-PD-L1. CAR de
FLT3 se detectan en la superficie celular. Cuando las células
transducidas se tifien intracelularmente para el anticuerpo
anti-6XHis, se detecta el biAb mediante citometria de flujo y
se cuantifica con ELISA. Se prefiere y se selecciona al menos
una expresion superior tanto de CAR de FLT3 como de biAb anti-
PD-1-PD-L1. El solicitante senala que, en algunos casos, la
expresion artificial de las dos proteinas podria estresar las
células e iniciar una respuesta de plegamiento iIncorrecto de
las proteinas y podria ocurrir una muerte celular masiva. Esto
puede superarse mediante el uso de promotores clinicamente
seguros con diferente fuerza impulsora para optimizar la

expresion.

El solicitante también puede determinar si el tratamiento
con CAR de FLT3-biAb PD-1-PD-L1 es mejor que con CAR de FLT3
solo in vitro. CAR de FLT3 induce hasta un 40 % de citotoxicidad
contra blastocitos de AML del paciente. EI nivel de
citotoxicidad puede aumentarse aun mas si el biAb bloquea los

puntos de control inhibidores.
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También se puede evaluar una comparacion lado a lado de

la citotoxicidad contra la linea celular MOLM-13, K562 y U937
de AML, que tienen expresion alta, intermedia y baja de PD-L1
respectivamente, para comparar la citotoxicidad con o sin CAR
o biAb anti-PD-1-PD-L1. La produccion de IFN-y en cultivos
conjuntos con o sin CAR o anticuerpo biespecifico se puede
medir y comparar. Para probar la interaccion, las células
efectoras previamente marcadas, que sobreexpresan el inserto
de biAb secretor (células CAR NK anti-PD-1-PD-L1), y las
células de AML previamente marcadas se cultivan conjuntamente
durante 30 minutos. A continuacidon, las células se recogen y
se tifien con un fluoréforo marcado con faloidina. Las células
tefiidas se analizan con un citometro de flujo de imagenes
Imagestream X Marker 11. La frecuencia de la sinapsis
inmunitaria se cuantifica y se compara con las células de
control después de una estrategia de activacion estricta. Para
determinar el efecto del bloqueo de PD-1 en las vias de
seflalizacion de CAR y células NK, se miden la fosforilacion de
SHP2 (cadena abajo de la senfalizacion PD-1), AKT (cadena abajo
de la sefalizacién CD28) y zap70, cadena abajo de Ila
seflalizacion TCR. La interaccion de la expresion de PD-1
enddgeno en las células NK con CAR y la expresién de PD-L1 en
las células de AML se antagoniza y se observa un aumento en la
lisis especifica en los cultivos conjuntos en el grupo de
tratamiento combinado. La frecuencia de sinapsis inmunitaria
en cultivo conjunto con células NK con CAR anti-PD-1-PD-L1 es
mas alta que el control negativo, incluyendo el control de
vector vacio y el control sin diana. La menor expresion de SHP2
se detecta en NK con CAR con biAb, mientras que AKT y zap70
estaran fosforilados, después del tratamiento de biAb anti-PD-

1-PD-L1. Mientras que las células NK o los linfocitos T
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expresan tanto PD-1 como PD-L1 y, por lo tanto, el biAb anti-

PD-1-PD-L1 puede activar el PD-1 o PD-L1 en las células
efectoras, el CAR de las células efectoras se redirige solo a
la célula FLT3(+), que se limita a las células mieloides y de

AML malignas. Esto proporciona especificidad y seguridad.

Las células biespecificas NK con CAR prolongan la supervivencia

Se analizaron clones NK con CAR (NK92) con PD-1-PD-L1
secretado (NK con CAR de FLT3-biAb) para determinar si las
células prolongan la supervivencia en modelos de ratéon de
células madre leucémicas Yy xenoinjertos procedentes de
pacientes con AML. El solicitante ha descubierto que los
ratones con AML tratados con NK con CAR con biAb PD-1-PD-L1
secretado sobreviven mas tiempo que aquellos con leucemia sola

o tratados con CAR solo.

El solicitante también evalud si las células NK con CAR
de FLT3 inductian una actividad citolitica significativa entre
las lineas celulares de AML y blastocitos de pacientes. Los
CAR de FLT-3 se construyen y expresan en células NK y linfocitos
T CD3(+) primarios humanos. Las células NK con CAR destruyeron
especificamente las lineas celulares FLT3(+) de AML MOLM-3 vy
EOL-1, pero no la linea celular de control negativo U937 (FIG.
2A). De forma similar, los linfocitos T con CAR indujeron
actividad citolitica contra blastocitos FLT3(+) de pacientes
con AML, pero no blastocitos FLT3(-) de AML (FIG. 2B). No
existe una destruccioén significativa contra las células humanas
normales, incluyendo células madre hematopoyéticas CD34(+),
células dendriticas, células NK y linfocitos B, aunque

expresaron FLT-3 (FIG. 2C). Estos linfocitos T o células NK
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con CAR de FLT3 sugeridas pueden ser seguras.

