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(54)发明名称

细胞

(57)摘要

本发明提供了在细胞表面上共表达第一嵌

合抗原受体(CAR)和第二CAR的细胞，每个CAR包

含：(i)抗原结合域；(ii)间隔区；(iii)跨膜域；

和(iv)内域，其中所述第一和第二CAR的抗原结

合域结合不同抗原，且并且其中第一或第二CAR

中的一个是包含活化性内域的活化性CAR，并且

另一个CAR是包含连接关闭抑制性内域的抑制性

CAR。
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1.T细胞，其在细胞表面上共表达第一嵌合抗原受体(CAR)和第二CAR，每个CAR包含：

(i)抗原结合域；

(ii)间隔区；

(iii)跨膜域；和

(iv)内域；

其中所述第一和第二CAR的抗原结合域结合不同抗原，并且其中所述第一或第二CAR之

一是包含激活性内域的激活性CAR，所述激活性内域含有基于免疫受体酪氨酸的活化基序

(ITAM)，并且另一个CAR是包含连接开启抑制性内域的抑制性CAR，所述抑制性内域包含来

自含Src同源(SH2)域的蛋白质酪氨酸磷酸酶的酪氨酸磷酸酶域，其被磷酸化的基于免疫受

体酪氨酸的抑制基序(ITIM)募集；并且其中在所述第一CAR和所述第二CAR连接后，所述第

一CAR的间隔区和所述第二CAR的间隔区共定位。

2.根据权利要求1的T细胞，其中所述第一和第二CAR的间隔区是足够不同的，从而防止

交叉配对。

3.根据权利要求2的T细胞，其中所述第一和第二CAR的间隔区是直系同源的。

4.根据权利要求1-3中任一项的T细胞，其中所述连接开启抑制性内域包含PTPN6的全

部或部分。

5.根据权利要求1-3中任一项的T细胞，其中所述包含激活性内域的CAR包含结合CD33

的抗原结合域，并且包含所述连接开启抑制性内域的CAR包含结合CD34的抗原结合域。

6.根据权利要求4的T细胞，其中所述包含激活性内域的CAR包含结合CD33的抗原结合

域，并且包含所述连接开启抑制性内域的CAR包含结合CD34的抗原结合域。

7.核酸序列，其编码如权利要求1-6中任一项所定义的第一和第二嵌合抗原受体

(CAR)。

8.根据权利要求7的核酸序列，其具有以下结构：

AgB1-间隔区1-TM1-endo1-coexpr-AgB2-间隔区2-TM2-endo2

其中，

AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合域的核酸序列；

间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

TM1是编码所述第一CAR的跨膜域的核酸序列；

endo  1是编码所述第一CAR的内域的核酸序列；

coexpr是使两个CAR能够共表达的核酸序列；

AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合域的核酸序列；

间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

TM2是编码所述第二CAR的跨膜域的核酸序列；

endo  2是编码所述第二CAR的内域的核酸序列；

其中当在T细胞中表达时，核酸序列编码多肽，所述多肽在切割位点处被切割，使得所

述第一和第二CAR共表达在T细胞的表面上。

9.根据权利要求8的核酸序列，其中所述coexpr编码包含自我切割肽的序列。

10.根据权利要求8或9的核酸序列，其中在编码相同或相似的氨基酸序列的序列区中

使用备选密码子，以避免同源重组。
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11.试剂盒，其包含

(i)第一核酸序列，其编码权利要求1-6中任一项所定义的第一嵌合抗原受体(CAR)，所

述核酸序列具有以下结构：

AgB1-间隔区1-TM1-endo1

其中，

AgB1是编码所述第一CAR的抗原结合域的核酸序列；

间隔区1是编码所述第一CAR的间隔区的核酸序列；

TM1是编码所述第一CAR的跨膜域的核酸序列；

endo  1是编码所述第一CAR的内域的核酸序列；和

(ii)第二核酸序列，其编码权利要求1-6中任一项所定义的第二嵌合抗原受体(CAR)，

所述核酸序列具有以下结构：

AgB2-间隔区2-TM2-endo2

其中，

AgB2是编码所述第二CAR的抗原结合域的核酸序列；

间隔区2是编码所述第二CAR的间隔区的核酸序列；

TM2是编码所述第二CAR的跨膜域的核酸序列；

endo  2是编码所述第二CAR的内域的核酸序列。

12.试剂盒，其包含：第一载体，其包含如权利要求11定义的第一核酸序列；和第二载

体，其包含如权利要求11定义的第一核酸序列。

13.根据权利要求12的试剂盒，其中所述载体是整合型病毒载体或转座子。

14.载体，其包含根据权利要求7-10中任一项所定义的核酸序列。

15.根据权利要求14的逆转录病毒载体或慢病毒载体或转座子。

16.制备根据权利要求1-6中任一项的T细胞的方法，其包括将根据权利要求7-10中任

一项的核酸序列；如权利要求11中定义的第一核酸序列和第二核酸序列；和/或如权利要求

12中定义的第一载体和第二载体或根据权利要求13-15中任一项的载体导入T细胞的步骤。

17.根据权利要求16的方法，其中所述T细胞来自从受试者分离的样品。

18.药物组合物，其包含根据权利要求1-6中任一项的多种T细胞。

19.根据权利要求18的药物组合物，其用于治疗疾病。

20.根据权利要求1-6中任一项的T细胞在制备用于治疗疾病的药物中的用途。

21.根据权利要求20的用途，其中治疗方法包括以下步骤：

(i)从受试者分离包含T细胞的样品；

(ii)用根据权利要求7-10中任一项的核酸序列；如权利要求11中定义的第一核酸序列

和第二核酸序列；如权利要求12中定义的第一载体和第二载体或根据权利要求13-15中任

一项的载体转导或转染所述T细胞；并

(iii)将来自(ii)的T细胞施用于所述受试者。

22.根据权利要求20或21的用途，其中所述疾病是癌症。

23.天然杀伤(NK)细胞，其在细胞表面上共表达第一嵌合抗原受体(CAR)和第二CAR，每

个CAR包含：

(i)抗原结合域；
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(ii)间隔区；

(iii)跨膜域；和

(iv)内域

其中所述第一和第二CAR的抗原结合域结合不同抗原，并且其中所述第一或第二CAR之

一是包含激活性内域的激活性CAR，所述激活性内域含有基于免疫受体酪氨酸的活化基序

(ITAM)，并且另一个CAR是包含连接开启抑制性内域的抑制性CAR，所述抑制性内域包含来

自含Src同源(SH2)域的蛋白质酪氨酸磷酸酶的酪氨酸磷酸酶域，其被磷酸化的基于免疫受

体酪氨酸的抑制基序(ITIM)募集；并且其中在所述第一CAR和所述第二CAR连接后，所述第

一CAR的间隔区和所述第二CAR的间隔区共定位。

24.包含根据权利要求1的CAR表达性T细胞和/或根据权利要求23的CAR表达性NK细胞

的细胞组合物，其通过用编码所述第一和第二CAR的核酸转导离体血液样品制备。
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细胞

发明领域

[0001] 本发明涉及包含超过一种嵌合抗原受体(CAR)的细胞。由于靶细胞的两个或更多

个抗原的表达(或非表达)的差异模式，所述细胞可以能够特异性识别靶细胞。

[0002] 发明背景

[0003] 已经描述了用于癌症治疗的许多免疫治疗剂，包括治疗性单克隆抗体(mAb)，免疫

缀合性mAb，放射缀合性mAb和双特异性T细胞结合剂(engager)。

[0004] 通常，这些免疫治疗剂靶向单一抗原：例如，利妥昔单抗(Rituximab)靶向CD20；

Myelotarg靶向CD33；并且阿仑珠单抗(Alemtuzumab)靶向CD52。

[0005] 然而，单一抗原的存在(或缺乏)有效描述癌症是相对罕见的，这可以导致缺少特

异性。靶向正常细胞上的抗原表达导致中靶脱瘤毒性(on-target  off-tumour  toxicity)。

[0006] 基于单一抗原不能将大多数癌症与正常组织区分。因此，发生相当大的“中靶脱

瘤”毒性，由此正常组织被疗法损伤。例如，虽然用利妥昔单抗靶向CD20以治疗B细胞淋巴

瘤，但消耗了整个正常B细胞区室，虽然靶向CD52以治疗慢性淋巴细胞性白血病，但消耗整

个淋巴样区室，虽然靶向CD33以治疗急性髓样白血病，但损伤了整个髓样区室等。

[0007] 预测的“中靶脱瘤”毒性的问题已经通过临床试验证实。例如，靶向ERBB2的方法引

起具有对肺和肝转移性的结肠癌的患者的死亡。ERBB2在某些患者的结肠癌中过表达，但它

也在几种正常组织，包括心脏和正常血管系统上表达。

[0008] 在一些癌症中，肿瘤是通过一种抗原(通常是组织特异性抗原)的存在和存在于正

常细胞上的另一种抗原的缺乏来最佳限定。例如，急性髓样白血病(AML)细胞表达CD33。正

常干细胞表达CD33，但也表达CD34，而AML细胞通常是CD34阴性的。仅靶向CD33以治疗AML与

显著毒性相关，因为它消耗正常干细胞。然而，特异性靶向CD33阳性，但非CD34阳性的细胞

会避免这种相当大的中靶脱瘤毒性。

[0009] 因此，需要能够更为靶向以反映与许多癌症相关的标志物表达的复杂模式的免疫

治疗剂。

[0010] 嵌合抗原受体(CAR)

[0011] 嵌合抗原受体是将单克隆抗体(mAb)的特异性嫁接到T细胞的效应子功能的蛋白

质。它们通常的形式是I型跨膜域蛋白的形式，具有全部连接到复合内域(endodomain)的抗

原识别氨基端，间隔区(spacer)，跨膜域，所述内域传送T细胞存活和活化信号(参见图1A)。

[0012] 这些分子的最常见形式是来源于识别靶抗原的单克隆抗体的单链可变片段

(scFv)的融合体，所述单链可变片段通过间隔区和跨膜域融合到信号传导内域。这类分子

导致响应scFv对其靶标的识别的T细胞活化。当T细胞表达此种CAR时，它们识别并杀死表达

靶抗原的靶细胞。已经开发了针对肿瘤相关抗原的几种CAR，并且使用这样的CAR表达T细胞

进行的过继转移方法目前在临床试验中用于各种癌症的治疗中。

[0013] 然而，CAR表达性T细胞的使用也与中靶脱瘤毒性相关。例如，靶向羧基脱水酶-IX

(carboxy  anyhydrase-IX)(CAIX)以治疗肾细胞癌的基于CAR的方法导致肝毒性，其被认为

是由于特异性攻击胆管上皮细胞引起(Lamers  et  al(2013)Mol.Ther.21:904-912)。

说　明　书 1/50 页

5

CN 105848673 B

5



[0014] 因此，需要具有更大的选择性和降低的中靶脱瘤毒性的备选的基于CAR  T细胞的

方法。

[0015] 附图简述

[0016] 图1：(a)CAR的一般化结构：结合域识别抗原；间隔区从细胞表面抬高结合域；跨膜

域将蛋白质锚定到膜上，并且内域传递信号。(b)至(d)：CAR内域的不同代和排列：(b)起始

设计经由FcεR1-γ或CD3ζ内域传递ITAM信号，而后来的设计顺式传递额外的(c)一个或(d)

两个共刺激信号。

[0017] 图2：显示本发明的示意图

[0018] 本发明涉及工程化T细胞以响应靶细胞抗原表达的逻辑规则。这用设想的FACS散

点图最好地例示。靶细胞群表达抗原“A”和“B”中的两种或者一种，或均不表达这两种抗原。

不同的靶标群(红色标记)通过用不同门(gate)连接的一对CAR转导的T细胞杀死。用或(OR)

门控的受体，将会杀死单阳性和双重阳性细胞两者。用和(AND)门控受体，仅杀死双重阳性

靶细胞。用和非(和非)门孔，在单阳性靶标的情况下，双重阳性靶标得到保持。

[0019] 图3：靶细胞群的产生

[0020] SupT1细胞被用作靶细胞。转导这些细胞以表达CD19，CD33或CD19和CD33两者。用

适宜的抗体染色靶细胞，并通过流式细胞术分析。

[0021] 图4：或门的盒设计

[0022] 单个可读框给这两个CAR提供具有符合读码框的FMD-2A序列，导致两种蛋白质。信

号1是来源于IgG1的信号肽(但可以是任何有效的信号肽)。scFv1是识别CD19的单链可变区

段(但可以是scFv或肽环或配体或实际上是识别任何期望的任意靶标的任何域)。STK是CD8

茎，但可以是任何合适的胞外域。CD28tm是CD28跨膜域，但可以是任何合适的I型蛋白跨膜

域，并且CD3Z是CD3Zeta内域，但可以是包含ITAM的任何内域。信号2是来源于CD8的信号肽，

但可以是在DNA序列上与信号1不同的任何有效的信号肽。scFv识别CD33，但就scFv1而言是

任意的。HC2CH3是人IgG1的铰链-CH2-CH3，但可以是不与第一CAR中使用的隔离区交叉配对

的任何胞外域。CD28tm'和CD3Z'与CD28tm和CD3Z编码相同的蛋白质序列但密码子摆动，以

防止同源重组。

[0023] 图5：用于或门的嵌合抗原受体(CAR)的示意图

[0024] 构建刺激性CAR，其由下列各项组成：N端A)抗CD19scFv域，紧接着是人CD8的胞外

铰链区，或B)抗CD33的scFv域，紧接着是人IgG1的胞外铰链区，CH2和CH3区(含有pvaa突变

以降低FcR结合)。这两种受体包含人CD28跨膜域和人CD3Zeta(CD247)内域。“S”描述了二硫

键的存在。

[0025] 图6：显示两种CAR在一种T细胞表面上共表达的表达数据。

[0026] 图7：或门的功能分析

[0027] 表达或门构建体的效应细胞(5×104细胞)与可变数量的靶细胞共温育，并且在16

小时后通过ELISA分析IL-2。图显示来自单独的效应细胞的化学刺激(PMA和离子霉素

(lonomycin))的平均最大IL-2分泌和来自三个重复的无任何刺激的效应细胞的平均背景

IL-2。

[0028] 图8：显示用于表达两种和门的盒的两种形式的草图

[0029] 再一次使用FMD-2A序列共表达活化性和抑制性CAR。信号1是来源于IgG1的信号肽
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(但可以是任何有效的信号肽)。scFv1是识别CD19的单链可变区段(但可以是scFv或肽环或

