Expediente No. NC2019/0013654
Segundo Examen de Fondo

P2019/000190
CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Segundo Examen de Fondo)
1. Un receptor de antigenos quimérico (CAR) especifico para la tirosina cinasa 3 similar

a Fms (FLT3) que comprende un dominio de unién al ligando extracelular, un primer
dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular, donde el dominio
extracelular comprende un fragmento variable de cadena simple (scFv) que comprende una
region variable de cadena pesada (VH) y una region variable de cadena ligera (VL), donde

la region VH comprende (i) una region determinante de la complementariedad uno
(CDR1) de VH que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEQ ID NO: 90,
91 0 92; (ii) una regién determinante de la complementariedad dos (CDR2) de VH que tiene
la secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEQ ID NO: 93 0 94, y (iii) una region
determinante de la complementariedad tres (CDR3) de VH que tiene la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 95; y

la region VL comprende (i) una regién determinante de la complementariedad uno
(CDR1) de VL que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 171;
(if) una region determinante de la complementariedad dos (CDR2) de VL que tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 172; y (iii) una region
determinante de la complementariedad tres (CDR3) de VL que tiene la secuencia de

aminoéacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 173.

2. Un receptor de antigenos quimérico (CAR) especifico para la tirosina cinasa 3 similar
a Fms (FLT3) que comprende un dominio de union al ligando extracelular, un primer
dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion intracelular, donde el dominio
extracelular comprende un fragmento variable de cadena simple (scFv) que comprende

una region variable de cadena pesada (VH) que tiene la secuencia que se muestra en la
SEQ ID NO: 20; que comprende o0 no comprende una o0 varias sustituciones conservativas de
aminoéacidos en residuos que no estan dentro de una CDR; y

una region variable de cadena ligera (VL) que tiene la secuencia que se muestra en la
SEQ ID NO: 19; que comprende 0 no comprende una 0 varias sustituciones conservativas de

aminoéacidos en residuos que no estan dentro de una CDR.
3. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 2, donde la
region VH comprende la secuencia de aminoécidos que se muestra en la SEQ ID NO: 20; y

la region VL comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 19.

4. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, donde el

dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién CD3(.

5. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, donde el
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dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de 4-1BB.

6. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, que

comprende un segundo dominio de sefializacion intracelular.

7. El CAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 6, donde el segundo dominio de

sefializacion intracelular comprende un dominio de 4-1BB.

8. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7, que
comprende un dominio de tallo entre el dominio de unién al ligando extracelular y el primer

dominio transmembrana.

9. El CAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 8, donde el dominio de tallo se
selecciona del grupo que consiste en: una bisagra de CD8a, una bisagra de IgG1 y una bisagra
de FcyRlIlla.

10. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9, que

comprende un epitopo especifico para un anticuerpo monoclonal.

11.  EICAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 10, donde el epitopo se selecciona
del grupo que consiste en: un epitopo de CD52, un epitopo de CD20, un epitopo de CD3, un
epitopo de CD41, un epitopo de CD25, un epitopo de CD30, un epitopo de EGFR, un epitopo
de TNFa, un epitopo de VEGF, un epitopo de proteina de complemento de C5, un epitopo
de CD11a, un epitopo de CD33, un epitopo de alfa-4 integrina, un epitopo de region Fc de
IgE, un epitopo de proteina F de RSV, un epitopo de receptor de IL-6, un epitopo de receptor
de HERZ2, un epitopo de integrina asB7, un epitopo de BAFF (factor de activacion de
linfocitos B), un epitopo de IL-1p, un epitopo de RANKL, un epitopo de CTLA4, un epitopo
de CD34, un epitopo de IL-12, un epitopo de IL-23 y combinaciones de estos.

12. El CAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 10 u 11, donde el epitopo es un
epitopo reconocido especificamente por alemtuzumab, ibritumomab tiuxetan, muromonab-
CD3, tositumomab, abciximab, basiliximab, brentuximab vedotin, cetuximab, infliximab,
rituximab, bevacizumab, certolizumab pegol, daclizumab, eculizumab, efalizumab,
gemtuzumab, natalizumab, omalizumab, palivizumab, ranibizumab, tocilizumab,
trastuzumab, vedolizumab, adalimumab, belimumab, canakinumab, denosumab, golimumab,

ipilimumab, ofatumumab, panitumumab, QBEND-10 o ustekinumab.

13. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 10 a 12, donde
el epitopo es un epitopo de CD20.

14.  El CAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 13, donde el epitopo de CD20
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comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 229.

15.  Unreceptor de antigenos quimérico (CAR) especifico para la tirosina cinasa 3 similar
a Fms (FLT3) que comprende un dominio de union al ligando extracelular, un primer
dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular, donde el dominio de
unién al ligando extracelular comprende un fragmento variable de cadena simple (scFv) que
comprende una regién variable de cadena pesada (VH) y una region variable de cadena ligera
(VL), donde el CAR especifico para FLT3 comprende la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID NO: 236.

16.  EI CAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 1, donde el CAR especifico para

FLT3 comprende la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ 1D NO: 236.

17.  El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 14, donde el

primer dominio transmembrana comprende un dominio transmembrana de cadena CD8a..

18. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 17, que
comprende un segundo dominio de union al ligando extracelular que no es especifico para
FLT3.

19. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 18, donde el
o0 los dominios de unidn al ligando extracelular, el primer dominio transmembrana y el o los

dominios de sefializacion intracelular se encuentran en un Unico polipéptido.

20. El CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 19, que
comprende un segundo dominio transmembrana, donde el primer dominio transmembrana y
el o los dominios de union al ligando extracelular se encuentran en un primer polipéptido, y
donde el segundo dominio transmembranay el o los dominios de sefializacion intracelular se
encuentran en un segundo polipéptido, donde el primer dominio transmembrana comprende
un dominio transmembrana de la cadena o del receptor de IgE de afinidad elevada (FceRI) y
el segundo dominio transmembrana comprende un dominio transmembrana de la cadenay o
B de FceRl.

21.  El CAR especifico para FLT3 de la Reivindicacion 20, que comprende un tercer
polipéptido que comprende un tercer dominio transmembrana fusionado a un dominio de
sefializacion intracelular de una molécula coestimulante, donde el tercer dominio

transmembrana comprende un dominio transmembrana de la cadena y o 3 de FceRI.

22.  Un polinucle6tido que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica el

CAR especifico para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 21.
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23.  El polinucleétido de la Reivindicacion 22, donde el polinucleétido comprende la
secuencia de &cido nucleico del vector que codifica la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 20.

24. El polinucleétido de la Reivindicacion 22, donde el polinucledtido comprende la
secuencia de &cido nucleico del vector que codifica la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 19.

25.  El polinucleotido de la Reivindicacion 22, donde el polinucle6tido comprende la

secuencia de &cido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO: 253.

26.  El polinucleétido de la Reivindicacion 22, donde el polinucleétido comprende la

secuencia de acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO: 246.

27.  El polinucleétido de la Reivindicacion 22, donde el polinucleétido comprende la

secuencia de &cido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO: 245.

28.  Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de cualquiera de las
Reivindicaciones 22 a 27.

29. Una célula inmunitaria modificada que expresa un CAR especifico para FLT3 de

cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 21.

30.  Lacélula inmunitaria modificada de la Reivindicacion 29, que comprende otro CAR

gue no es especifico para FLT3.

31.  La célula inmunitaria modificada de la Reivindicacion 29 o 30, que comprende un

polinucleotido que codifica un polipéptido suicida.

32.  La célula inmunitaria modificada de la Reivindicacién 31, donde el polipéptido
suicida es RQRS.

33.  La célula inmunitaria modificada de cualquiera de las Reivindicaciones 29 a 32,
donde la célula inmunitaria se deriva de un linfocito T inflamatorio, un linfocito T citotdxico,

un linfocito T regulador o un linfocito T auxiliar.

34.  Lacélula inmunitaria modificada de cualquiera de las Reivindicaciones 29 a 33, que
comprende una alteracion de uno o mas genes enddgenos, donde el gen enddgeno codifica
TCRoa, TCRB, CD52, receptor de glucocorticoides (GR), desoxicitidina cinasa (dCK) o una

proteina del punto de control del sistema inmunitario.
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35.  Lacélulainmunitaria modificada de la Reivindicacion 34, donde la proteina del punto
de control del sistema inmunitario es la muerte programada-1 (PD-1).