Las Qlinfocitos T con CAR de FLT3 prolongan Ila
supervivencia de los ratones portadores de células MOLM-13 de
AML y blastocitos primarios de AML de pacientes. Se utilizaron
ratones NOD-SCID't-2 vc /- jnyectados con lineas celulares de AML
0 blastocitos primarios de AML como modelos de blastocitos de
pacientes con AML. Todos los ratones que llevan células MOLM-
13 y linfocitos T con CAR de FLT3 sobrevivieron mas de 80 dias
después de la implantacion de las células MOLM-13 de AML (FIG.
3A), en comparacion con los ratones de control que recibieron
linfocitos T transducidos con vector vacio que murieron
aproximadamente 20 dias después de la implantacion de células
MOLM-13 de AML. De forma similar, los ratones con blastocitos
humanos de AML solo murieron alrededor de los 90 dias. Por el
contrario, los que recibieron linfocitos T con CAR de FLT3
sobrevivieron mds de 120 dias sin sintomas de AML (FIG. 3B).
Los datos del solicitante muestran que CAR de FLT3 se expresa
en células NK humanas. Se han determinado resultados similares

para las células NK con CAR de FLT3 (FIG. 30C).

Las linfocitos T con CAR de FLT3 expresan PD-1 durante la
fase de expansion y los blastocitos de AML expresan PD-L1. EI
solicitante encontré que las células NK con CAR de FLT3
expresan un alto nivel de PD-1 en cultivo. El porcentaje de
células NK con CAR PD-1(+) fue superior al 90 % después de 7
dias en cultivo (FIG. 4A). Las células NK primarias sin
transduccién de CAR también expresaron PD-1 en presencia de
citocinas de cadena gamma (FIG. 4B). Ademas, las |Ilineas
celulares de AML expresan PD-L1 a diferentes niveles. Las de

alta expresion incluyen K562; y las de baja expresion incluyen
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MolIm-13 (FIG. 4C-D). Estos resultados sugieren que el eje PD-

1-PD-L1 juega un posible papel en la citotoxicidad de NK con
CAR contra las células de AML. EIl solicitante también encontro
que se podian detectar 10 ng/ml de biAb en los sobrenadantes
de cultivo de los linfocitos T transducidos con el vector con

biAb 3 dias después de la transduccién (FIG. 4E).

Estos resultados demostraron que Qlas células NK o
linfocitos T con CAR de FLT3 podrian proteger de la muerte a
la mayoria de los ratones con AML. Sin quedar unidos a la
teoria, se cree que al antagonizar PD-1 y PD-L1 con biAb
secretado, las células NK con CAR protegen a los ratones de

LSC AML (células madre de leucemia en AML).

El solicitante también analizd si el tratamiento con CAR
de FLT3-biAb de PD-1-PD-L1 era mejor que el CAR de FLT3 solo
en ratones con AML. Los datos muestran que aunque los
linfocitos T con CAR de FLT3 pueden prolongar la supervivencia
en el modelo de ratones con AML, los linfocitos T con CAR
expresan un alto nivel de PD-1. El solicitante también detectd
un aumento de la expresion de PD-1 en células NK con CAR. Por
lo tanto, el solicitante cree que antagonizar PD-1-PD-L1 con
biAb mejora las funciones de CAR y erradica las células AML en
un modelo de ratéon con AML creado usando una linea celular o

un xenoinjerto procedente del paciente.

Se 1i1noculan ratones Nod scid gamma (NSG) con MOLM-13
transducidas con luciferasa, una linea celular FLT3(+) de AML.
Una semana después de 0la inoculacion, se 1inyecta por via
intravenosa NK con CAR de FLT3 con o sin biAb anti-PD-1-PD-L1.

La cinética de las células de AML inyectadas es seguida
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semanalmente por 1VIS Lumina 1l mediante la medicion de las

sefiales de bioluminiscencia de las células de AML. En un
momento determinado (guiado desde la toma de imagenes in vivo),
el solicitante recogio la sangre, médula oOsea y bazo, Yy
determind el ndmero absoluto de células NK y de AML. La
expresion de PD-1 en células NK con CAR se determina mediante
citometria de flujo en la sangre periférica de las muestras
tomadas cada semana. El experimento se puede repetir mediante
la inyeccidn de muestras primarias de blastocitos de pacientes
con AML estratificadas por el porcentaje de expresion de FLT3.
También se puede determinar la expresion de PD-L1 en las
células de AML inyectadas. La concentracion de biAb anti-PD-1-
PD-L1 se mide de forma regular mediante ELISA de células NK
con CAR con biAb anti-PD-1-PD-L1 que persiste o prolifera in
vivo mejor que en aquellas sin. La expresion de PD-1 o PD-L1
en células NK con CAR y de AML, respectivamente, no se detecta
en NK con CAR con el biAb. Ademas, la bioluminiscencia de las
células de AML es mas baja en el grupo NK con biAb-CAR de FLTS3.
Se muestra una supervivencia libre de enfermedad
significativamente mas larga en ratones que reciben tratamiento
de NK con biAb-CAR de FLT3. Los biAb anti-PD-1-PD-L1 se
analizan con regularidad en las muestras de plasma. En algunos
casos, el efecto del biAb puede depender del efecto de otras
células inmunitarias en Jlas PBMC. En tales casos, el
solicitante puede inyectar conjuntamente PBMC autélogas vy
células NK con biAb-CAR de FLT3 en el modelo de raton con AML

y comparar aquellas sin PBMC inyectadas.

El solicitante también determind si las células NK con
biAb PD-1-PD-L1-CAR de FLT3 destruyen las células madre

leucémicas (LSC) y protegen a los ratones de la recaida. Las
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células madre leucémicas se describieron por primera vez en la

AML como un pequefio subconjunto de blastocitos de AML, por lo
general CD34(+)CD38(-)CD123(+), que podrian regenerarse en una
poblacion masiva de blastocitos de AML. Esto es clinicamente
relevante ya que el tratamiento estandar respeta este
compartimento en la AML, que conduce a recaidas y resistencia
al tratamiento en el paciente con AML. Es bien conocido que la
poblacion de células madre leucémicas enriquecidas lleva una

duplicacion interna en tandem del gen FLT3.