配体或实际上是识别任何期望的任意靶标的任何域)。STK是CD8茎，但可以是任何不庞大

(non-bulky)的胞外域。CD28tm是CD28跨膜域，但可以是任何稳定的I型蛋白跨膜域，并且

CD3Z是CD3Zeta内域，但可以是包含ITAM的任何内域。信号2是来源于CD8的信号肽，但可以

是DNA序列上与信号1不同的任何有效的信号肽。scFv识别CD33，但就scFv1而言是任意的。

HC2CH3是人IgG1的铰链-CH2-CH3，但可以是任意庞大的胞外域。CD45和CD148分别是CD45和

CD148的跨膜和内域，但可以来源于任何此类蛋白质。

[0030] 图9：针对和门的嵌合抗原受体(CAR)的蛋白质结构的示意图。

[0031] 刺激性CAR由N端抗CD19的scFv域，紧接着是人CD8的胞外茎区，人CD28的跨膜域和

人CD3Zeta(CD247)胞内域组成。测试了两种抑制性CAR。这些由以下组成：N端抗CD33的scFv

域，紧接着是人IgG1的胞外铰链区，CH2和CH3区(含有pvaa突变以降低FcR结合)，紧接着是

人CD148或CD45的跨膜域和胞内域。“S”描述了二硫键的存在。

[0032] 图10：活化和抑制性CAR的共表达

[0033] BW5147细胞被用作效应细胞，并被转导以表达活化抗CD19CAR和抑制性抗CD33CAR

之一两者。用CD19-小鼠-Fc和CD33-兔-Fc与合适的二抗染色效应细胞，并通过流式细胞术

分析。

[0034] 图11：和门的功能分析

[0035] 表达活化抗CD19CAR和具有A)CD148或B)CXD45胞内域的抑制性抗CD33CAR的效应

细胞(5×104细胞)与可变数量的靶细胞共温育，并且在16小时后通过ELISA分析IL-2。图显

示来自单独的效应细胞的化学刺激(PMA和离子霉素)的最大IL-2分泌和来自三个重复的无

任何刺激的效应细胞的背景IL-2。

[0036] 图12：显示用于产生和非门的三种形式的盒的草图

[0037] 再一次使用FMD-2A序列共表达活化性和抑制性CAR。信号1是来源于IgG1的信号肽

(但可以是任何有效的信号肽)。scFv1是识别CD19的单链可变区段(但可以是scFv或肽环或

配体或实际上是识别任何期望的任意靶标的任何域)。STK是人CD8茎，但可以是任何不庞大

的胞外域。CD28tm是CD28跨膜域，但可以是任何稳定的I型蛋白跨膜域，并且CD3Z是CD3Zeta

内域，但可以是包含ITAM的任何内域。信号2是来源于CD8的信号肽，但可以是DNA序列上与

信号1不同的任何有效的信号肽。scFv识别CD33，但就scFv1而言是任意的。muSTK是小鼠CD8

茎，但也可以是与活化性CAR的间隔物共定位但不交叉配对的任何间隔区。dPTPN6是PTPN6

的磷酸酶域。LAIR1是LAIR1的跨膜域和内域。2Aw是FMD-2A序列的密码子摆动的形式。SH2-

CD148是与CD148的磷酸酶域融合的PTPN6的SH2域。

[0038] 图13：针对非和(NOT  AND)门的嵌合抗原受体(CAR)的示意图。

[0039] A)刺激性CAR由N端抗CD19的scFv域，紧接着是人CD8的茎区，人CD28的跨膜域和人

CD247的胞内域组成。B)抑制性CAR由N端抗CD33的scFv域，紧接着是小鼠CD8的茎区，小鼠

CD8的跨膜区和PTPN6的磷酸酶域组成。C)抑制性CAR由N端抗CD33的scFv域，紧接着是小鼠

CD8的茎区，和LAIR1的跨膜和胞内区段组成。D)抑制性CAR与前面的CAR相同，只是它与

PTPN6  SH2域和CD148磷酸酶域的融合蛋白共表达。

[0040] 图14：非和门的功能分析

[0041] 表达A)全长SHP-1或B)SHP-1的截短形式的效应细胞(5×104细胞)与可变数量的
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靶细胞共温育，并且在16小时后通过ELISA分析IL-2。图显示来自单独的效应细胞的化学刺

激(PMA和离子霉素)的平均最大的IL-2分泌和来自三个重复的无任何刺激的效应细胞的平

均背景IL-2。

[0042] 图15：或门的氨基酸序列

[0043] 图16：基于CD148和CD145的和门的氨基酸序列

[0044] 图17：两种和非(AND  NOT)门的氨基酸序列

[0045] 图18：和门功能的剖析

[0046] A.和门原型显示于右侧，并且其响应于CD19，CD33单阳性靶标和CD19，CD33双重阳

性靶标的函数显示于左侧。B.交换scFv，以便活化性内域被CD33触发，并且抑制性内域通过

CD19活化。尽管此scFv交换，这种和门仍保持功能性。C.在抑制性CAR的间隔区中，CD8小鼠

茎替换了Fc。通过此种修饰，门不能响应CD19单阳性或CD19，CD33双重阳性靶标。

[0047] 图19：靶抗原在人工靶细胞上的表达

[0048] A.显示原始组的来源于SupT1细胞的人工靶细胞的CD19相对于CD33的流式细胞术

散点图。从左至右：双阴性SupT1细胞，CD19阳性的SupT1细胞，CD33阳性的SupT1细胞，以及

CD19和CD33阳性的SupT1细胞。B.显示产生以测试CD19和GD2门的人工靶细胞的CD19相比于

GD2的流式细胞术散点图，从左至右依次为：阴性SupT1细胞，表达CD19的SupT1细胞，用GD2

和GM3合酶载体转导从而成为GD2阳性的SupT1细胞，用CD19以及GD2和GM3合酶转导从而成

为GD2和CD19阳性的SupT1细胞。C.显示产生以测试CD19和EGFRvIII门的人工靶标的CD19相

比于EGFRvIII的流式细胞术散点图。从左至右为：阴性SupT1细胞，表达CD19的SupT1细胞，

用EGFRvIII转导的SupT1细胞，和用CD19以及EGFRvIII转导的SupT1细胞。D.显示产生以测

试CD19和CD5门的人工靶标的CD19相比于CD5的流式细胞术散点图。从左至右为：阴性293T

细胞，用CD19转导的293T细胞，用CD5转导的293T细胞，和用CD5以及CD19载体转导的293T细

胞。

[0049] 图20：和门的一般化(generalizability)

[0050] A.和门的草图，其修改为使得第二CAR的特异性从CD33的原始特异性改变以产生3

个新的CAR：CD19和GD2,CD19和EGFRvIII,CD19和CD5。B.CD19和GD2AND门：左：显示和门的表

达，CD19CAR的重组CD19-Fc染色(x轴)对GD2CAR的抗人Fc染色(Y轴)。右：响应于单阳性和双

重阳性靶标的函数。C.CD19和EGFRvIII和门：左：显示了和门的表达，CD19CAR的重组CD19-

Fc的染色(x轴)，对针对EGFRvIII  CAR的抗人Fc染色(Y轴)。右：响应于单阳性和双重阳性靶

标的函数。D.CD19和CD5和门：左：显示了和门的表达，针对CD19CAR的重组CD19-Fc的染色(x

轴)对针对CD5CAR的抗人Fc染色(Y轴)。右：响应于单阳性和双重阳性靶标的函数。

[0051] 图21：和非门的功能

[0052] 显示了和非门的三种实施方式的功能。经测试的门的草图显示于右侧，并且响应

于单阳性和双重阳性靶标的函数显示于左侧。A.基于PTPN6的和非门，其中第一CAR识别

CD19，具有人CD8茎间隔区和包含ITAM的活化性内域；与第二CAR共表达，所述第二CAR识别

CD33，具有小鼠CD8茎间隔区并具有由PTPN6磷酸酶域构成的内域。B.基于ITIM的和非门与

PTPN6门是相同的，只是内域被来自LAIR1的内域取代。C.CD148加强的和非门与基于ITIM的

门是相同的，只是表达PTPN6SH2和CD148的内域之间的额外的融合物。所有这三种门如预期

地工作，响应CD19而活化，但不响应一起的CD19和CD33。
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[0053] 图22：基于PTPN6的和非门功能的剖析

[0054] 将原始的基于PTPN6的和非门与几种对照比较来证明该模型。经测试的门的图显

示于右侧，响应于单阳性和双重阳性靶标的函数显示于左侧。A.原始的和非门，其中第一

CAR识别CD19，具有人CD8茎间隔区和包含ITAM的活化性内域；与第二CAR的共表达，所述第

二CAR识别CD33，具有小鼠CD8茎间隔区并具有由PTPN6磷酸酶域构成的内域。B.和非门，其

修饰为使得小鼠CD8茎间隔区被替换为Fc间隔区。C.和非门，其修饰为使得PTPN6磷酸酶域

被替换为CD148内域。原始的和非门(A.)，功能如预期那样，响应CD19而触发，但不响应CD19

和CD33两者。B中的门响应单独的CD19或一起的CD19和CD33而触发。C中的门控不响应一种

或两种靶标而触发。

[0055] 图23：基于LAIR1的和非门的剖析

[0056] 显示了针对CD19阳性，CD33阳性和CD19，CD33双重阳性靶标的功能活性。A.原始的

基于ITIM的和非门的结构和活性。此门由两个CAR组成：第一CAR识别CD19，具有人CD8茎间

隔区和含有ITAM的内域；第二CAR识别CD33，具有小鼠CD8茎间隔区和含有ITAM的内域。B基

于ITIM的对照门的结构和活性，其中小鼠CD8茎间隔区已经替换成Fc域。此门由两个CAR组

成：第一个识别CD19，具有人CD8茎间隔区和含有ITAM的内域；第二CAR识别CD33，具有Fc间

隔区和含有ITAM的内域。这两种门响应CD19单阳性靶标，而仅原始门在对CD19和CD33双重

阳性靶标的响应中是无活性的。

[0057] 图24：CAR逻辑门的动力学分离模型

[0058] 和门、非和门和对照的动力学分离和行为模型。CAR识别CD19或CD33。可以设想免

疫突触在代表靶细胞膜的蓝线和代表T细胞膜的红线之间。‘45’是存在于T细胞上的天然

CD45蛋白质。‘H8’是具有人CD8茎作为间隔区的CAR胞外域。‘Fc’是具有人HCH2CH3作为间隔

区的CAR胞外域。‘M8’是具有鼠CD8茎作为间隔区的CAR胞外域。‘19’表示靶细胞表面上的

CD19。‘33’表示在靶细胞表面上的CD33。符号‘⊕’表示包含ITAMS的活化性内域。符号

代表具有慢动力学的磷酸酶-‘连接开启’内域，诸如由PTPN6的催化域或ITIM构成的内域。

符号 表示具有快速动力学的磷酸酶-‘连接关闭’内域，如CD45或CD148的内域。在图中这

个符号被放大以强调其强大的活性。

[0059] (a)显示推测的功能性和门的行为，所述和门由一对CAR构成，其中第一CAR识别

CD19，具有人CD8茎间隔区和活化性内域；并且第二CAR识别CD33，具有Fc间隔区和CD148内

域。

[0060] (b)显示推测的对照和门的行为。此处，第一CAR识别CD19，具有人CD8茎间隔区和

活化性内域；并且第二CAR识别CD33，但具有小鼠CD8茎间隔区和CD148内域。

[0061] (c)显示功能性和非门的行为，所述和非门由一对CAR构成，其中第一CAR识别

CD19，具有人CD8茎间隔区和活化性内域；并且第二CAR识别CD33，具有小鼠CD8茎间隔区和

PTPN6内域。

[0062] (d)显示推测的对照和非门的行为，所述对照和非门由一对CAR构成，其中第一CAR

识别CD19，具有人CD8茎间隔区和活化性内域；并且第二CAR识别CD33，但具有Fc间隔区和

PTPN6内域。

[0063] 在第一列中，靶细胞是CD19和CD33阴性的。在第二列中，靶标是CD19阴性和CD33阳
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性的。在第三列中，靶细胞是CD19阳性和CD33阴性的。在第四列中，靶细胞是CD19和CD33阳

性的。

[0064] 图25：基于APRIL的CAR的设计。

[0065] 修饰CAR设计，使得scFv被替换为增殖诱导配体(APRIL)的修饰形式，其与BCMA，

TACI和蛋白聚糖相互作用以起抗原结合域作用：APRIL是截短的以使蛋白聚糖结合的氨基

端不存在。然后，将信号肽连接至截短的APRIL氨基端，以将蛋白质导向到细胞表面。产生了

三种具有这种基于APRIL的结合域的CAR：A.在第一CAR中，人类CD8茎域用作间隔域。B.在第

二CAR中，来自IgG1的铰链用作间隔域。C.在第三CAR中，使用修饰为具有由Hombach  et  al

(2010Gene  Ther.17:1206-1213)描述的pva/a突变以降低Fc受体结合的人IgG1的铰链，CH2

和CH3域作为间隔区(因此称作Fc-pvaa)。在全部CAR中，这些间隔区连接至CD28跨膜域，然

后连接至含有CD28，OX40和CD3-Zeta内域的融合物的三部分内域(Pule  et  al,Molecular 

therapy,2005:Volume  12；Issue  5；Pages  933-41)。

[0066] 图26：注释的上述三种APRIL-CAR的氨基酸序列

[0067] A:显示注释的CD8茎APRIL  CAR的氨基酸序列；B：显示注释的基于APRIL  IgG1铰链

的CAR的氨基酸序列；C：显示注释的基于APRIL  Fc-pvaa的CAR的氨基酸序列。

[0068] 图27：基于APRIL的不同CAR的表达和配体结合

[0069] A.在逆转录病毒基因载体中受体与标记基因截短的CD34共表达。标记基因在经转

导的细胞上的表达允许转导的确认。B.用具有CD8茎间隔区，IgG1的铰链或Fc间隔区的基于

APRIL的CAR转导T细胞。为测试这些受体是否可以在细胞表面上稳定表达，然后用抗APRIL-

生物素/链霉亲合素APC和抗CD34染色T细胞。进行流式细胞分析。在细胞表面上在三种CAR

中同等地检测到APRIL，提示它们是同等稳定地表达。C.接着，测定了CAR识别TACI和BCMA的

能力。用融合至小鼠IgG2a  Fc融合物的重组BCMA或TACI以及抗小鼠二抗和抗CD34染色经转

导的T细胞。所有三种受体形式显示结合BCMA和TACI两者。惊奇的发现是与BCMA的结合看起

来强于与TACI的结合。另一个惊奇的发现是，虽然这三种CAR都同等地表达，CD8茎和IgG1铰

链CAR显示比具有Fc间隔区的CAR更好地识别BCMA和TACI。

[0070] 图28：不同CAR构建体的功能

[0071] 用三种不同的基于APRIL的CAR进行了功能测定。正常供体外周血T细胞未转导

(NT)，或经转导以表达不同的CAR。使用相同滴度的上清液进行转导。然后消耗这些T细胞的

CD56以除去非特异性NK活性并用作效应物。将未转导的SupT1细胞(NT)或者经转导以表达

BCMA或TACI的SupT1细胞用作靶标。显示的数据是来自5个独立实验的平均值和标准偏差。

A.使用铬释放测定BCMA和TACI表达T细胞的特异性杀伤。B.也测定了干扰素μ的释放。以1:1

的比例共培养靶标和效应物。24小时后，通过ELISA测定在上清液中的干扰素μ。CAR  T细胞

的增殖/存活也通过计数再温育6天的相同共培养物中的CAR的T细胞的数量确定。全部3种

CAR直接响应表达BCMA和TACI的靶标。对BCMA的响应比对TACI的响应强。

[0072] 图29：和门在原代细胞中的功能性

[0073] 从血液中分离PBMC，并使用PHA和IL-2刺激。两天后，在Retronectin包被的板上用

含有CD19:CD33和门构建体的逆转录病毒转导细胞。在第5天，通过流式细胞术评估了由和

门构建体翻译的两种CAR的表达水平并且对细胞消耗了CD56+细胞(主要是NK细胞)。在第6

天，以1:2的效应物比靶细胞的比例使PBMC与靶细胞共培养。在第8天收集上清液并通过
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ELISA分析IFN-γ的分泌。