36.  La célula inmunitaria modificada de cualquiera de las Reivindicaciones 29 a 35,

donde la célula inmunitaria se obtiene de un donante saludable.

37.  La célula inmunitaria modificada de cualquiera de las Reivindicaciones 29 a 35,
donde la célula inmunitaria se obtiene de un donante que padece de una enfermedad o

trastorno.

38.  La célula inmunitaria modificada de cualquiera de las Reivindicaciones 29 a 37,
donde el CAR especifico para FLT3 comprende un dominio extracelular que comprende un
scFv,

donde el scFv se une al dominio extracelular de FLT3 humana con una Kp entre 10
nMy 80 nM,

donde el scFv se une al dominio 4 del dominio extracelular de FLT3 humana con una
Kpentre1nMy 100 nM o

donde el scFv se une al dominio 2-3 del dominio extracelular de FLT3 humana con
una Kp entre 5nM y 30 nM.

39. Una poblacion de células que comprende las células inmunitarias de cualquiera de las
Reivindicaciones 29 a 38, donde

a. dicha poblacion de células comprende un porcentaje de células de memoria
de células madre y de memoria central de 20 %, 30 % o 40 %, y/o

b. dicha poblacion de células alcanza un porcentaje de lisis de las células que
expresan FLT3 de 10 %, 20 %, 30 % 0 40 %.

40.  Un método in vitro para modificar una célula inmunitaria que expresa un CAR
especifico para FLT3, que comprende:

a. proporcionar una célula inmunitaria; y

b. introducir en la célula un polinucledtido que codifica un CAR especifico para
FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 21;

mediante lo cual la célula inmunitaria expresa el CAR especifico para FLT3.

41.  El método in vitro para modificar una célula inmunitaria, que comprende:

a. proporcionar una célula inmunitaria;

b. introducir en la célula un polinucleétido que codifica un CAR especifico para
FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 21; y

C. introducir en la célula al menos un polinucle6tido que codifica un CAR que

no es especifico para FLT3.
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42. Una composicién farmacéutica que comprende las células inmunitarias modificadas
de cualquiera de las Reivindicaciones 29 a 38 o la poblacién de células de la Reivindicacién
39.

43.  Un método para la clasificacion in vitro de una poblacién de células inmunitarias,
donde un subconjunto de la poblacién de células inmunitarias comprende células
inmunitarias modificadas que expresan un receptor de antigenos quimérico (CAR) especifico
para FLT3 de cualquiera de las Reivindicaciones 10 a 14, donde el método comprende:

a. poner en contacto la poblacion de células inmunitarias con un anticuerpo
monoclonal especifico para el epitopo; y

b. seleccionar las células inmunitarias que se unen al anticuerpo monoclonal para

obtener una poblacion de células enriquecida con células inmunitarias modificadas.

44.  El método de la Reivindicacién 43, donde el anticuerpo monoclonal especifico para

el epitopo se conjuga a un fluoréforo.

45, El método de las Reivindicacion 44, donde la etapa de seleccionar las células que se
unen al anticuerpo monoclonal se lleva a cabo mediante clasificacion de células activadas

por fluorescencia (FACS).

46. El método de la Reivindicacién 43, donde el anticuerpo monoclonal especifico para

el epitopo se conjuga a una particula magnética.
47.  El método de la Reivindicacion 46, donde la etapa de seleccionar las células que se
unen al anticuerpo monoclonal se lleva a cabo mediante clasificacion de células activadas de

forma magnética (MACS).

48.  El método de cualquiera de las Reivindicaciones 43 a 47, donde el epitopo es un
epitopo de CD 20.

49.  El método de la Reivindicacion 48, donde el epitopo de CD20 tiene una secuencia de

aminoacidos que se muestra en la SEQ ID NO: 229.
50.  El método de la Reivindicacion 49, donde el anticuerpo monoclonal es rituximab.
51.  El método de cualquiera de las Reivindicaciones 43 a 50, donde la poblacion de

células enriquecida con células inmunitarias modificadas comprende 70 % de células

inmunitarias que expresan CAR de FLT3.
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