Se realizan ensayos de citotoxicidad in vitro utilizando
muestras enriquecidas para LSC. Las muestras de pacientes con
AML se enriguecen mediante la separacion de células
CD34(+)CD38(-) CD123(+). Las células NK con CAR de FLT3 o
células NK con biAb-CAR de FLT3 se enriquecen mediante la
seleccion de células CD34(+)CD38(+). ElI solicitante también
mide la produccién de IFN-y de los dos grupos de células y
compara con las ceélulas transducidas con diana sola/efector
solo. Se irradian in vivo, ratones NOD-SCIDIL2yc -/- (tanto
hembras como machos) a 100 Rad el dia antes de la inyeccion de
células leucémicas. Un dia después, las LSC, tal como se
definen como CD34(+)CD38(-)CD123(+) y el control negativo
CD34(+)CD38(+), se separan de nuevo mediante un clasificador
de células por citometria de flujo (BD Aria I11) y se inyectaran
1 x 10% células de control o LSC separadas a través de la vena
de la cola. A su vez, las células NK primarias se transducen
con las construcciones para CAR de FLT3 solo, NK con biAb solo,
0 biAb-CAR de FLT3. A continuacion, los ratones se asignan al
azar en 5 grupos diferentes: 1. AML sola, 2. AML + células NK
con vector vacio, 3. AML + NK con CAR de FLT3, 4. AML + NK con

biAb y 5. AML + NK con biAb-CAR de FLT3. un dia después de la
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infusién de LSC se inyectan por via intravenosa 1 x 106 células

NK transducidas. Después de 12-14 semanas, los injertos se
controlan mediante la toma de muestras de sangre periférica.
Se controla la supervivencia de los ratones. En el punto final,
se analiza la frecuencia de LSC mediante citometria de flujo.
Las células NK con biAb-CAR de FLT3 lisan las LSC al menos de
manera tan eficaz como las células en el compartimento sin LSC.
El tratamiento con CAR y biAb evita la recaida de la AML. Se
observa una supervivencia libre de enfermedad mas prolongada.
En algunos casos, todas las LSC se pueden destruir mediante
las células NK con CAR infundidas un dia después de la infusion,
lo que hace imposible determinar el efecto de la repoblaciodn
de LSC. En tales casos, el solicitante puede repetir el
experimento pero infundiendo células NK 12-14 semanas después

del injerto de LSC.

Seguridad

Se analiza la seguridad de la célula NK con biAb-CAR de
FLT3 in vivo utilizando un modelo de ratdn procedente de
pacientes con AML humanizada. No se observé una tormenta de
citocinas intensa en ratones tratados con NK con CAR de FLT3 y

biAb anti-PD-1-PD-L1.

El solicitante observé que los linfocitos T con CAR de
FLT3 no destruyen las células madre CD34(+). Sin quedar unidos
a la teoria, los solicitantes creen que NK con biAb-CAR de FLT3
conserva las células madre normales y proporciona citotoxicidad
especifica contra las células FLT3(+) de AML. Sin embargo, dado
que FLT3 se expresa tanto en células mieloides como en células

madre, las células NK con CAR de FLT3 se pueden analizar para
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determinar si las células madre hematopoyéticas normales estan

agotadas y corren el riesgo de citopenia.

El solicitante también analiza si NK con CAR de FLT3 con
biAb secretor destruira las células FLT3(+) normales. Sin
quedar unidos a la teoria, se cree que antagonizar PD-1/PD-L1
proporciona un efecto sinérgico sobre la activacion de CAR.
Esto puede aumentar el riesgo de citotoxicidad contra todas
las células FLT3(+) normales, incluso si solo pueden expresar
débilmente FLT3. En consecuencia, se realizan ensayos de
citotoxicidad utilizando NK con biAb-CAR de FLT3 como efectores
y células madre CD34(+) normales aisladas de sangre de cordodn

umbilical como diana a diferente relaciéon efector-diana.

Para validar los datos in vitro, se utilizan ratones NSG-
SGM3 (NSGS) que expresan GM-CSF, SCF e IL3 humana. Tanto las
células madre CD34(+) humanas como las células NK con CAR de
FLT3 o NK con biAb-CAR de FLT3 se inyectan por via intravenosa
con 5 x 10* células por ratéon. Un mes o tres meses después,
todos los ratones se sacrifican y se determina el injerto de
células CD45(+) humanas en la médula 6sea. El biAb anti-PD-1-
PD-L1 no afecta a las células NK con CAR de FLT3 de las células
madre hematopoyéticas normales. Ademas, el porcentaje de
células CD45(+) en ratones a los que se les administréo NK con
CAR de FLT3 con biAb anti-PD-1-PD-L1 secretor es 1igual o

similar al de los que reciben solo CAR de FLT3.