[0074] 图30：在和非门中的IgM和IgG

[0075] 为了测试和非门是否可以在延长的间隔区长度上发挥功能，将激活性CAR(抗

CD19)和抑制性CAR(抗CD33)间隔区取代为较长间隔区。将人IgM和IgG的Fc区用于延长间隔

区的长度。IgM的Fc含有相比于IgG的额外的Ig域，由于此原因将IgM的间隔区放置在已知具

有膜近端结合表位的抗CD19  CAR上。相反，抗CD33结合表位位于该分子的远端末端，因此在

此CAR上使用在相对较短的IgG间隔区。将延长间隔区的和非门构建体转导到小鼠的T细胞

系中。然后将固定数量的经转导的T细胞与可变数量的靶细胞共培养16-24小时，在此之后

通过ELISA测定在上清液中分泌的IL-2的量。

[0076] 图31：抗CD19/抗GD2和非门

[0077] 为了测试和非门平台的稳健性(robustness)，用两个其他的不相关的结合剂(抗

GD2和抗EGFRvIII)取代来自抑制性CAR(抗CD33)的结合域。在具有截短SHP-1或LAIR胞质域

的和非门平台中，将抗GD2或抗EGFRvIII的scFv片段取代为抗CD33。将这些构建体转导到小

鼠T细胞系中，并且将固定数量的T细胞与可变数量的靶细胞共培养。在共培养16-24小时

后，通过ELISA分析在上清液中分泌的IL-2的量。A)抗CD19/抗GD2和非门，B)抗CD19/抗

EGFRvIII和非门。

[0078] 图32：用于构建逻辑门控CAR  T细胞的设计规则。

[0079] 用草图形式显示或、和非及和门控的CAR，其中靶细胞在顶端，T细胞在底部，突触

在中间。靶细胞表达任意的靶抗原A和B。

[0080] T细胞表达两种CAR，其由抗A和抗B识别域，间隔区和内域构成。或门要求(1)仅间

隔区，其允许抗原识别和CAR活化，和(2)两种CAR以具有活化性内域；和非门需要(1)间隔

区，其在识别两种抗原后导致两种CAR的共分离和(2)具有活化性内域的一种CAR，和其内域

包含或募集弱磷酸酶的另一种CAR；和门需要(1)间隔区，其导致在识别两种抗原后两种CAR

分离成免疫突触的不同部分，和(2)具有活化性内域的一种CAR，和其内域包含强的磷酸酶

的另一种CAR。

[0081] 发明概述

[0082] 本发明人已经开发了一组“逻辑门控”嵌合抗原受体对，它们当通过细胞(如T细

胞)表达时能够检测至少两个靶抗原表达的特定模式。如果至少两个靶抗原任意地表示为

抗原A和抗原B，三个可能的选项如下：

[0083] “或门(OR  GATE)”：当抗原A或抗原B存在于靶细胞上时T细胞触发

[0084] “和门(AND  GATE)”：只有当两种抗原A和B都存在于靶细胞上时，T细胞触发

[0085] “和非门”：如果仅抗原A存在于靶细胞上，T细胞触发，但如果这两种抗原A和B都存

在于靶细胞上，T细胞不会触发

[0086] 可以基于两个或更多个标记物的其特定的表达(或表达缺乏)，调整表达这些CAR

组合的工程化改造的T细胞，以对癌细胞敏锐特异性的。

[0087] 因此，在第一方面，本发明提供细胞，其在细胞表面上共表达第一嵌合抗原受体

(CAR)和第二CAR，每一CAR包含：

[0088] (i)抗原结合域；

[0089] (ii)间隔区；
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[0090] (iii)跨膜域；和

[0091] (iv)胞内T细胞信号传导域(内域)

[0092] 其中第一和第二CAR的抗原结合域结合不同抗原，其中第一或第二CAR中的一个是

包含活化性细胞内T细胞信号传导域的活化性CAR，并且另一个CAR是包含“连接开启”(如本

文定义)抑制性细胞内T细胞信号传导域的抑制性CAR。

[0093] 细胞可以是免疫效应细胞，如T细胞或天然杀伤(NK)细胞。本文提及的与T细胞相

关的特征同样适用于其它免疫效应细胞，如NK细胞。

[0094] 第一CAR的间隔区可以与第二CAR的间隔区不同。

[0095] 第一和第二CAR的间隔区可以足够不同以防止交叉配对，但是必须足够相似以导

致CAR在T细胞膜上共定位。

[0096] 在第一和第二CAR的间隔区可以是直系同源的，如小鼠和人CD8茎。

[0097] 在涉及“和非”门的本发明中，第一CAR或第二CAR中的一个是包含活化性内域的活

化性CAR，而另一个CAR是包含“连接开启”抑制性内域的抑制性CAR。在不存在抑制CAR连接

的情况中，抑制性CAR不显著抑制通过激活性CAR的T-细胞活化，但是当连接抑制性CAR时，

抑制通过激活性CAR的T-细胞活化。在这些实施方案中，第一和第二CAR间隔区是足够地不

同以防止第一和第二CAR的交叉配对，但是足够相似以导致连接后的第一和第二CAR的共定

位。

[0098] 抑制性内域可包含蛋白质-酪氨酸磷酸酶的至少一部分。

[0099] 抑制性内域可以包含PTPN6的全部或一部分。

[0100] 抑制性内域可以包含ITIM域。

[0101] 抑制性内域可以包含与融合物共表达相结合的ITIM域，所述融合物在蛋白质-酪

氨酸磷酸酶的至少一部分和受体样酪氨酸磷酸酶的至少一部分之间。该融合物可以包含来

自蛋白质-酪氨酸磷酸酶的一个或多个SH2域。例如，融合可以在PTPN6SH2域和CD45内域之

间或PTPN6SH2域和CD148内域之间进行。

[0102] 如在导言中解释的，急性髓样白血病(AML)细胞表达CD33。正常干细胞表达CD33，

但也表达CD34，而AML细胞通常是CD34阴性的。仅靶向CD33以治疗AML与显著毒性相关，因为

它消耗正常干细胞。然而，特异性靶向CD33阳性，但非CD34阳性的细胞会避免这种相当大的

脱靶毒性。因此，在本发明中，包含激活性内域的CAR可以包含结合CD33的抗原结合域，并且

包含连接开启抑制性内域的CAR可以包含结合CD34的抗原结合域。

[0103] 在第二方面，本发明提供核酸序列，其编码在本发明的第一方面所定义的第一和

第二嵌合抗原受体(CAR)两者。

[0104] 相应的核酸序列可以具有以下结构：AgB1-间隔区1-TM1-endo1-coexpr-AgB2-间

隔区2-TM2-endo2

[0105] 其中，

[0106] AgB1是编码第一CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0107] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0108] TM1是编码第一CAR的跨膜域的核酸序列；

[0109] endo  1是编码第一CAR的内域的核酸序列；

[0110] coexpr是允许两个CAR共表达的核酸序列(例如，切割位点)；
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[0111] AgB2是编码第二CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0112] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0113] TM2是编码第二CAR的跨膜域的核酸序列；

[0114] endo  2是编码第二CAR的内域的核酸序列；

[0115] 其中当在T细胞中表达时，所述核酸序列编码的多肽在切割位点被切割，使得第一

和第二CAR共表达在T细胞的表面上。

[0116] 允许两个CAR共表达的核酸序列可编码自我切割肽或序列(其是允许共表达两个

CAR的备选手段)例如内部核糖体进入序列或2nd启动子或其他这样的手段，由此本领域技术

人员可以从同一载体表达两种蛋白质。

[0117] 备选的密码子可以用于编码相同或相似的氨基酸序列的序列区，以避免同源重

组。

[0118] 在第三方面，本发明提供试剂盒，其包含

[0119] (i)第一核酸序列，其编码在本发明的第一方面所定义的第一嵌合抗原受体

(CAR)，所述核酸序列具有以下结构：

[0120] AgB1-间隔区1-TM1-endo1

[0121] 其中，

[0122] AgB1是编码第一CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0123] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0124] TM1是编码第一CAR的跨膜域的核酸序列；

[0125] endo  1是编码第一CAR的内域的核酸序列；和

[0126] (ii)第二核酸序列，其编码在本发明的第一方面所定义的第二嵌合抗原受体

(CAR)，所述核酸序列具有以下结构：

[0127] AgB2-间隔区2-TM2-endo2

[0128] 其中，

[0129] AgB2是编码第二CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0130] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0131] TM2是编码第二CAR的跨膜域的核酸序列；

[0132] endo  2是编码第二CAR的内域的核酸序列。

[0133] 在第四方面，本发明提供试剂盒，其包含：第一载体，其包含如上定义的第一核酸

序列；和第二载体，其包含如上定义的第一核酸序列。

[0134] 载体可以是质粒载体，逆转录病毒载体或转座子载体。载体可以是慢病毒载体。

[0135] 在第五方面，本发明提供载体，其包含根据本发明的第二个方面的核酸序列。载体

可以是慢病毒载体。

[0136] 载体可以是质粒载体，逆转录病毒载体或转座子载体。

[0137] 在第六个方面，本发明涉及以下述方式共表达超过两个(more  than  two)CAR，使

得在靶细胞上可以识别超过两种抗原的复杂模式。

[0138] 在第七方面，本发明提供了制备根据本发明的第一方面的T细胞的方法，其包括将

编码第一和第二CAR的一个或多个核酸序列或如上定义的一种或多种载体导入T细胞的步

骤。
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[0139] T细胞可以来自从患者，相关的或不相关的造血移植供体，完全不相关的供体，从

脐带血分离的样品，或从胚胎细胞系分化，从诱导的祖细胞系分化，或来源于经转化的T细

胞系。

[0140] 在第八方面，本发明提供了包含根据本发明的第一方面的多个T细胞的药物组合

物。

[0141] 在第九方面，本发明提供了用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括将根据本发明

的第八方面的药物组合物施用于受试者的步骤。

[0142] 该方法可以包括以下步骤：

[0143] (i)分离如上列出的T细胞。

[0144] (ii)用编码第一和第二CAR的一种或多种核酸序列或包含此种核酸序列的一种或

多种载体转导或转染所述T细胞；和

[0145] (iii)将来自(ii)的T细胞施用于受试者。

[0146] 疾病可以是癌症。

[0147] 在第十个方面，本发明提供根据本发明的第八方面的药物组合物，其用于治疗和/

或预防疾病。

[0148] 疾病可以是癌症。

[0149] 在第十一方面，本发明提供根据本发明第一方面的T细胞的用途，用于制备用于治

疗和/或预防疾病的药物。

[0150] 疾病可以是癌症。

[0151] 本发明还提供了核酸序列，其包含：

[0152] a)编码第一嵌合抗原受体(CAR)的第一核苷酸序列；

[0153] b)编码第二CAR的第二核苷酸序列；

[0154] c)编码位于第一和第二核苷酸序列之间的自我切割肽的序列，从而使得两个CAR

被表达为单独的实体。

[0155] 备选密码子可以用于编码相同或相似氨基酸序列的区域中的第一和第二核苷酸

序列中的一个或多个部分。

[0156] 本发明还提供此类核酸的载体和细胞。

[0157] 本发明的“和非门”提供了相比于至今描述的涉及靶向单一肿瘤相关抗原的CAR的

显著的优势。这里，当肿瘤细胞的特征在于存在一个(或多个)抗原和不存在另一个抗原时，

这可以使用本发明的基于CAR的和非方法可以特异性靶定。将不会靶定表达这两种抗原的

正常细胞，导致更大的选择性和降低的中靶脱瘤毒性。在这种情况下，针对单一抗原的CAR

方法将同时靶向肿瘤细胞和正常细胞。

[0158] 本发明的其它方面

[0159] 本发明还涉及在下述编号的段落中列出的方面：

[0160] 1 .T细胞，其在细胞表面上共表达第一嵌合抗原受体(CAR)和第二CAR，每一CAR包

含：

[0161] (i)抗原结合域；

[0162] (ii)间隔区

[0163] (iii)跨膜域；和
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[0164] (iv)内域