Consideraciones estadisticas

Para todos los calculos de potencia estadistica, las

pruebas son de dos caras. El solicitante utiliza
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transformaciones logaritmicas para la mayoria de las medidas

continuas y transformaciones de raiz cuadrada de arcoseno para
los porcentajes, los cuales tienen excelentes propiedades
estabilizadoras de la varianza para agrupar la varianza. Aunque
se utilizé el método de Bonferroni para controlar el error de
tipo 1 en los calculos de potencia estadistica, en los analisis
de datos se utilizara el método de Holm o un método mas potente
cuando se realicen comparaciones por pares. Se trazan curvas
de Kaplan-Meier para mostrar los resultados de supervivencia.
Se utilizan modelos lineales de efectos mixtos para detectar
la tendencia de cambios en la produccion de IFN-y de las
muestras de sangre tomadas repetidamente durante el estudio de
supervivencia del ratén. Se utilizaran pruebas t de dos
muestras para los analisis. Para estudiar las diferencias en
el ndmero de células NK con CAR entre grupos, se incluyen ocho
ratones en cada grupo, que logrard un 80 % de poder estadistico
para detectar al menos un efecto doble (o = 0,05/3 para ajustar
para los dos grupos de tratamiento y un grupo de AML solo, CV
= 50 %). Se utilizarda la prueba t de dos muestras para el

analisis.

Los resultados del solicitante establecen cémo el biAb
anti-PD-1-PD-L1 afecta a las funciones de NK con CAR, dando
como resultado el desarrollo de una nueva terapia celular
reforzada por CAR y biAb anti-PD-1-PD-L1 contra la AML. Sin
quedar unidos a la teoria, se cree que este enfoque es
complementario a la persistencia de la funcionalidad de NK con
CAR en el microambiente de la AML. La combinacion de las

ventajas de las tecnologias CAR y biAb hace que el biAb sea
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mas potente iIn vivo. Se realizaron estudios adicionales con

anti-PD-1 y anti-PD-L1 secretados solos, es decir, no como una

construccion biespecifica.

El biAb anti-PD-1-PD-L1 del solicitante combina las
tecnologias CAR y de anticuerpos biespecificos, donde el biAb
secretado de forma constitutiva resuelve posibles problemas en
el campo, tal como la semivida corta y la produccion y
purificacién de proteinas costosa. ElI biAb anti-PD-1-PD-L1
contiene capacidad neutralizante para los puntos de control
tanto en las células efectoras como en las diana. Es Unico y
el primero en el campo. Los inhibidores del punto de control
tienen toxicidad sistémica. Por el contrario, se espera que el
biAb anti-PD-1-PD-L1 tenga una baja toxicidad debido a que los
efectos de antagonizacion se limitan Unicamente a las células
cancerosas en las proximidades de las células efectoras.
Mejorar las funciones de las células NK con CAR mediante la
antagonizacién de PD-1/PD-L1 para la terapia celular es
innovador y no se ha informado. Este estudio ofrece una mayor
sostenibilidad de los efectos terapéuticos. Los estudios de
los solicitantes también benefician a otras terapias celulares
que utilizan células NK. La expresion celular del biAb de PD-
1-PD-L1 en NK con CAR es nueva. El disefio secretor del biAb
PD-1-PD-L1 en el vector de expresion permite la secrecioén
ubicua del anticuerpo biespecifico PD-1-PD-L1. De este modo se
evita la producciéon y administracion de proteinas para el
anticuerpo biespecifico. Esto, a su vez, aumenta enormemente

la biodisponibilidad de este pequefio anticuerpo biespecifico.

EJEMPLO 2 - Anticuerpos de PD-1 y PD-L1
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Se demostro un éxito similar con los anticuerpos de PD-1

y PD-L1 (es decir, no biespecificos) (FIG. 8A-8B y FIG. 9).
Los estudios anteriores se repiten para los anticuerpos de PD-1

y PD-L1 (es decir, no biespecificos).

EJEMPLO 3 - Administracion conjunta de inhibidor de FLT3

Se llevaron a cabo mas experimentos para determinar si la
expresion de FLT3 aumentaba tras la administracién de un
inhibidor de FLT3. Los resultados se muestran en la FIG. 10 y
la FIG. 11. La FIG. 10 muestra la deteccidn de la expresion de
FLT3 en la superficie en lineas celulares MOLM-13, U937, THP-
1, MV4-11 y EOL-1 de AML tratadas con 10 pM de los inhibidores
de FFLT3 midostaurina, FF-10101, quizartinib (AC220) vy
dovitinib (TKI-258) durante 48 horas. La expresion de FLT3 en
la superficie se incrementd después de los tratamientos con
inhibidores de FLT3. La FIG. 11 representa la deteccidén de la
expresion de FLT3 en la superficie mediante citometria de flujo
en muestras de sangre periférica de pacientes que fueron
tratados con midostaurina durante 48 horas. La expresién de

FLT3 en la superficie se incrementd después del tratamiento.

Equivalentes

A menos que se definan de otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende habitualmente un

experto en la materia a la que pertenece esta tecnologia.

La presente técnica descrita de forma ilustrativa en el

presente documento puede practicarse de forma adecuada en
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ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacidén o

limitaciones, no divulgadas especificamente en el presente
documento. Por 1o tanto, por ejemplo, las expresiones 'que
comprende'™, "que incluye’™, 'que contiene”, etc. se leeran de
forma amplia y sin [limitacion. De manera adicional, |los
términos y expresiones que se han empleado en el presente
documento se wusan como términos de descripcién y no de
limitacion, y no hay ninguna intenciéon en el uso de dichos
términos y expresiones de excluir cualquier equivalente de las
caracteristicas mostradas y descritas, o partes de las mismas,
pero se reconoce que son posibles varias modificaciones dentro

del alcance de la presente técnica reivindicada.

Por lo tanto, debe entenderse que los materiales, métodos,
y los ejemplos proporcionados en el presente documento son
representativos de aspectos preferidos, son ejemplos y no
pretenden ser limitaciones en el alcance de la presente

tecnologia.

La presente técnica se ha descrito en el presente
documento en sentido amplio y genérico. También forman parte
de la presente técnica cada una de las especies y agrupamientos
subgenéricos mas restringidos que estdn dentro de la
divulgacion genérica. Esto incluye la descripcidén genérica de
la presente técnica con una condicién o limitacion negativa
que elimina cualquier tema del género, independientemente de
si el material escindido se menciona especificamente en el

presente documento O no.

Ademas, cuando las caracteristicas o0 aspectos de la

presente técnica se describen en términos de grupos de Markush,



10

222
los expertos en la materia reconoceran que la presente técnica

también se describe de esta manera en términos de cualquier

miembro individual o subgrupo de miembros del grupo Markush.

Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes
y otras referencias mencionadas en el presente documento se
incorporan expresamente por referencia en su totalidad, en la
misma medida que si cada uno se incorporase por referencia
individualmente. En caso de conflicto, la presente memoria

descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecera.

Otros aspectos se exponen dentro de las siguientes

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico aislado o un vector que comprende:

a. un polinucledtido que codifica un receptor de
antigenos quimérico (CAR) que comprende: (a) un dominio
de unién a antigeno de un anticuerpo de FLT3; (b) un
dominio de bisagra; (c) un dominio transmembrana; (d) y
un dominio intracelular; y

b. un polinucledétido que codifica un anticuerpo o
fragmento de unidn a antigeno del mismo que comprende un
dominio de unién a antigeno que reconoce y se une a PD-1

y/0 PD-L1.

2. El acido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion

1, que comprende ademas (e) un dominio de senalizacion.

3. El acido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion
1 o 2, en donde el CAR comprende ademas un elemento inducible

0 uno constitutivamente activo.

4. El a4cido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion
3, en donde el elemento inducible o el constitutivamente activo
controla la expresiéon de un polinucledtido que codifica una

molécula inmunorreguladora o una citocina.

5. El acido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion
4, en donde la molécula inmunorreguladora o citocina comprende
uno o mas de B7.1, CCL19, CCL21, CD40L, CD137L, GITRL, GM-CSF,
IL-12, I1L-2, IL-2 de baja toxicidad, I1L-15, IL-18, IL-21, LEC

y/0 0X40L.
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6. El acido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion

4, en donde la molécula inmunorreguladora o citocina comprende
IL-12 y/0 GM-CSF; y/0 1L-12 y/0 uno o mas de IL-2 e IL-2 de
baja toxicidad; y/o IL-12 y/o IL-15; y/0 1L-12 y/0 1L-21; IL-
12 y/o B7.1; y/o 1L-12 y/o0 0X40L; y/o IL-12 y/o CD40L; y/o
IL-12 y/o0 GITRL; y/0 IL-12 y/0 1L-18; y/0 una o mas de IL-2 e
IL-2 de baja toxicidad y una o mads de CCL19, CCL21 y LEC; y/o
IL-15 y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o0 IL-21 y una o mas
de CCL19, CCL21 y LEC; y/o GM-CSF y una o mas de CCL19, CCL21
y LEC; y/0 OX40L y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o CD137L
y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o comprende B7.1 y una o
mas de CCL19, CCL21 y LEC; y/o CD40OL y una o mas de CCL19,

CCL21 y LEC; y/0 GITRL y una o mas de CCL19, CCL21 y LEC.

7. El acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-6, en donde el dominio de bisagra

comprende un dominio de bisagra CD8 «.

8. ElI acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-7, en donde el dominio transmembrana

comprende un dominio transmembrana CD8u.

9. ElI &cido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-8, en donde la regidén de sefalizacion
coestimuladora  comprende una region de sefalizaciodn
coestimuladora CD28 y/o0 una region de sefalizacidn

coestimuladora 4-1BB

10. EI &cido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion
1, en donde el CAR comprende: (a) un dominio de unidén a antigeno

de un anticuerpo de FLT3; (b) un dominio de bisagra CD8 «; (c)
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un dominio transmembrana CD8 «; y (d) wuna region de

seflalizacion coestimuladora CD28 y/o una regiodn de seflalizacion

coestimuladora 4-1BB.

11. EI &cido nucleico aislado o el vector de la reivindicacion
2, en donde el CAR comprende: (a) un dominio de unidén a antigeno
de un anticuerpo de FLT3; (b) un dominio de bisagra CD8 «; (c)
un dominio transmembrana CD8 «o; (d) una region de sefializacidn
coestimuladora CD28 y/0 una region de sefalizaciodn
coestimuladora 4-1BB; y (e) un dominio de sefalizacién CD3

zeta.

12. EIl &cido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11, en donde el dominio de unidén a
antigeno del anticuerpo de FLT3 comprende una region variable
de cadena pesada que comprende:

una CDHR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
(SYWMH) o (NYGLH) o un equivalente de cada una de las mismas,

una CDHR2 que tiene la secuencia de aminoacidos
(EIDPSDSYKDYNQKFKD) o (VIWSGGSTDYNAAFIS) o un equivalente de
cada una de las mismas, Yy

una CDHR3 que tiene la secuencia de aminoacidos
(AITTTPFDF) o (GGIYYANHYYAMDY) o un equivalente de cada una de
las mismas, y/0 una regioéon variable de cadena ligera que
comprende:

una CDLR1 que tiene la secuencia de aminoacidos
(RASQSISNNLH) o (KSSQSLLNSGNQKNYM) o un equivalente de cada
una de las mismas,

una CDLR2 que tiene la secuencia de aminoacidos
(YASQSIS) o (GASTRES) o un equivalente de cada una de las

mismas, Yy
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una CDLR3 que tiene la secuencia de aminoacidos

(QQSNTWPYT) o (QONDHSYPLT) o un equivalente de cada una de las

mismas.