[0165] 其中所述第一和第二CAR的抗原结合域结合不同抗原，其中所述第一CAR的间隔区

不同于所述第二CAR的间隔区，并且其中第一或第二CAR中的一个是包含活化内域的活化性

CAR，并且另一个CAR是包含活化内域的活化性CAR或包含连接开启或连接关闭的抑制性内

域的抑制性CAR。

[0166] 2 .根据段1的T细胞，其中第一CAR的间隔区具有与第二CAR的间隔区不同的长度

和/或电荷和/或大小和/或构造和/或糖基化，使得当第一CAR和第二CAR结合它们各自的靶

抗原时，第一CAR和第二CAR在T细胞膜上是空间上分离的。

[0167] 3.根据段2的T细胞，其中第一间隔区或第二间隔区包含CD8茎，并且另一个间隔区

包含IgG1的铰链，CH2和CH3域。

[0168] 4.根据段1的T细胞，其中第一CAR和第二CAR是活化性CAR。

[0169] 5.根据段4的T细胞,其中一种CAR结合CD19，并且另一种CAR结合CD20。

[0170] 6.根据段2或3的T细胞，其中第一CAR或第二CAR中的一个是包含活化内域的活化

性CAR，和另一个CAR是包含连接关闭的抑制性内域的抑制性CAR，在不存在抑制性CAR连接

时，所述抑制性CAR抑制通过活化性CAR的T-细胞活化，当连接抑制性CAR时，抑制性CAR不会

显著地抑制通过活化性CAR的T-细胞活化。

[0171] 7.根据段6的T细胞，其中抑制性内域包含来自CD148或CD45的内域的全部或部分。

[0172] 8.根据段6或7的T细胞，其中第一CAR的抗原结合域结合CD5和第二CAR的抗原结合

域结合CD19。

[0173] 9.根据段1的T细胞，其中第一和第二间隔区是足够不同的，从而防止第一和第二

CAR的交叉配对，但足够相似以导致第一和第二CAR在连接后的共定位。

[0174] 10.根据段9的T细胞，其中第一CAR或第二CAR中的一个是包含活化内域的活化性

CAR，和另一个CAR是包含连接开启的抑制性内域的抑制性CAR，在不存在抑制性CAR连接时，

所述抑制性CAR不会显著地抑制通过活化性CAR的T-细胞活化，当连接抑制性CAR时，抑制性

CAR抑制通过活化性CAR的T-细胞活化。

[0175] 11 .根据段10的T细胞，其中所述连接开启的抑制性内域包含磷酸酶的至少一部

分。

[0176] 12.根据段11的T细胞，其中所述连接开启的抑制性内域包含PTPN6的全部或部分。

[0177] 13.根据段10的T细胞，其中所述连接开启的抑制性内域包含至少一种ITIM域。

[0178] 14.根据段13的T细胞，其中所述连接开启的抑制性内域的活性通过PTPN6-CD45或

CD148融合蛋白的共表达而增强。

[0179] 15.根据段10-14中任一项的T细胞，其中所述包含活化内域的CAR包含结合CD33的

抗原结合域，并且包含连接开启的抑制性内域的CAR包含结合CD34的抗原结合域。

[0180] 16.T细胞，其包含如前述段落中定义的两种以上的CAR，使得所述CAR被具有两种

以上抗原的不同模式的细胞，如T细胞特异性刺激。

[0181] 17.核酸序列，其编码如段1-16中之一所定义的第一和第二嵌合抗原受体(CAR)。

[0182] 18.根据段7的核酸序列，其具有以下结构：

[0183] AgB1-间隔区1-TM1-endo1-coexpr-AgB2-间隔区2-TM2-endo2

[0184] 其中，
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[0185] AgB1是编码第一CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0186] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0187] TM1是编码第一CAR的跨膜域的核酸序列；

[0188] endo  1是编码第一CAR的内域的核酸序列；

[0189] coexpr是使两个CAR共表达的核酸序列；

[0190] AgB2是编码第二CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0191] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0192] TM2是编码第二CAR的跨膜域的核酸序列；

[0193] endo  2是编码第二CAR的内域的核酸序列；

[0194] 其中当在T细胞中表达时，所述核酸序列编码的多肽在切割位点被切割，使得第一

和第二CAR共表达在T细胞的表面上。

[0195] 19.根据段18的核酸序列，其中所述coexpr编码包含自我切割肽的序列。

[0196] 20.根据段18或19的核酸序列，其中备选密码子用于编码相同或相似的氨基酸序

列的序列区，以避免同源重组。

[0197] 21.试剂盒，其包含

[0198] (i)第一核酸序列，其编码段1-16中之一所定义的第一嵌合抗原受体(CAR)，所述

核酸序列具有以下结构：

[0199] AgB1-间隔区1-TM1-endo1

[0200] 其中，

[0201] AgB1是编码第一CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0202] 间隔区1是编码第一CAR的间隔区的核酸序列；

[0203] TM1是编码第一CAR的跨膜域的核酸序列；

[0204] endo  1是编码第一CAR的内域的核酸序列；和

[0205] (ii)第二核酸序列，其编码段1-16中之一所定义的第二嵌合抗原受体(CAR)，所述

核酸序列具有以下结构：

[0206] AgB2-间隔区2-TM2-endo2

[0207] 其中，

[0208] AgB2是编码第二CAR的抗原结合域的核酸序列；

[0209] 间隔区2是编码第二CAR的间隔区的核酸序列；

[0210] TM2是编码第二CAR的跨膜域的核酸序列；

[0211] endo  2是编码第二CAR的内域的核酸序列。

[0212] 22.试剂盒，其包含：第一载体，其包含如段21定义的第一核酸序列；和第二载体，

其包含如段21定义的第一核酸序列。

[0213] 23.根据段22的试剂盒，其中所述载体是整合型病毒载体或转座子。

[0214] 24.载体，其包含根据段17-20中任一项所定义的的核酸序列。

[0215] 25.根据段24的逆转录病毒载体或慢病毒载体或转座子。

[0216] 26.制备根据段1-16中任一项的T细胞的方法，其包括将根据段17-20中任一项的

核酸序列，如段21中定义的第一核酸序列和第二核酸序列；和/或如段22中定义的第一载体

和第二载体或根据段24或25的载体导入T细胞的步骤。
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[0217] 27.根据段24的方法，其中所述T细胞来自从受试者分离的样品。

[0218] 28.药物组合物，其包含根据段1-16中任一项的多种T细胞。

[0219] 29.用于治疗和/或预防疾病的方法，其包括将根据段28的药物组合物施用于受试

者的步骤。

[0220] 30.根据段29的方法，其包括以下步骤：

[0221] (i)从受试者分离包含T细胞的样品。

[0222] (ii)用根据段17-20中任一项的核酸序列，如段21中定义的第一核酸序列和第二

核酸序列；和/或如段22或23中定义的第一载体和第二载体或根据段24或25的载体转导或

转染所述T细胞；和

[0223] (iii)将来自(ii)的T细胞施用于受试者。

[0224] 31.根据段29或30的方法，其中所述疾病是癌症。

[0225] 32.根据段28的药物组合物，其用于治疗和/或预防疾病。

[0226] 33 .根据段1-16中任一项的T细胞用于制备用于治疗和/或预防疾病的药物的用

途。

[0227] 发明详述

[0228] 嵌合抗原受体(CAR)

[0229] 在图1中示意性显示的CAR是嵌合的I型跨膜蛋白质，其将胞外抗原识别域(结合

剂)连接至胞内信号传导域(内域)。结合剂通常为来源于单克隆抗体(mAb)的单链可变片段

(scFv)，但它可以是基于包含抗体样抗原结合位点的其他形式。为将结合剂与膜分离并允

许它具有合适的方向，间隔域通常是必需的。常用的间隔域是IgG1的Fc。取决于抗原，更紧

凑的间隔区可以足够，例如来自CD8α的茎和甚至是仅IgG1的铰链。跨膜域将蛋白质锚定在

细胞膜中，并将间隔区连接至内域。

[0230] 早期的CAR设计具有来源于FcεR1或CD3ζ的γ链的细胞内部分的内域。因此，这些

第一代受体传输免疫信号1，其足以触发相关靶细胞的T细胞杀死，但未能充分活化T细胞以

增殖和存活。为了克服此限制，已构建了复合内域：T细胞共刺激分子的胞内部分与CD3ζ的

胞内部分的融合导致了可在抗原识别后同时传输活化和共刺激信号的第二代受体。最常使

用的共刺激域是CD28的共刺激域。这提供最有效的共刺激信号-即触发T细胞增殖的免疫信

号2。也已经描述了包括TNF受体家族内域的一些受体，例如密切相关的传输存活信号的

OX40和41BB。甚至现在已经描述了更强大的第三代CAR，其具有能够传输活化，增殖和存活

信号的内域。

[0231] 使用例如逆转录病毒载体可以将CAR编码核酸转移到T细胞。可使用慢病毒载体。

通过这种方式可产生用于过继性细胞转移的大量的癌特异性T细胞。当CAR结合靶抗原时，

这导致活化信号传输到表达所述CAR的T细胞上。因此，CAR指导T细胞的针对表达靶抗原的

肿瘤细胞的特异性和细胞毒性。

[0232] 本发明的第一方面涉及共表达第一CAR和第二CAR的T细胞，使得T细胞可以以在真

值表(truth  table)(表1，2和3)中详细描述的逻辑门的方式识别靶细胞上表达的所希望的

模式。

[0233] 第一CAR和第二CAR两者(和任选地后来的CAR)包含：

[0234] (i)抗原结合域；
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[0235] (ii)间隔区

[0236] (iii)跨膜域；和

[0237] (iv)胞内域。

[0238] 表1：CAR或门的真值表

[0239] 抗原A 抗原B 响应

不存在 不存在 未活化

不存在 存在 活化

存在 不存在 活化

存在 存在 活化

[0240] 表2：CAR和门的真值表

[0241] 抗原A 抗原B 响应

不存在 不存在 未活化

不存在 存在 未活化

存在 不存在 未活化

存在 存在 活化

[0242] 表3：CAR和非门的真值表

[0243]

[0244]

[0245] 本发明的T细胞的第一和第二CAR可以产生为包含两个CAR和切割位点的多肽。

[0246] SEQ  ID  No.1-5给出了这样的多肽的实例，其中每一个包含两个CAR。因此，CAR可

包含对应于单个CAR的以下氨基酸序列中的一个或其它部分。

[0247] SEQ  ID  No  1是识别CD19或CD33的CAR或门。

[0248] SEQ  ID  No  2是使用CD148磷酸酶识别CD19和CD33的CAR和门。

[0249] SEQ  ID  No  3是使用CD45磷酸酶识别CD19和CD33的CAR和门的备选实施方式。

[0250] SEQ  ID  No  4是基于PTPN6磷酸酶识别CD19和非CD33的CAR和非门。

[0251] SEQ  ID  No  5是识别CD19和非CD33的CAR和非门的备选实施方式并且基于来自

LAIR1的含有ITIM的内域。

[0252] SEQ  ID  No  6是识别CD19和非CD33的CAR和非门的其他备选实施方式并且募集

PTPN6-CD148融合蛋白至含有ITIM的内域。

[0253] SEQ  ID  No.1

[0254] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN
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SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNL

VWYQQKPGKAPKLLIYDTNRLADGVPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLEIKRSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGG

STYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSMDPAEPKSPDKTH

TCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV

VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKFWVLV

VVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKN

PQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0255] SEQ  ID  No.2

[0256] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNL

VWYQQKPGKAPKLLIYDTNRLADGVPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLEIKRSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGG

STYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSMDPAEPKSPDKTH

TCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV

VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKAVFGC

IFGALVIVTVGGFIFWRKKRKDAKNNEVSFSQIKPKKSKLIRVENFEAYFKKQQADSNCGFAEEYEDLKLVGISQPK

YAAELAENRGKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLKDFWRMVWEKNVYA

IIMLTKCVEQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQFHFTSWPDHGVPDT

TDLLINFRYLVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHRPLMVQTEDQY

VFLNQCVLDIVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

[0257] SEQ  ID  No.3

[0258] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNL
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VWYQQKPGKAPKLLIYDTNRLADGVPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLEIKRSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGG

STYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSMDPAEPKSPDKTH

TCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV

VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKALIAF

LAFLIIVTSIALLVVLYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEKQLMNVEPIHADILLETYKRKIADEGRLFLAEFQS

IPRVFSKFPIKEARKPFNQNKNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKEPRKYIAAQGPRDETVDDF

WRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNKCAEYWPSMEEGTRAFGDVVVKINQHKRCPDYIIQKLNIVNKKEKATGREVTH

IQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNFFSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAENKVDVYGYVVKLRR

QRCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELHPYLHNMKKRDPPSEPSPLEAEFQRLPSYRSWRTQHIGNQEE

NKSKNRNSNVIPYDYNRVPLKHELEMSKESEHDSDESSDDDSDSEEPSKYINASFIMSYWKPEVMIAAQGPLKETIG

DFWQMIFQRKVKVIVMLTELKHGDQEICAQYWGEGKQTYGDIEVDLKDTDKSSTYTLRVFELRHSKRKDSRTVYQYQ

YTNWSVEQLPAEPKELISMIQVVKQKLPQKNSSEGNKHHKSTPLLIHCRDGSQQTGIFCALLNLLESAETEEVVDIF

QVVKALRKARPGMVSTFEQYQFLYDVIASTYPAQNGQVKKNNHQEDKIEFDNEVDKVKQDANCVNPLGAPEKLPEAK

EQAEGSEPTSGTEGPEHSVNGPASPALNQGS

[0259] SEQ  ID  No.4

[0260] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNL

VWYQQKPGKAPKLLIYDTNRLADGVPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLEIKRSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGG

STYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSMDPATTTKPVLRT

PSPVHPTGTSQPQRPEDCRPRGSVKGTGLDFACDIYWAPLAGICVALLLSLIITLICYHRSRKRVCKSGGGSFWEEF

ESLQKQEVKNLHQRLEGQRPENKGKNRYKNILPFDHSRVILQGRDSNIPGSDYINANYIKNQLLGPDENAKTYIASQ

GCLEATVNDFWQMAWQENSRVIVMTTREVEKGRNKCVPYWPEVGMQRAYGPYSVTNCGEHDTTEYKLRTLQVSPLDN

GDLIREIWHYQYLSWPDHGVPSEPGGVLSFLDQINQRQESLPHAGPIIVHCSAGIGRTGTIIVIDMLMENISTKGLD

CDIDIQKTIQMVRAQRSGMVQTEAQYKFIYVAIAQFIETTKKKL

[0261] SEQ  ID  No.5

[0262] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA
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LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNL

VWYQQKPGKAPKLLIYDTNRLADGVPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLEIKRSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGG

STYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSMDPATTTKPVLRT

PSPVHPTGTSQPQRPEDCRPRGSVKGTGLDFACDILIGVSVVFLFCLLLLVLFCLHRQNQIKQGPPRSKDEEQKPQQ

RPDLAVDVLERTADKATVNGLPEKDRETDTSALAAGSSQEVTYAQLDHWALTQRTARAVSPQSTKPMAESITYAAVA

RH

[0263] SEQ  ID  No.6

[0264] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNL

VWYQQKPGKAPKLLIYDTNRLADGVPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLEIKRSG

GGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGG

STYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSMDPATTTKPVLRT

PSPVHPTGTSQPQRPEDCRPRGSVKGTGLDFACDILIGVSVVFLFCLLLLVLFCLHRQNQIKQGPPRSKDEEQKPQQ

RPDLAVDVLERTADKATVNGLPEKDRETDTSALAAGSSQEVTYAQLDHWALTQRTARAVSPQSTKPMAESITYAAVA

RHRAEGRGSLLTCGDVEENPGPWYHGHMSGGQAETLLQAKGEPWTFLVRESLSQPGDFVLSVLSDQPKAGPGSPLRV

THIKVMCEGGRYTVGGLETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLRQPYSGGGGSFEAYFKKQQADSNCGFAEEYED

LKLVGISQPKYAAELAENRGKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLKDFW

RMVWEKNVYAIIMLTKCVEQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQFHFT

SWPDHGVPDTTDLLINFRYLVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHR

PLMVQTEDQYVFLNQCVLDIVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIASGS

[0265] CAR可以包含如SEQ  ID  No.1,2,3,4,5或6中所示序列的CAR编码部分的变体，其具

有至少80％，85％，90％，95％，98％或99％的序列同一性，条件是变体序列是具有所需性质

的CAR。

[0266] 序列比对的方法是本领域是公知的，并且使用合适的比对程序来完成。％序列同

一性指的是当在最佳比对两个序列时，它们中相同的氨基酸或核苷酸残基的百分比。可使

用标准算法诸如BLAST程序(在国家生物技术信息中心基本局部比对搜索工具(Basic 

Local  Alignment  Search  Tool  at  the  National  Center  for  Biotechnology 

Information))使用默认参数确定核苷酸和蛋白质序列的同源性或同一性，这在http：//

blast.ncbi .nlm .nih.gov是可公开获得的。用于确定序列同一性或同源性的其它算法包

括：LALIGN(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lalign/和http://www.ebi.ac.uk/Tools/

psa/lalign/nucleotide.html) ,AMAS(多比对序列分析(Analysis  of  Multiply  Aligned 

Sequences) ,在http://www.compbio.dundee.ac.uk/Software/Amas/amas.html) ,FASTA

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/) ,Clustal  Omega(http://www.ebi.ac.uk/
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Tools/msa/clustalo/) ,SIM(http://web .expasy .org/sim/) ,and  EMBOSS  Needle

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html)。

[0267] CAR逻辑或门

[0268] 在本实施方案中，本发明的第一和第二CAR的抗原结合域结合不同的抗原并且两

个CAR均包含活化内域。两个CAR具有不同的间隔区域以防止两个不同受体的交叉配对。因

此可以工程化改造T细胞以在识别任一个或两个抗原后活化。如Goldie-Coldman假说所指

示的，这在肿瘤学领域是有用的：由于在大多数癌症中所固有的高突变率，单一抗原的单一

靶向可以导致通过调制所述抗原进行肿瘤逃逸。通过同时靶向两种抗原，此种逃逸的概率

可以成指数地减少。

[0269] 如下表4中所示，各种肿瘤相关抗原是已知的。对于给定的疾病，第一CAR和第二

CAR可以结合到与该疾病相关的两个不同的TAA。以这种方式，由于第二抗原也被靶向，防止

了通过调控单一抗原进行的肿瘤逃逸。例如，当靶向B细胞恶性肿瘤时，可同时靶向CD19和

CD20两者。在本实施方案中，这两个CAR不异二聚体化是重要的。

[0270] 表4

[0271] 癌症类型 TAA

弥漫性大B细胞淋巴瘤 CD19,CD20

乳腺癌 ErbB2,MUC1

AML CD13,CD33

神经母细胞瘤 GD2,NCAM

B-CLL CD19,CD52

大肠癌 叶酸结合蛋白,CA-125

[0272] 动力学分离模型

[0273] 产生和门及和非门的CAR的随后配对是基于T细胞活化的动力学分离模型(KS)。这

是由实验数据支持的功能性模型，其解释了如何将通过T细胞受体进行的抗原识别转换成

下游活化信号。简要地：在基态下，在T细胞膜上的信号传导组分处于动态平衡，由此相比于

磷酸化ITAM，有利于脱磷酸化ITAM。这是由于跨膜CD45/CD148磷酸酶比膜栓系(membrane-

tethered)激酶例如lck更大的活性。当T细胞通过相关抗原的T细胞受体(或CAR)识别而衔

接靶细胞时，形成了紧密的免疫突触。T细胞和靶标膜的这种紧密并置排除了CD45/CD148，

这是因为它们的不能装配到突触中的较大胞外域。在无磷酸酶的存在下，高浓度的T细胞受

体相关ITAM和激酶在突触中的分离导致了有利于磷酸化ITAM的状态。ZAP70识别磷酸化

ITAM的阈值并且传播T细胞活化信号。本发明利用了T细胞活化的这种先进的见解。具体而

言，本发明是基于这样的见解：不同长度和/或体积和/或电荷和/或构造和/或糖基化的胞

外域如何在突触形成后导致差别分离。

[0274] CAR逻辑和门

[0275] 在本实施方案中，一个CAR包含活化性内域，并且一个CAR包含抑制性内域，其中抑

制性CAR组成性抑制第一活化性CAR，但在识别其相关抗原后解除其对活化性CAR的抑制。以

这种方式，可以工程化改造T细胞，从而仅当靶细胞表达两种相关抗原时触发。此行为是由

包含含有ITAM域的活化性内域(例如CD3Zeta内域)的活化性CAR和包含来自能够使ITAM脱

磷酸的磷酸酶的内域(例如CD45或CD148)的抑制性CAR实现的。关键的是，两个CAR的间隔区
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域在大小和/或形状和/或电荷等方面显著地不同。当仅连接活化性CAR时，抑制性CAR在T细

胞表面上在溶液中(in  solution)，并可以在抑制活化性CAR的突触中扩散并且扩散出抑制

活化性CAR的突触。当连接这两个CAR时，由于间隔区性质的差异，活化和抑制性CAR被差异

地分开，从而允许活化性CAR触发T细胞活化而不会受抑制性CAR的阻碍。

[0276] 这是在癌症治疗领域相当有用的。目前，免疫疗法一般靶向单一抗原。大多数癌症

基于单一抗原不能与正常组织区分。因此，发生大量的“中靶脱瘤”毒性，由此使正常组织被

治疗损伤。例如，虽然用利妥昔单抗靶向CD20以治疗B细胞淋巴瘤，但消耗了整个正常B细胞

区室。例如，虽然靶向CD52以治疗慢性淋巴细胞性白血病，但消耗整个淋巴样区室。例如，虽

然靶向CD33以治疗急性髓样白血病，但损伤了整个髓样区室等。通过将活性限制到一对抗

原上，可以开发精细多得多的靶向和因此毒性较低的治疗。实际的实例是靶向同时表达CD5

和CD19的CLL。仅正常B细胞的一小部分表达这两种抗原，因此用逻辑和门靶向这两种抗原

的脱靶毒性实质性小于单独靶向每种抗原。

[0277] 本发明的设计相对于Wilkie  et  al.((2012) .J.Clin.Immunol.32,1059–1070)描

述和之后在体内测试的(Kloss  et  al(2013)Nat.Biotechnol.31,71–75)的先前的实施方

式是相当大的改进。在本实施方式中，第一CAR包含(comprises  of)活化性内域，并且第二

CAR包含共刺激域。以此方式，当两种抗原都存在时，T细胞只接收活化和共刺激信号。然而，

在仅存在第一抗原的情况下，T细胞将仍然活化，这导致潜在的脱靶毒性。另外，本发明的实

施方式允许多个复合连接门(compound  linked  gate)，由此细胞可以解读抗原的复杂模

式。

[0278] 表5

[0279]

[0280]

[0281] CAR逻辑和非门

[0282] 在本实施方案中，一个CAR包含活化性内域，并且一个CAR包含抑制性内域，使得此

抑制性CAR仅在它识别其相关抗原时活化。因此，以这种方式工程化改造的T细胞响应第一

抗原的单独存在而活化，但在两种抗原均存在时不被活化。本发明是通过具有与第一CAR共

定位的间隔区的抑制性CAR实施的，但抑制性CAR的磷酸酶活性应当不是如此有力的，以致

于它在溶液中抑制，或仅当抑制性CAR识别其相关靶标时，抑制内域实际上募集磷酸。这种

内域在本文被称为“连接开启”或半抑制。

[0283] 当通过肿瘤相关抗原的存在和在正常组织表达的抗原的丢失可以区分肿瘤和正

常组织时，本发明在改善靶向中是有用的。和非门在肿瘤学领域中是相当有用的，因为它允

许靶向由正常细胞表达的抗原，所述正常细胞也表达包含活化性内域的CAR识别的抗原。这
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种抗原的实例是CD33，其是由正常干细胞和急性髓样白血病(AML)细胞表达。CD34在干细胞

上表达，但通常不在AML细胞上表达。识别CD33和非CD34的T细胞将导致白血病细胞的破坏，

但节约了(spare  of)正常干细胞。

[0284] 用于与和非门一起使用的潜在抗原对显示于表6。

[0285] 表6

[0286]

[0287] 复合门(compound  gate)

[0288] 具有上述组份的动力学分离模型允许制备复合门，例如响应超过两个靶抗原的模

式而触发的T细胞。例如，有可能制备仅当3种抗原存在(A和B和C)时触发的T细胞。此处，细

胞表达3个CAR，各自识别抗原A，B和C。一个CAR是兴奋性的(excitatory)，并且两个是抑制

性的，其中的每个CAR具有导致差别分离的间隔区域。只有当连接所有三个时，T细胞会活

化。另一个实例：(A或B)和C：此处，识别抗原A和B的CAR在活化，并具有共定位的间隔区，而

识别抗原C的CAR是抑制性的并且具有导致差别共分离的间隔区。另一个实例(A和非B)和C：

此处，针对抗原A的CAR具有活化性内域并且与针对抗原B的具有条件性抑制性内域的CAR共

定位。针对抗原C的CAR具有与A或B差别分离的间隔区并且是抑制性的。事实上，甚至更复杂

的布尔(boolean)逻辑可以用本发明的这些简单的组分与具有任何数量的CAR和间隔区一

起进行编程。

[0289] 信号肽

[0290] 本发明的T细胞的CAR可以包含信号肽使得当CAR在细胞，如T细胞内表达时，初生

蛋白被引导至内质网并随后引导至其表达的细胞表面上。

[0291] 信号肽的核心可含有一段长的疏水性氨基酸，其具有形成单个α-螺旋的倾向。信

号肽可以起始于短的带正电的一段氨基酸，这有助于在移位期间实施多肽的合适的拓扑

学。在信号肽的末端通常有被信号肽酶识别和切割的一段氨基酸。信号肽酶可以在移位期

间或完成移位之后切割以产生游离的信号肽和成熟蛋白。然后游离的信号肽被特定的蛋白

酶消化。

[0292] 信号肽可以是在分子的氨基末端。

[0293] 信号肽可包含SEQ  ID  No.7,8或9或其变体，所述变体具有5，4，3，2或1个氨基酸突

变(插入，取代或添加)，条件是信号肽仍然行使导致CAR的细胞表面表达的功能。

[0294] SEQ  ID  No.7:MGTSLLCWMALCLLGADHADG

[0295] SEQ  ID  No.7的信号肽是紧凑和高效的。预测通过信号肽酶在末端甘氨酸后产生

约95％的切割，产生有效的移除。

[0296] SEQ  ID  No.8:MSLPVTALLLPLALLLHAARP

[0297] SEQ  ID  No.8的信号肽来源于IgG1。
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[0298] SEQ  ID  No.9:MAVPTQVLGLLLLWLTDARC

[0299] SEQ  ID  No.9的信号肽来源于CD8。

[0300] 第一CAR的信号肽可以具有与第二CAR(和第三CAR和第四CAR等)的信号肽不同的

序列。

[0301] 抗原结合域

[0302] 抗原结合域是CAR的识别抗原的部分。众多的抗原结合域是本领域公知的，包括基

于抗体，抗体模拟物和T细胞受体的抗原结合位点的那些抗原结合域。例如，抗原结合域可

以包含：由单克隆抗体衍生的单链可变片段(scFv)；靶抗原的天然配体；具有针对靶标的足

够亲和性的肽；单域抗体；人工单结合剂诸如Darpin(设计的锚蛋白重复蛋白)；或T细胞受

体衍生的单链。

[0303] 抗原结合域可包含不基于抗体的抗原结合位点的域。例如，抗原结合域可包含基

于蛋白质/肽的域，所述蛋白质/肽为肿瘤细胞表面受体的可溶性配体(例如可溶性肽，如细

胞因子或趋化因子)；或膜锚定配体或者受体的胞外域，对于所述配体或者受体，结合对对

应物表达在肿瘤细胞上。

[0304] 实施例11-13涉及结合BCMA的CAR，在其中抗原结合域包含包括APRIL，即BCMA的配

体。

[0305] 抗原结合域可基于抗原的天然配体。

[0306] 抗原结合域可包含来自组合文库的亲和肽或从头设计的亲和蛋白质/肽。

[0307] 间隔区域

[0308] CAR包含间隔区序列以连接抗原结合域与跨膜域并且在空间上分离来自内域的抗

原结合域。柔性间隔区允许抗原结合域在不同方向上定向以促进结合。

[0309] 在本发明的T细胞中，第一和第二CAR可以包含不同的间隔区分子。例如，间隔区序

列可以例如包含IgG1Fc区，IgG1铰链或人CD8茎或小鼠CD8茎。间隔区可以备选地包含备选

的接头序列，其具有与IgG1Fc区，IgG1铰链或CD8茎相似的长度和/或域间距性质。可以改变

人IgG1间隔区以除去Fc结合基序。

[0310] 这些间隔区的氨基酸序列的实例如下：

[0311] SEQ  ID  No.10(人IgG1的铰链CH2CH3)

[0312] AEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV

HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN

QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ

KSLSLSPGKKD

[0313] SEQ  ID  No.11(人CD8茎):

[0314] TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI

[0315] SEQ  ID  No.12(人IgG1的铰链):

[0316] AEPKSPDKTHTCPPCPKDPK

[0317] SEQ  ID  No.13(CD2胞外域)

[0318] KEITNALETWGALGQDINLDIPSFQMSDDIDDIKWEKTSDKKKIAQFRKEKETFKEKDTYKLFKNGTLK

IKHLKTDDQDIYKVSIYDTKGKNVLEKIFDLKIQERVSKPKISWTCINTTLTCEVMNGTDPELNLYQDGKHLKLSQR

VITHKWTTSLSAKFKCTAGNKVSKESSVEPVSCPEKGLD
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[0319] SEQ  ID  no.14(CD34胞外域)

[0320] SLDNNGTATPELPTQGTFSNVSTNVSYQETTTPSTLGSTSLHPVSQHGNEATTNITETTVKFTSTSVIT

SVYGNTNSSVQSQTSVISTVFTTPANVSTPETTLKPSLSPGNVSDLSTTSTSLATSPTKPYTSSSPILSDIKAEIKC

SGIREVKLTQGICLEQNKTSSCAEFKKDRGEGLARVLCGEEQADADAGAQVCSLLLAQSEVRPQCLLLVLANRTEIS

SKLQLMKKHQSDLKKLGILDFTEQDVASHQSYSQKT

[0321] 因为CAR通常是同二聚体(见图1a)，所以交叉配对可能导致异二聚体嵌合抗原受

体。基于各种原因，这是不希望的，例如：(1)表位可能不是处在靶细胞的相同“水平”上，使

得交叉配对的CAR可能只能够结合一种抗原；(2)来自两个不同的scFv的VH和VL可以交换并

且不能识别靶标或者更坏识别意外的和不可预测的抗原。对于“或”门和“和非”门，第一CAR

的间隔区可以与第二CAR的间隔区是足够地不同的，以避免交叉配对。第一间隔区的氨基酸

序列可以与第二间隔区在氨基酸水平上共享小于50％，40％，30％或20％的同一性。

[0322] 在本发明的其他方面(例如和门)，重要的是，第一CAR的间隔区具有不同的长度

和/或电荷和/或形状和/或构造和/或糖基化，使得当第一CAR和第二CAR两者结合它们的靶

抗原时，间隔区电荷或尺寸的不同导致两种类型的CAR的空间分离至膜的不同部分，从而导

致活化，如通过动力学分离模型所预测的。在这些方面，牢记大小和靶抗原上的结合表位，

仔细地选择间隔区的不同长度和/或形状和/或构造，以允许在相关靶标识别后的差别分

离。例如，预期IgG1铰链，CD8茎，IgG1Fc，CD34的胞外域，CD45胞外域差别分离。

[0323] 差别分离并且因此适用于与和门一起使用的间隔区对的实例在下表中显示：

[0324]

[0325] 在本发明的其他方面(例如和非门)，重要的是间隔区足够不同以防止交叉配对，

但要足够相似以共定位。可采用直系同源间隔区序列对。实例是鼠和人CD8茎，或备选地单

体的间隔区域-例如CD2的胞外域。

[0326] 共定位并因此适用于与和非门一起使用的间隔区对的实例在下表中显示：

[0327]

[0328] 上述提到的所有间隔区域形成同二聚体。然而，该机制不限于使用同二聚体受体，
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并且应该与单体受体一起使用，只要间隔区具有足够的刚性。这样的间隔区的实例是CD2或

截短的CD22。

[0329] 跨膜域

[0330] 跨膜域是CAR的跨越膜的序列。

[0331] 跨膜域可以是在膜中热力学稳定的任何蛋白质结构。这通常是由几个疏水性残基

构成的α-螺旋。可以将任何跨膜蛋白质的跨膜域用于提供本发明的跨膜部分。蛋白质的跨

膜域的存在和跨度可以通过本领域的技术人员使用TMHMM算法(http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMM-2.0/)来确定。此外，考虑到蛋白质的跨膜域是相对简单的结构，即预测形

成足够长的疏水α螺旋以跨越膜的多肽序列，也可以使用人工设计的TM域(US7052906B1描

述了合成的跨膜组分)。

[0332] 跨膜域可以来源于CD28，其提供了良好的受体稳定性。

[0333] 活化性内域

[0334] 内域是CAR的信号传输部分。在抗原识别后，受体聚簇，天然CD45和CD148被排除在

突触外，并且将信号传输到细胞。最常用的内域组分是含有3个ITAM的CD3-zeta的内域。这

在结合抗原后将活化信号传输到T细胞。CD3-zeta可能不能提供完全有能力(competent)的

活化信号，并且可能需要额外的共刺激信号。例如，可以将嵌合CD28和OX40与CD3-zeta一起

用于传输增殖/存活信号，或全部三种可以一起使用。

[0335] 在本发明的T细胞包含具有活化性内域的CAR的情况中，它可以仅包含CD3-Zeta内

域，CD3-Zeta内域与CD28或OX40的内域，或CD28内域和OX40和CD3-Zeta内域。

[0336] 包含ITAM基序的任何内域可以作为本发明的活化性内域起作用。已知几种蛋白质

含有内域，所述内域具有一个或更多个ITAM基序。这种蛋白质的实例包括CD3ε链、CD3γ链

和CD3δ链等等。考虑标签YxxL/l，任意两个其他氨基酸可以容易地将ITAM基序识别为与亮

氨酸或异亮氨酸分开的酪氨酸。通常但不总是，这些基序中的两个是由分子尾部的6-8个氨

基酸分隔(YxxL/IX(6-8)YxxL/I)。因此，本领域技术人员可以容易地找到含有一个或更多

ITAM的现存蛋白质以传输活化信号。此外，考虑到基序是简单的，并且不需要复杂的二级结

构，本领域的技术人员可以设计含有人工ITAM的多肽以传输活化信号(参见WO2000063372，

其涉及合成的信号分子)。

[0337] 具有活化性内域的CAR的跨膜和胞内T细胞传递域(内域)可以包含如SEQ  ID 

No.15,16中显示的序列或其变体，所述变体具有至少80％序列同一性。

[0338] SEQ  ID  No.15，包含CD28跨膜域和CD3Z内域

[0339] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGR

DPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0340] SEQ  ID  No.16，包含CD28跨膜域，CD28和CD3Zeta内域

[0341] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSR

VKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG

ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0342] SEQ  ID  No.17，包含CD28跨膜域，CD28，OX40和CD3Zeta内域

[0343] FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSR

DQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKIRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRD
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PEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

[0344] 变体序列可具有与SEQ  ID  No.15,16或17至少80％，85％，90％，95％，98％或99％

的序列同一性，条件是该序列提供了有效的跨膜域和有效的细胞内T细胞信号传导域。

[0345] “连接关闭”抑制性内域

[0346] 在上面称为和门的实施方案中，CAR中的一个包含抑制性内域，使得在不存在抑制

性CAR连接的情况下，抑制性CAR抑制通过活化性CAR导致的T细胞活化，当连接抑制性CAR

时，不显著抑制通过活化性CAR导致的T细胞活化。这被称为“连接关闭”抑制性内域。

[0347] 在这种情况下，抑制性CAR的间隔区具有与活化性CAR不同的长度，电荷，形状和/

或构造和/或糖基化，使得当连接两个受体时，间隔区尺寸的差异导致抑制性CAR和活化性

CAR在免疫突触的不同膜区室中分离，使得活化性内域从由抑制性内域导致的抑制中解除

出来。

[0348] 因此，用于连接关闭抑制性CAR的抑制性内域可以包含任何序列，当其在相同膜区

室中时(在不存在抑制性CAR的抗原的情况中)其抑制通过活化性CAR的T细胞信号传导，但

当它与抑制性CAR在膜的不同部分中分离时不显著抑制T细胞传递。

[0349] 连接关闭抑制性内域可以是或包含酪氨酸磷酸酶，例如受体样酪氨酸磷酸酶。抑

制性内域可以是或包含任何酪氨酸磷酸酶，当仅连接刺激性受体时，所述酪氨酸磷酸酶能

够抑制TCR信号传导。抑制性内域可以是或包含具有针对磷酸化的ITAM的足够快的催化速

率的任何酪氨酸磷酸酶，当仅连接刺激性受体时，所述酪氨酸磷酸酶能够抑制TCR信号传

导。

[0350] 例如，和门的抑制性内域可以包含CD148或CD45的内域。CD148和CD45已显示天然

地作用于TCR信号传导的磷酸化的酪氨酸上游。

[0351] CD148是受体样蛋白质酪氨酸磷酸酶，其通过干扰PLCγ1和LAT的磷酸化和功能负

调节TCR信号传导。

[0352] CD45存在于所有造血细胞中，是一种蛋白酪氨酸磷酸酶，它能够再次通过磷酸化

PLCγ1调节信号转导和功能性响应。

[0353] 抑制性内域可包含受体样酪氨酸磷酸酶的全部或一部分。磷酸酶可以干扰参与T

细胞信号传导的元件如PLCγ1和/或LAT的磷酸化和/或功能。

[0354] CD45和CD148的跨膜和内域分别显示为SEQ  ID  No.18和No.19。

[0355] SEQ  ID  18-CD45跨膜和内域序列

[0356] ALIAFLAFLIIVTSIALLVVLYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEKQLMNVEPIHADILLETYKRKI

ADEGRLFLAEFQSIPRVFSKFPIKEARKPFNQNKNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKEPRKYI

AAQGPRDETVDDFWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNKCAEYWPSMEEGTRAFGDVVVKINQHKRCPDYIIQKLNIV

NKKEKATGREVTHIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNFFSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEGLEAEN

KVDVYGYVVKLRRQRCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELHPYLHNMKKRDPPSEPSPLEAEFQRLPSY

RSWRTQHIGNQEENKSKNRNSNVIPYDYNRVPLKHELEMSKESEHDSDESSDDDSDSEEPSKYINASFIMSYWKPEV

MIAAQGPLKETIGDFWQMIFQRKVKVIVMLTELKHGDQEICAQYWGEGKQTYGDIEVDLKDTDKSSTYTLRVFELRH

SKRKDSRTVYQYQYTNWSVEQLPAEPKELISMIQVVKQKLPQKNSSEGNKHHKSTPLLIHCRDGSQQTGIFCALLNL

LESAETEEVVDIFQVVKALRKARPGMVSTFEQYQFLYDVIASTYPAQNGQVKKNNHQEDKIEFDNEVDKVKQDANCV

NPLGAPEKLPEAKEQAEGSEPTSGTEGPEHSVNGPASPALNQGS
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[0357] SEQ  ID  19-CD148跨膜和内域序列

[0358] AVFGCIFGALVIVTVGGFIFWRKKRKDAKNNEVSFSQIKPKKSKLIRVENFEAYFKKQQADSNCGFAEE

YEDLKLVGISQPKYAAELAENRGKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLK

DFWRMVWEKNVYAIIMLTKCVEQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQF

HFTSWPDHGVPDTTDLLINFRYLVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLR

MHRPLMVQTEDQYVFLNQCVLDIVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

[0359] 抑制性CAR可以包含SEQ  ID  No  18或19的全部或部分(例如，它可以包含内域的磷

酸酶功能)。它可以包含该序列或其部分的具有至少80％的序列同一性的变体，只要所述变

体保留了基本上抑制由活化性CAR导致的T细胞信号传导的能力。

[0360] 其他间隔区和内域可以例如使用本文列举的模型系统来进行测试。可以通过单独

或双重转导合适的细胞系诸如SupT1细胞系产生靶细胞群以建立针对两种抗原呈阴性的细

胞(野生型)，针对任一种抗原呈阳性的细胞和针对两种抗原呈阳性的细胞(如CD19-CD33-，

CD19+CD33-，CD19，CD33+和CD19+CD33+)。可以用一对CAR转导T细胞如在活化后释放IL-2的

小鼠T细胞系BW5147，并且通过测量IL-2的释放(例如通过ELISA)测量它们在逻辑门中发挥

作用的能力。例如，在实施例4中显示CD148和CD45内域两者可以作为抑制性CAR与含有

CD3Zeta内域的活化性CAR组合行使功能。这些CAR依靠一个CAR上的短/不庞大的CD8茎间隔

区和另一个CAR上庞大的Fc区实现和门控。当连接了两个受体时，间隔区尺寸的差异导致不

同受体在不同膜区室中的分离，从而将CD3Zeta受体从由CD148或CD45内域导致的抑制中解

除出来。以这种方式，仅当两种受体被活化时才发生活化。可以容易地看出，这种模块系统

可用于测试备选的间隔区对和抑制性内域。如果在两种受体的连接之后，间隔区没有实现

分离，那么抑制将不会被释放，所以不会发生活化。如果所测试的抑制性内域是无效的，那

么在活化性CAR的连接的存在下将预期活化，与抑制性CAR的连接状态无关。

[0361] “连接开启”内域

[0362] 在上述称为和非门的实施方案中，CAR中的一个包含”连接开启”抑制性内域，使得

在缺乏抑制性CAR连接的情况下，抑制性CAR不显著抑制由活化性CAR导致的T细胞活化，当

连接抑制性CAR时，其抑制由由活化性CAR导致的T细胞活化。

[0363] “连接开启”抑制性内域可以是或包含酪氨酸磷酸酶，当仅连接刺激性受体时，所

述酪氨酸磷酸酶不能抑制TCR信号传导。

[0364] “连接开启”抑制性内域可以是或包含具有针对磷酸化的ITAM的足够慢的催化速

率的酪氨酸磷酸酶，当仅连接刺激性受体时，所述酪氨酸磷酸酶不能够抑制TCR信号传导，

但当在突触处集中时，能抑制TCR信号传导响应。通过抑制性受体连接实现了突触处的富

集。

[0365] 如果酪氨酸磷酸酶具有针对”连接开启”抑制性内域太快的催化速率，则有可能通

过修饰如点突变和短接头(其导致位阻)来下调(tune-down)磷酸酶的催化速率，以使其适

合于“连接开启”抑制性内域。

[0366] 在第一实施方案中，内域可以是或包含具有比CD45或CD148具有少得相当多的活

性的磷酸酶，使得ITAMS的显著脱磷酸化仅在活化和抑制性内域共定位时发生。许多合适的

序列是本领域已知的。例如，非和门的抑制性内域可包含蛋白质-酪氨酸磷酸酶如PTPN6的

全部或部分。
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[0367] 蛋白酪氨酸磷酸酶(PTP)是调节多种细胞过程，包括细胞生长，分化，有丝分裂周