13. EI &acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, en donde el dominio de unidén a
antigeno que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1 comprende un
antagonista de PD-1 y/o un antagonista de PD-L1, y/o0 un

equivalente de cada uno de los mismos.

14. El &cido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, en donde el dominio de unidn a
antigeno o fragmento de unidén a antigeno que reconoce y se une
a PD-1 y/o PD-L1 comprende regiones CDR de un anticuerpo contra

PD-1 y/o PD-L1, y/0 un equivalente de cada una de las mismas.

15. EI &cido nucleico aislado o vector de la reivindicacion
14, en donde el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno que
reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1 comprende una region variable
de cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo contra PD-1

y/0 PD-L1, y/0 un equivalente de cada una de las mismas.

16. El acido nucleico aislado o vector de la reivindicacion
14 o 15, en donde el anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno
que reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1 comprende un fragmento
variable de cadena unica (scFv) que comprende un dominio de
unién a antigeno de un anticuerpo de PD-1 y/o un fragmento
variable de cadena unica (scFv ) que comprende un dominio de
unién a antigeno de un anticuerpo de PD-L1 y/o un equivalente

de cada uno de los mismos.
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17. EIl &acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 16, en donde el anticuerpo que
reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1 es un anticuerpo

biespecifico.

18. EIl acido nucleico aislado o vector de la reivindicacioén
17, en donde el anticuerpo biespecifico del mismo comprende un
antagonista de PD-1 y un antagonista de PD-L1, v,

opcionalmente, comprende ademas un enlazador.

19. EIl acido nucleico aislado o vector de la reivindicacioén
17, en donde el anticuerpo biespecifico del mismo comprende
regiones CDR de un anticuerpo contra PD-1 y PD-L1, Vv,

opcionalmente, comprende ademas un enlazador.

20. EI acido nucleico aislado o vector de la reivindicacion
19, en donde el anticuerpo biespecifico comprende una regiodn
variable de cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo
contra PD-1 y PD-L1 y, opcionalmente, comprende ademas un

enlazador.

21. EI acido nucleico aislado o vector de la reivindicacion
20, en donde el anticuerpo biespecifico comprende un fragmento
variable de cadena uUnica (scFv) que comprende un dominio de
union a antigeno de un anticuerpo de PD-1 y un fragmento
variable de cadena unica (scFv) que comprende un dominio de
unién a antigeno de un anticuerpo de PD-L1 y, opcionalmente,

comprende ademas un enlazador.

22. El acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 21, en donde el vector es un plasmido.
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23. El acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 21, en donde el vector es un vector
virico seleccionado de un vector retrovirico, un vector
lentivirico, un vector adenovirico o un vector virico

adenoasociado.

24. El acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 21, en donde el vector es

bicistroénico.

25. El acido nucleico aislado o vector de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 24, que comprende ademas un promotor
y/0 potenciador unido operativamente al polinucledétido que
codifica el anticuerpo o el fragmento de unidn a antigeno que

reconoce y se une a PD-1 y/o PD-L1.

26. Una célula aislada que comprende el acido nucleico aislado

o vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25.

27. La célula aislada de la reivindicaciéon 26, en donde la

célula es una célula procariota.

28. La célula aislada de la reivindicaciéon 26, en donde la

célula es una célula eucariota.

29. La célula aislada de la reivindicacion 28, en donde la
célula eucariota se selecciona de una célula animal, una célula
de mamifero, una célula bovina, una célula felina, una célula
canina, una célula murina, una célula equina o una célula

humana.
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30. La célula aislada de la reivindicacién 28 o 29, en donde
la célula eucariota es una célula inmunitaria, opcionalmente
un Binfocito T, un linfocito B, una célula NK, una célula

dendritica, una célula mieloide, un monocito o un macrofago.

31. La célula aislada de una cualquiera de las
reivindicaciones 26 a 30, en donde la célula aislada expresa
el CAR y secreta un anticuerpo, opcionalmente un anticuerpo

biespecifico.

32. La célula aislada de una cualquiera de las

reivindicaciones 26 a 31, en donde la celda ha sido activada.

33. Una poblacidéon de células expandida de una cualquiera de

las reivindicaciones 26 a 32.

34. Una poblacion de células sustancialmente homogénea de la

reivindicacion 33.

35. Un anticuerpo que comprende una secuencia de fragmento
variable de cadena unica (scFv) que comprende una secuencia de
aminoacidos de (Q VQLVQSGVEVKKPGASVKVSCK
ASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPS

NGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMELKS

T
O

LOQFDDTAVYYCARRDYRFDMG®G YWGQGTTYV
\Y

SSGGGGEGSGGGGSGEGGGSDI TQSPSSLS

> QO
=

ASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQ
PKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLT
I SSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGOQ

I K R) o un equivalente de la misma.
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36. Un anticuerpo que comprende una secuencia de fragmento
variable de cadena unica (scFv) que comprende una secuencia de
aminoacidos
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
K)

0 un equivalente de la misma.

37. Un anticuerpo que comprende una secuencia de fragmento
variable de cadena unica (scFv) codificada por la secuencia de
nucledtidos que comprende una secuencia de acido nucleico
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG),

o un equivalente de la misma.

38. Un anticuerpo que comprende una secuencia de fragmento
variable de cadena unica (scFv) codificada por la secuencia de

nucleoétidos:



10

15

20

25

30

231
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG

TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A), o un equivalente de la misma.