期和致癌性转化的信号传导分子。此PTP的N末端部分含有两个串联的Src同源(SH2)域，它

作为蛋白质磷酸酪氨酸结合域起作用，并介导此PTP与其底物的相互作用。此PTP主要在造

血细胞中表达，并在造血细胞中作为多种信号传导途径的重要调节剂发挥作用。

[0368] 抑制剂域可包含整个PTPN6(SEQ  ID  No.20)或仅磷酸酶域(SEQ  ID  No.21)。

[0369] SEQ  ID  No.20–PTPN6序列

[0370] MVRWFHRDLSGLDAETLLKGRGVHGSFLARPSRKNQGDFSLSVRVGDQVTHIRIQNSGDFYDLYGGEKF

ATLTELVEYYTQQQGVLQDRDGTIIHLKYPLNCSDPTSERWYHGHMSGGQAETLLQAKGEPWTFLVRESLSQPGDFV

LSVLSDQPKAGPGSPLRVTHIKVMCEGGRYTVGGLETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLRQPYYATRVNAADI

ENRVLELNKKQESEDTAKAGFWEEFESLQKQEVKNLHQRLEGQRPENKGKNRYKNILPFDHSRVILQGRDSNIPGSD

YINANYIKNQLLGPDENAKTYIASQGCLEATVNDFWQMAWQENSRVIVMTTREVEKGRNKCVPYWPEVGMQRAYGPY

SVTNCGEHDTTEYKLRTLQVSPLDNGDLIREIWHYQYLSWPDHGVPSEPGGVLSFLDQINQRQESLPHAGPIIVHCS

AGIGRTGTIIVIDMLMENISTKGLDCDIDIQKTIQMVRAQRSGMVQTEAQYKFIYVAIAQFIETTKKKLEVLQSQKG

QESEYGNITYPPAMKNAHAKASRTSSKHKEDVYENLHTKNKREEKVKKQRSADKEKSKGSLKRK

[0371] SEQ  ID  No.21–PTPN6磷酸酶域序列

[0372] FWEEFESLQKQEVKNLHQRLEGQRPENKGKNRYKNILPFDHSRVILQGRDSNIPGSDYINANYIKNQLL

GPDENAKTYIASQGCLEATVNDFWQMAWQENSRVIVMTTREVEKGRNKCVPYWPEVGMQRAYGPYSVTNCGEHDTTE

YKLRTLQVSPLDNGDLIREIWHYQYLSWPDHGVPSEPGGVLSFLDQINQRQESLPHAGPIIVHCSAGIGRTGTIIVI

DMLMENISTKGLDCDIDIQKTIQMVRAQRSGMVQTEAQYKFIYVAIAQF

[0373] 连接开启抑制性内域的第二种实施方案是含有ITIM(基于免疫受体酪氨酸的抑制

基序)的内域，如来自CD22，LAIR-1，杀手(killer)抑制性受体家族(KIR)，LILRB1，CTLA4，

PD-1，BTLA等的内域。当被磷酸化时，ITIM通过其SH2域募集内源PTPN6。如果与含ITAM的内

域共定位，那么发生脱磷酸化，并且抑制了活化性CAR。

[0374] ITIM是在免疫系统的许多抑制性受体的胞质尾部中发现的氨基酸的保守序列(S/

I/V/LxYxxI/V/L)。本领域技术人员可以很容易地发现含ITIM的蛋白质域。已经通过蛋白质

组全扫描(Staub,et  al(2004)Cell.Signal.16,435–456)产生含ITIM的人类候选蛋白质的

列表。此外，由于共有序列是公知的并且小的二级结构似乎是需要的，本领域技术人员可以

产生人工ITIM。

[0375] 来自PDCD1,BTLA4,LILRB1,LAIR1,CTLA4,KIR2DL1,KIR2DL4,KIR2DL5,KIR3DL1和

KIR3DL3的ITIM内域分别显示于SEQ  ID  22至31中。

[0376] SEQ  ID  22PDCD1内域

[0377] CSRAARGTIGARRTGQPLKEDPSAVPVFSVDYGELDFQWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSGMGTS

SPARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPL

[0378] SEQ  ID  23BTLA4

[0379] KLQRRWKRTQSQQGLQENSSGQSFFVRNKKVRRAPLSEGPHSLGCYNPMMEDGISYTTLRFPEMNIPRT

GDAESSEMQRPPPDCDDTVTYSALHKRQVGDYENVIPDFPEDEGIHYSELIQFGVGERPQAQENVDYVILKH

[0380] SEQ  ID  24LILRB1

[0381] LRHRRQGKHWTSTQRKADFQHPAGAVGPEPTDRGLQWRSSPAADAQEENLYAAVKHTQPEDGVEMDTRS

PHDEDPQAVTYAEVKHSRPRREMASPPSPLSGEFLDTKDRQAEEDRQMDTEAAASEAPQDVTYAQLHSLTLRREATE
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PPPSQEGPSPAVPSIYATLAIH

[0382] SEQ  ID  25LAIR1

[0383] HRQNQIKQGPPRSKDEEQKPQQRPDLAVDVLERTADKATVNGLPEKDRETDTSALAAGSSQEVTYAQLD

HWALTQRTARAVSPQSTKPMAESITYAAVARH

[0384] SEQ  ID  26CTLA4

[0385] FLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVSLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQPYFIPIN

[0386] SEQ  ID  27KIR2DL1

[0387] GNSRHLHVLIGTSVVIIPFAILLFFLLHRWCANKKNAVVMDQEPAGNRTVNREDSDEQDPQEVTYTQLN

HCVFTQRKITRPSQRPKTPPTDIIVYTELPNAESRSKVVSCP

[0388] SEQ  ID  28KIR2DL4

[0389] GIARHLHAVIRYSVAIILFTILPFFLLHRWCSKKKENAAVMNQEPAGHRTVNREDSDEQDPQEVTYAQL

DHCIFTQRKITGPSQRSKRPSTDTSVCIELPNAEPRALSPAHEHHSQALMGSSRETTALSQTQLASSNVPAAGI

[0390] SEQ  ID  29KIR2DL5

[0391] TGIRRHLHILIGTSVAIILFIILFFFLLHCCCSNKKNAAVMDQEPAGDRTVNREDSDDQDPQEVTYAQL

DHCVFTQTKITSPSQRPKTPPTDTTMYMELPNAKPRSLSPAHKHHSQALRGSSRETTALSQNRVASSHVPAAGI

[0392] SEQ  ID  30KIR3DL1

[0393] KDPRHLHILIGTSVVIILFILLLFFLLHLWCSNKKNAAVMDQEPAGNRTANSEDSDEQDPEEVTYAQLD

HCVFTQRKITRPSQRPKTPPTDTILYTELPNAKPRSKVVSCP

[0394] SEQ  ID  31KIR3DL3

[0395] KDPGNSRHLHVLIGTSVVIIPFAILLFFLLHRWCANKKNAVVMDQEPAGNRTVNREDSDEQDPQEVTYA

QLNHCVFTQRKITRPSQRPKTPPTDTSV

[0396] 连接开启抑制性内域的第三个实施方案是含有ITIM的与融合蛋白共表达的内域。

融合蛋白可以包含蛋白质-酪氨酸磷酸酶的至少一部分和受体样酪氨酸磷酸酶的至少一部

分。该融合物可以包含来自蛋白质-酪氨酸磷酸酶的一个或多个SH2域。例如，融合可以是在

PTPN6SH2域和CD45内域之间或PTPN6SH2域和CD148内域之间进行。当被磷酸化时，ITIM域募

集融合蛋白，使高度有力的CD45或CD148磷酸酶接近活化性内域以阻断活化。

[0397] 融合蛋白的序列列在32和33

[0398] SEQID  32PTPN6-CD45融合蛋白

[0399] WYHGHMSGGQAETLLQAKGEPWTFLVRESLSQPGDFVLSVLSDQPKAGPGSPLRVTHIKVMCEGGRYTV

GGLETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLRQPYKIYDLHKKRSCNLDEQQELVERDDEKQLMNVEPIHADILLET

YKRKIADEGRLFLAEFQSIPRVFSKFPIKEARKPFNQNKNRYVDILPYDYNRVELSEINGDAGSNYINASYIDGFKE

PRKYIAAQGPRDETVDDFWRMIWEQKATVIVMVTRCEEGNRNKCAEYWPSMEEGTRAFGDVVVKINQHKRCPDYIIQ

KLNIVNKKEKATGREVTHIQFTSWPDHGVPEDPHLLLKLRRRVNAFSNFFSGPIVVHCSAGVGRTGTYIGIDAMLEG

LEAENKVDVYGYVVKLRRQRCLMVQVEAQYILIHQALVEYNQFGETEVNLSELHPYLHNMKKRDPPSEPSPLEAEFQ

RLPSYRSWRTQHIGNQEENKSKNRNSNVIPYDYNRVLKHELEMSKESEHDSDESSDDDSDSEEPSKYINASFIMSYW

KPEVMIAAQGPLKETIGDFMIQRKVKVIVMLTELKHGDQEICAQYWGEGKQTYGDIEVDLKDTDKSSTYTLRVFELR

HSKRKDSRTVYQYQYTNWSVEQLPAEPKELISMIQVVKQKLPQKNSSEGNKHHKSTPLLIHCRDGSQQTGIFCALLN

LLESAETEEVVDIFQVVKALRKARPGMVSTFEQYQFLYDVIASTYPAQNGQVKKNNHQEDKIEFDNEVDKVKQDANC

VNPLGAPEKLPEAKEQAEGSEPTSGTEGPEHSVNGPASPALNQGS
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[0400] SEQ  ID  33PTPN6-CD148融合蛋白

[0401] ETLLQAKGEPWTFLVRESLSQPGDFVLSVLSDQPKAGPGSPLRVTHIKVMCEGGRYTVGGLETFDSLTD

LVEHFKKTGIEEASGAFVYLRQPYRKKRKDAKNNEVSFSQIKPKKSKLIRVENFEAYFKKQQADSNCGFAEEYEDLK

LVGISQPKYAAELAENRGKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLKDFWRM

VWEKNVYAIIMLTKCVEQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQFHFTSW

PDHGVPDTTDLLINFRYLVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHRPL

MVQTEDQYVFLNQCVLDIVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

[0402] 连接开启抑制性CAR可以包含SEQ  ID  No  20或21的全部或部分。它可以包含SEQ 

ID  No  20至31的全部或部分。它可以包含与SEQ  ID  32或33共表达的SEQ  ID  22至31的全部

或部分。它可以包含具有至少80％序列同一性的序列或其部分的变体，只要所述变体保留

了在抑制性CAR连接后抑制由活化性CAR导致的T细胞信号传导的能力。

[0403] 如上述，可以例如使用本文列举的模型系统测试备选的间隔区和内域。在实施例5

中显示，PTPN6内域可以作为半抑制性CAR与含有CD3Zeta内域的活化性CAR组合发挥功能。

这些CAR依靠一个CAR上的人CD8茎间隔区和另一CAR上的小鼠CD8茎间隔区。直系同源序列

防止交叉配对。然而，当连接两种受体时，间隔区的相似性导致在相同的膜区室中的不同受

体的共分离。这导致了PTPN6内域抑制CD3Zeta受体。如果只是活化性CAR连接，那么PTPN6内

域不是足够有活性以防止T细胞的活化。以这种方式，仅当活化性CAR连接并且抑制性CAR不

连接时(和非门)时发生活化。可以容易地看出，这种模块系统可用于测试备选的间隔区对

和抑制性域。如果在两种受体连接后，间隔区没有实现共分离，那么抑制不会是有效的，并

且因此不会发生活化。如果所测试的半抑制性内域是无效的，将预期在活化性CAR连接的存

在下活化，与半抑制性CAR的连接状态无关。

[0404] 共表达位点

[0405] 本发明的第二方面涉及编码第一CAR和第二CAR的核酸。

[0406] 核酸可以产生多肽，其包含通过切割位点连接的两个CAR分子。切割位点可以自我

切割，使得当多肽产生时，它立即被切割成第一CAR和第二CAR而不需要任何外部切割活性。

[0407] 多种自我切割位点是已知的，包括口蹄疫病毒(FMDV)2a自我切割肽，其具有如SEQ 

ID  No.34中所示的序列：

[0408] SEQ  ID  No.34

[0409] RAEGRGSLLTCGDVEENPGP

[0410] 共表达序列可以是内部核糖体进入序列(IRES)。共表达序列可以是一个内部启动

子。

[0411] 细胞

[0412] 本发明的第一方面涉及在细胞表面共表达第一CAR和第二CAR的细胞。

[0413] 细胞可以是能够在细胞表面表达CAR的任何真核细胞如免疫细胞。

[0414] 具体地，细胞可以是免疫效应细胞，如T细胞或天然杀伤(NK)细胞。

[0415] T细胞或T淋巴细胞是在细胞介导的免疫中起中心作用的一类淋巴细胞。可以通过

细胞表面上存在的T细胞受体(TCR)将它们与其他的淋巴细胞，如B细胞和天然杀伤细胞(NK

细胞)区分开来。有多种类型的T细胞的，总结如下。

[0416] 辅助性T辅助细胞(TH细胞)在免疫学过程中协助其他的白细胞，所述免疫学过程
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包括B细胞成熟为浆细胞和记忆B细胞，细胞毒性T细胞和巨噬细胞的活化。TH细胞在其表面

表达CD4。TH细胞当它们通过在抗原呈递细胞(APC)表面上的MHC  II类分子而呈递有肽抗原

时被活化。这些细胞能够分化成几种亚型之一，包括TH1，TH2，TH3，TH17，TH9，或TFH，其分泌

不同细胞因子以促进不同类型的免疫应答。

[0417] 细胞毒性T细胞(TC细胞，或CTL)破坏病毒感染的细胞和肿瘤细胞，并且也涉及移

植排斥。CTL在其表面表达CD8。这些细胞通过结合与存在于所有有核细胞的表面上的MHC  I

类结合的抗原识别它们的靶标。通过调节性T细胞分泌的IL-10，腺苷和其它分子，可以使

CD8+细胞失活至无反应性状态，这防止自身免疫疾病如实验性自身免疫性脑脊髓炎。

[0418] 记忆T细胞是感染已经结束后长期存在的抗原特异性T细胞的亚组。在重新暴露于

它们的相关抗原后，它们很快扩展成大量的效应T细胞，从而给免疫系统提供针对过去感染

的“记忆”。记忆T细胞包括三个亚型：中枢记忆T细胞(TCM细胞)和两种类型的效应子记忆T

细胞(TEM细胞和TEMRA细胞)。记忆细胞可以是CD4+或CD8+。记忆T细胞通常表达细胞表面蛋

白CD45RO。

[0419] 调节性T细胞(Treg细胞)，以前称作抑制性T细胞，对于维持免疫耐受是关键的。它

们的主要作用是朝向免疫反应结束关闭T细胞介导的的免疫并抑制逃脱了胸腺中的负选择

过程的自身反应性T细胞。

[0420] 已经描述了两种主要类型的CD4+Treg细胞-天然存在的Treg细胞和适应性Treg细

胞。

[0421] 天然存在的Treg细胞(也称为CD4+CD25+FoxP3+Treg细胞)在胸腺中出现并且已经

与发展中的T细胞与用TSLP活化的两种髓样(CD11c+)以及浆细胞样(CD123+)树突细胞之间

的相互作用相关。通过称为FoxP3的胞内分子的存在，可以将天然存在的Treg细胞与其他T

细胞区分开来。FOXP3基因突变可以阻止调节性T细胞发育，导致致命的自身免疫性疾病

IPEX。

[0422] 适应性Treg细胞(也称为Tr1细胞或Th3的细胞)可以在正常免疫应答过程中起源。

[0423] 本发明的T细胞可以是上文提到的任何T细胞类型，特别是CTL。

[0424] 自然杀伤(NK)细胞是一类形成先天性免疫系统的一部分的细胞溶解性细胞。NK细

胞以独立于MHC的方式，提供对来自病毒感染细胞的先天信号的快速应答。

[0425] NK细胞(属于先天淋巴样细胞组)被定义为大颗粒淋巴细胞(LGL)，并构成了区分

于通常的产生B和T淋巴细胞的淋巴样前体的第三种细胞。已知NK细胞在骨髓、淋巴结，脾，

扁桃体和胸腺中分化和成熟，在那里它们进入中循环。

[0426] 本发明的CAR细胞可以是上文提到的任何细胞类型。

[0427] CAR表达细胞，如CAR表达T或NK细胞可以从患者自身的外周血(第一方)，或在来自

供体外周血(第二方)的造血干细胞移植物的背景中，或者从无关供体(第三方)的外周血离

体产生。

[0428] 本发明还提供细胞组合物，其包含根据本发明的CAR表达性T细胞和/或CAR表达性

NK细胞。细胞组合物可以通过用根据本发明的核酸离体转导或转染血液样品来制备。

[0429] 备选地，CAR表达细胞可以来源于诱导祖细胞或胚胎祖细胞到相关的细胞类型，如

T细胞的离体分化。备选地，可以使用永生化细胞系，如保留其裂解功能并能用作治疗剂的T

细胞系。
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[0430] 在所有这些实施方案中，通过许多方式之一，包括用病毒载体转导，用DNA或RNA转