39. Un anticuerpo biespecifico que comprende una secuencia de
fragmento variable de cadena uUnica (scFv) que comprende una
secuencia de aminoacidos de: S (QVQLVQSGVEVKKPG
ASVKVSCKASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLE

WMGGINPSNGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTT

TAYMELKSLQFDDTAVYYCARRDYRFEDMGED
YWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQM
TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAW
YQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPAT
F G Q G T K Y E I K R) y/0

(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K), o un equivalente de cada una de las mismas.
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40. Un anticuerpo biespecifico que comprende una secuencia de

fragmento variable de cadena uUnica (scFv) codificada por la
secuencia de nucledétidos que comprende una secuencia de &cido
nucleico:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)
y/0
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGCGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de las mismas.
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41. EI anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones

35 a 40, en donde el anticuerpo es un anticuerpo IgA, uno IgD,

uno IgE, uno 1gG o uno IgM.

42. EI anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones

35 a 41, en donde el anticuerpo comprende una regién constante.

43. EI anticuerpo de la reivindicacion 42, en donde la region
constante comprende una regidén constante de IgA, una de IgD,

una de IgE, una de IgG o una de IgM.

44. EI anticuerpo de la reivindicacion 42 o 43, en donde la
regidén constante es una regién constante de 1gGl o una region

constante kappa de Ig.

45. Un anticuerpo que compite por la unidén con un anticuerpo

de una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 44.

46. EI anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
35 a 45, en donde el anticuerpo es un anticuerpo policlonal,

uno monoclonal o uno humanizado.

47. Un fragmento de unidén a antigeno del anticuerpo de una

cualquiera de las reivindicaciones 35 a 46.

48. EI fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 47,
en donde el fragmento de unidén a antigeno se selecciona del

grupo que consiste en Fab, F(ab”)2, Fab®", scFv y Fv.

49. Un fragmento de unidn a antigeno que comprende una

secuencia de aminoacidos: (QVQLVQSGVEVKKPGASYV
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KVSCKASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMG®G

GINPSNGGTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAY
MELKSLQFDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWG
QGTTVTVSSGGGG6SG6G6G66SG6G6G6G6SDIQMTAQS
PSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYOQQ
KPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGAQ

G TKVETILIKR) oun equivalente de cada una de las mismas.

50. Un fragmento de unién a antigeno que comprende una
secuencia de aminoacidos:
(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI
K),

0 un equivalente de cada una de las mismas.

51. Un fragmento de unidén a antigeno codificado por Ila
secuencia de nucledtidos que comprende una secuencia de acido
nucleico:

(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGTGGGTCAGGTGGAGGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT

CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
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ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC

AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)

0 un equivalente de cada una de las mismas.

52. Un fragmento de unidén a antigeno codificado por Ila
secuencia de nucledtidos que comprende una secuencia de acido
nucleico:

(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT
TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT
ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de cada una de las mismas.

53. Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
de: 04745 QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKAS
GYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPSNG

GTNFNEKFKNRVTLTTDSSTTTAYMELKSL

< QO

FDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGQGTTVT
SS6666SG66G6SGG6G6G6SDITQAMTQSPSSLSAS
VGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPK
LLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTIHS
SLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEILIK

R) o]
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(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYY

ADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSAGGG
GSGGGGSGGGGSENVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGEAPR
LLIYLASYLESGVPARFSGSGSGTDFTLT ISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEI

K), o un equivalente de cada una de las mismas.

54. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de
acido nucleico de:
(CAGGTCCAATTGGTACAGAGCGGCGTCGAAGTAAAGAAGCCTGGAGCCAGCGTTAAAGTT
TCTTGCAAGGCTTCAGGATATACTTTCACTAACTACTATATGTACTGGGTACGGCAGGCTC
CAGGGCAAGGGTTGGAGTGGATGGGAGGGATCAATCCTTCTAACGGCGGCACTAACTTTAA
CGAAAAATTTAAAAATAGGGTGACCCTCACAACTGACTCAAGTACGACTACAGCATACATG
GAACTCAAATCTCTCCAATTCGATGACACGGCTGTCTATTATTGCGCGAGAAGAGACTATC
GCTTCGATATGGGGTTTGATTATTGGGGGCAAGGTACTACGGTTACCGTCAGCTCCGGGGG
TGGCGGCTCCGGCGGCGGCTGGGTCAGCTGCAGGCGAGGGTCTGACATTCAGATGACGCAATCC
CCAAGCTCTCTGTCCGCGTCAGTGGGCGACCGAGTTACAATCACATGCCGCGCTTCTCAAG
ATGTGTCAACCGCTGTCGCCTGGTACCAACAGAAGCCTGGGAAGGCCCCTAAGCTTCTCAT
CTACTCAGCTTCTTTTCTGTACTCAGGGGTACCGTCTAGATTCTCAGGATCCGGTAGTGGG
ACGGACTTCACATTGACCATAAGTTCCTTGCAGCCTGAGGATTTCGCTACATATTATTGCC
AACAGTACCTTTACCATCCTGCCACTTTTGGCCAGGGTACTAAGGTCGAGATCAAACGG)
0
(GAAGTTCAGTTGGTCGAGTCAGGAGGAGGCCTGGTGCAACCCGGGGGCTCACTCCGGTTG
TCCTGTGCTGCTTCAGGATTTACGTTTTCTGACTCATGGATACATTGGGTGCGCCAAGCCC
CGGGCAAGGGGCTGGAATGGGTGGCCTGGATCTCTCCGTATGGGGGTTCCACCTACTATGC
TGATTCAGTAAAAGGACGGTTCACTATAAGCGCGGATACAAGTAAGAATACTGCCTATCTT
CAAATGAATTCTCTTCGCGCCGAGGATACAGCGGTATATTATTGCGCTAGACGACATTGGC
CAGGGGGCTTTGACTATTGGGGGCAGGGTACTCTTGTGACCGTTAGTGCGGGAGGTGGTGG
CAGCGGTGGAGGCGGCTCCGGGGGTGGTGGTTCAGAAATTGTCCTGACTCAATCCCCTGCC
ACATTGAGTTTGAGCCCAGGAGAGAGAGCAACTCTGTCATGCCGGGCGTCAAAAGGTGTCA
GTACGTCAGGCTACTCCTATCTTCATTGGTATCAGCAGAAACCGGGAGAAGCGCCGCGCCT

TCTCATATACCTGGCTAGTTACCTTGAGAGTGGCGTCCCGGCCCGGTTTAGTGGGAGTGGG
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TCTGGGACTGATTTTACGCTGACAATCAGCAGTCTTGAGCCAGAGGACTTCGCGGTTTACT

ATTGCCAACATTCACGCGATTTGCCCCTCACCTTCGGCGGTGGAACGAAGGTTGAAATAAA

A) o un equivalente de cada una de las mismas.

55. Una composicion que comprende el acido nucleico aislado o
vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 o 54,
el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 35 a
46, el fragmento de unidon a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 47 a 52, el polipéptido de la reivindicacion
53, la célula aislada de una cualquiera de las reivindicaciones
26 a 32 y/o la poblacion de células de la reivindicacion 33 o
34, vy, opcionalmente, un transportador farmacéuticamente

aceptable.

56. La composicion de la reivindicacion 55, que comprende
ademds una cantidad eficaz de un inhibidor de FLTS3,
seleccionado opcionalmente del grupo que consiste en

quizaritinib, midostaurina, FF-10101 y dovitinib.

57. Un complejo aislado que comprende la célula aislada de
una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32 unida a una
célula que expresa FLT3 y/o PD-1 y/o PD-L1 y/0 un fragmento de

los mismos.

58. Un complejo aislado que comprende la célula aislada de
una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32 unida a FLT3

y/o PD-1 y/o PD-L1 y/0 un fragmento de los mismos.

59. Un método para producir una celula que expresa CAR que
comprende transducir una célula aislada con el acido nucleico

aislado o el vector de una cualquiera de las reivindicaciones
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1 a 25.

60. EI método de la reivindicacion 59, en donde las células
aisladas se seleccionan de un grupo que consiste en linfocitos
T, Dlinfocitos B, células NK, células dendriticas, células

mieloides, monocitos o macré6fagos.

61. Un método para inhibir el crecimiento de un cancer o tumor
que expresa FLT3, opcionalmente leucemia mieloide aguda (AML)
en un sujeto, que comprende poner en contacto el cancer o tumor
con la célula aislada de una cualquiera de las reivindicaciones

26 a 32 o la composicion de la reivindicacion 55 o 56.

62. Un método para inhibir el crecimiento de un cancer o tumor
que expresa FLT3 en un sujeto, opcionalmente leucemia mieloide
aguda (AML), que comprende medir la expresion de PD-1 y/o PD-
L1 en el sujeto y administrar la célula aislada de una
cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, el anticuerpo de
una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 46, el fragmento
de unidén a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones
47 a 52 y/o la composicion de la reivindicacion 55 o 56 a un

sujeto que expresa PD-1 y/o PD-L1.

63. Un método para inhibir el crecimiento de un cancer o tumor
en un sujeto, opcionalmente leucemia mieloide aguda (AML), que
comprende medir la expresion de PD-1 y/o PD-L1 en el sujeto y
administrar el anticuerpo de una cualquiera de |las
reivindicaciones 35 a 46, el fragmento de unién a antigeno de
una cualquiera de las reivindicaciones 47 a 52 y/o la
composicion de la reivindicacion 55 o 56 a un sujeto que expresa

PD-1 y/o PD-L1.
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64. EI método de la reivindicacion 61, donde el contacto es

in vitro o in vivo.

65. EI método de la reivindicacion 64, en donde el contacto
es In vivo y las células aisladas son autdlogas de un sujeto

en tratamiento.

66. EI método de la reivindicacion 65, en donde el contacto
es in vivo y las células aisladas son alogénicas para un sujeto

en tratamiento.

67. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones 61 a
66, que comprende ademas administrar al sujeto una cantidad

eficaz de una terapia citorreductora.

68. EI método de la reivindicaciéon 67, en donde la terapia
citorreductora comprende quimioterapia, crioterapia,

hipertermia, terapia dirigida y/o radioterapia.

69. EI método de una cualquiera de las reivindicaciones 61 a

68, en donde el sujeto es un paciente humano.

70. Un kit que comprende la composicion como se divulga en el

presente documento y, opcionalmente, iInstrucciones de uso.
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RESUMEN

COMPOSICIONES Y METODOS PARA INMUNOTERAPIA DIRIGIDA A FLT3,

PD-1, Y/0 PD-L1

Las células con CAR que se dirigen a antigenos FLT3 en
combinacion con anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L1 secretados
o0 anticuerpos biespecificos anti-PD-1-anti-PD-L1 se describen
como un nuevo método de tratamiento del cancer. Se propone que
estas terapias de combinacion son seguras y eficaces en

pacientes y pueden usarse para tratar tumores y cancer humanos.
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