染导入编码CAR的DNA或RNA来产生CAR细胞。

[0431] 本发明的CAR  T细胞可以是来自受试者的离体T细胞。T细胞可以来自外周血单核

细胞(PBMC)样品。在用CAR编码核酸转导之前，可以例如通过用抗CD3单克隆抗体处理来活

化和/或扩增T细胞。

[0432] 本发明的CAR  T细胞可以通过以下制备：

[0433] (i)从受试者或上面列出的其它来源分离含T细胞的样品；和

[0434] (ii)用编码第一和第二CAR的一种或多种核酸序列转导或转染T细胞。

[0435] 然后可以纯化T细胞，例如基于第一和第二CAR的共表达来选择。

[0436] 核酸序列

[0437] 本发明的第二方面涉及编码如在本发明的第一方面所定义的第一CAR和第二CAR

的一个或多个核酸序列。

[0438] 核酸序列可包含以下序列之一或其变体：

[0439] SEQ  ID  35或门

[0440] 使用CD45的SEQ  ID  36和门

[0441] 使用CD148的SEQ  ID  37和门

[0442] 使用PTPN6作为内域的SEQ  ID  38和非门

[0443] 使用LAIR1内域的SEQ  ID  39和非门

[0444] 使用具有CD148磷酸酶的LAIR1和PTPN6SH2融合物的SEQ  ID  40和非门

[0445] SEQ  ID  No.35:

[0446] >MP13974 .SFG .aCD19fmc63-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD33glx-HCH2C  H3pvaa-

CD28tmZw

[0447] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG
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CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGCCGTGCCCACTCAGGTC

CTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGC

ATCTGTCGGAGATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGTGGTATCAGCAGA

AACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATCGCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGC

TCTGGATCTGGCACACAGTATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTCAACA

CTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGCGGAGGGTCAGGAG

GCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTCGGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGCGGC

TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTCTCAGTAATTATGGCATGCACTG

GATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAG

ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAAATGAATAGTCTGAGG

GCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGACGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGG

AACGCTGGTCACAGTCTCGTCTATGGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC

CAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACC

CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT

GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG

TCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG

AAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC

CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG

GGCAACCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC

ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTA

TACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCCAGGCAAGAAGGACCCCAAGTTCTGGGTCCTGGTGGTGGTGGGAGGCGTGC

TGGCCTGTTACTCTCTCCTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTTTTGGGTGCGCTCCCGGGTGAAGTTTTCTCGCTCT

GCCGATGCCCCAGCCTATCAGCAGGGCCAGAATCAGCTGTACAATGAACTGAACCTGGGCAGGCGGGAGGAGTACGA

CGTGCTGGATAAGCGGAGAGGCAGAGACCCCGAGATGGGCGGCAAACCACGGCGCAAAAATCCCCAGGAGGGACTCT

ATAACGAGCTGCAGAAGGACAAAATGGCCGAGGCCTATTCCGAGATCGGCATGAAGGGAGAGAGAAGACGCGGAAAG

GGCCACGACGGCCTGTATCAGGGATTGTCCACCGCTACAAAAGATACATATGATGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCC

ACCCAGATGA

[0448] SEQ  ID  No.36

[0449] >MP14802.SFG.aCD19fmc63_clean-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD33glx-HCH2CH3pvaa-

dCD45

[0450] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG
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CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGCCGTGCCCACTCAGGTC

CTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGC

ATCTGTCGGAGATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGTGGTATCAGCAGA

AACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATCGCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGC

TCTGGATCTGGCACACAGTATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTCAACA

CTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGCGGAGGGTCAGGAG

GCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTCGGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGCGGC

TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTCTCAGTAATTATGGCATGCACTG

GATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAG

ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAAATGAATAGTCTGAGG

GCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGACGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGG

AACGCTGGTCACAGTCTCGTCTATGGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC

CAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACC

CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT

GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG

TCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG

AAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC

CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG

GGCAACCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC

ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTA

TACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCCAGGCAAGAAGGACCCCAAGGCACTGATAGCATTTCTGGCATTTCTGATTA

TTGTGACATCAATAGCCCTGCTTGTTGTTCTCTACAAAATCTATGATCTACATAAGAAAAGATCCTGCAATTTAGAT

GAACAGCAGGAGCTTGTTGAAAGGGATGATGAAAAACAACTGATGAATGTGGAGCCAATCCATGCAGATATTTTGTT

GGAAACTTATAAGAGGAAGATTGCTGATGAAGGAAGACTTTTTCTGGCTGAATTTCAGAGCATCCCGCGGGTGTTCA

GCAAGTTTCCTATAAAGGAAGCTCGAAAGCCCTTTAACCAGAATAAAAACCGTTATGTTGACATTCTTCCTTATGAT

TATAACCGTGTTGAACTCTCTGAGATAAACGGAGATGCAGGGTCAAACTACATAAATGCCAGCTATATTGATGGTTT

CAAAGAACCCAGGAAATACATTGCTGCACAAGGTCCCAGGGATGAAACTGTTGATGATTTCTGGAGGATGATTTGGG

AACAGAAAGCCACAGTTATTGTCATGGTCACTCGATGTGAAGAAGGAAACAGGAACAAGTGTGCAGAATACTGGCCG

TCAATGGAAGAGGGCACTCGGGCTTTTGGAGATGTTGTTGTAAAGATCAACCAGCACAAAAGATGTCCAGATTACAT
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CATTCAGAAATTGAACATTGTAAATAAAAAAGAAAAAGCAACTGGAAGAGAGGTGACTCACATTCAGTTCACCAGCT

GGCCAGACCACGGGGTGCCTGAGGATCCTCACTTGCTCCTCAAACTGAGAAGGAGAGTGAATGCCTTCAGCAATTTC

TTCAGTGGTCCCATTGTGGTGCACTGCAGTGCTGGTGTTGGGCGCACAGGAACCTATATCGGAATTGATGCCATGCT

AGAAGGCCTGGAAGCCGAGAACAAAGTGGATGTTTATGGTTATGTTGTCAAGCTAAGGCGACAGAGATGCCTGATGG

TTCAAGTAGAGGCCCAGTACATCTTGATCCATCAGGCTTTGGTGGAATACAATCAGTTTGGAGAAACAGAAGTGAAT

TTGTCTGAATTACATCCATATCTACATAACATGAAGAAAAGGGATCCACCCAGTGAGCCGTCTCCACTAGAGGCTGA

ATTCCAGAGACTTCCTTCATATAGGAGCTGGAGGACACAGCACATTGGAAATCAAGAAGAAAATAAAAGTAAAAACA

GGAATTCTAATGTCATCCCATATGACTATAACAGAGTGCCACTTAAACATGAGCTGGAAATGAGTAAAGAGAGTGAG

CATGATTCAGATGAATCCTCTGATGATGACAGTGATTCAGAGGAACCAAGCAAATACATCAATGCATCTTTTATAAT

GAGCTACTGGAAACCTGAAGTGATGATTGCTGCTCAGGGACCACTGAAGGAGACCATTGGTGACTTTTGGCAGATGA

TCTTCCAAAGAAAAGTCAAAGTTATTGTTATGCTGACAGAACTGAAACATGGAGACCAGGAAATCTGTGCTCAGTAC

TGGGGAGAAGGAAAGCAAACATATGGAGATATTGAAGTTGACCTGAAAGACACAGACAAATCTTCAACTTATACCCT

TCGTGTCTTTGAACTGAGACATTCCAAGAGGAAAGACTCTCGAACTGTGTACCAGTACCAATATACAAACTGGAGTG

TGGAGCAGCTTCCTGCAGAACCCAAGGAATTAATCTCTATGATTCAGGTCGTCAAACAAAAACTTCCCCAGAAGAAT

TCCTCTGAAGGGAACAAGCATCACAAGAGTACACCTCTACTCATTCACTGCAGGGATGGATCTCAGCAAACGGGAAT

ATTTTGTGCTTTGTTAAATCTCTTAGAAAGTGCGGAAACAGAAGAGGTAGTGGATATTTTTCAAGTGGTAAAAGCTC

TACGCAAAGCTAGGCCAGGCATGGTTTCCACATTCGAGCAATATCAATTCCTATATGACGTCATTGCCAGCACCTAC

CCTGCTCAGAATGGACAAGTAAAGAAAAACAACCATCAAGAAGATAAAATTGAATTTGATAATGAAGTGGACAAAGT

AAAGCAGGATGCTAATTGTGTTAATCCACTTGGTGCCCCAGAAAAGCTCCCTGAAGCAAAGGAACAGGCTGAAGGTT

CTGAACCCACGAGTGGCACTGAGGGGCCAGAACATTCTGTCAATGGTCCTGCAAGTCCAGCTTTAAATCAAGGTTCA

TAG

[0451] SEQ  ID  No.37:

[0452] >MP14801.SFG.aCD19fmc63_clean-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD33glx-HCH2CH3pvaa-

dCD148

[0453] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA
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AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGCCGTGCCCACTCAGGTC

CTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGC

ATCTGTCGGAGATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGTGGTATCAGCAGA

AACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATCGCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGC

TCTGGATCTGGCACACAGTATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTCAACA

CTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGCGGAGGGTCAGGAG

GCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTCGGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGCGGC

TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTCTCAGTAATTATGGCATGCACTG

GATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAG

ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAAATGAATAGTCTGAGG

GCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGACGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGG

AACGCTGGTCACAGTCTCGTCTATGGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC

CAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACC

CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT

GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG

TCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG

AAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC

CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG

GGCAACCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC

ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTA

TACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCCAGGCAAGAAGGACCCCAAGGCGGTTTTTGGCTGTATCTTTGGTGCCCTGG

TTATTGTGACTGTGGGAGGCTTCATCTTCTGGAGAAAGAAGAGGAAAGATGCAAAGAATAATGAAGTGTCCTTTTCT

CAAATTAAACCTAAAAAATCTAAGTTAATCAGAGTGGAGAATTTTGAGGCCTACTTCAAGAAGCAGCAAGCTGACTC

CAACTGTGGGTTCGCAGAGGAATACGAAGATCTGAAGCTTGTTGGAATTAGTCAACCTAAATATGCAGCAGAACTGG

CTGAGAATAGAGGAAAGAATCGCTATAATAATGTTCTGCCCTATGATATTTCCCGTGTCAAACTTTCGGTCCAGACC

CATTCAACGGATGACTACATCAATGCCAACTACATGCCTGGCTACCACTCCAAGAAAGATTTTATTGCCACACAAGG

ACCTTTACCGAACACTTTGAAAGATTTTTGGCGTATGGTTTGGGAGAAAAATGTATATGCCATCATTATGTTGACTA

AATGTGTTGAACAGGGAAGAACCAAATGTGAGGAGTATTGGCCCTCCAAGCAGGCTCAGGACTATGGAGACATAACT

GTGGCAATGACATCAGAAATTGTTCTTCCGGAATGGACCATCAGAGATTTCACAGTGAAAAATATCCAGACAAGTGA

GAGTCACCCTCTGAGACAGTTCCATTTCACCTCCTGGCCAGACCACGGTGTTCCCGACACCACTGACCTGCTCATCA

ACTTCCGGTACCTCGTTCGTGACTACATGAAGCAGAGTCCTCCCGAATCGCCGATTCTGGTGCATTGCAGTGCTGGG

GTCGGAAGGACGGGCACTTTCATTGCCATTGATCGTCTCATCTACCAGATAGAGAATGAGAACACCGTGGATGTGTA

TGGGATTGTGTATGACCTTCGAATGCATAGGCCTTTAATGGTGCAGACAGAGGACCAGTATGTTTTCCTCAATCAGT

GTGTTTTGGATATTGTCAGATCCCAGAAAGACTCAAAAGTAGATCTTATCTACCAGAACACAACTGCAATGACAATC

TATGAAAACCTTGCGCCCGTGACCACATTTGGAAAGACCAATGGTTACATCGCCTAA

[0454] SEQ  ID  No.38
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[0455] >16076.SFG.aCD19fmc63-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD33glx-muCD8STK-tm-dPTPN6

[0456] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGCCGTGCCCACTCAGGTC

CTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGC

ATCTGTCGGAGATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGTGGTATCAGCAGA

AACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATCGCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGC

TCTGGATCTGGCACACAGTATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTCAACA

CTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGCGGAGGGTCAGGAG

GCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTCGGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGCGGC

TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTCTCAGTAATTATGGCATGCACTG

GATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAG

ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAAATGAATAGTCTGAGG

GCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGACGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGG

AACGCTGGTCACAGTCTCGTCTATGGATCCCGCCACCACAACCAAGCCCGTGCTGCGGACCCCAAGCCCTGTGCACC

CTACCGGCACCAGCCAGCCTCAGAGACCCGAGGACTGCCGGCCTCGGGGCAGCGTGAAGGGCACCGGCCTGGACTTC

GCCTGCGACATCTACTGGGCACCTCTGGCCGGAATATGCGTGGCACTGCTGCTGAGCCTCATCATCACCCTGATCTG

TTATCACCGAAGCCGCAAGCGGGTGTGTAAAAGTGGAGGCGGAAGCTTCTGGGAGGAGTTTGAGAGTTTGCAGAAGC

AGGAGGTGAAGAACTTGCACCAGCGTCTGGAAGGGCAGCGGCCAGAGAACAAGGGCAAGAACCGCTACAAGAACATT

CTCCCCTTTGACCACAGCCGAGTGATCCTGCAGGGACGGGACAGTAACATCCCCGGGTCCGACTACATCAATGCCAA

CTACATCAAGAACCAGCTGCTAGGCCCTGATGAGAACGCTAAGACCTACATCGCCAGCCAGGGCTGTCTGGAGGCCA

CGGTCAATGACTTCTGGCAGATGGCGTGGCAGGAGAACAGCCGTGTCATCGTCATGACCACCCGAGAGGTGGAGAAA

GGCCGGAACAAATGCGTCCCATACTGGCCCGAGGTGGGCATGCAGCGTGCTTATGGGCCCTACTCTGTGACCAACTG
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CGGGGAGCATGACACAACCGAATACAAACTCCGTACCTTACAGGTCTCCCCGCTGGACAATGGAGACCTGATTCGGG

AGATCTGGCATTACCAGTACCTGAGCTGGCCCGACCACGGGGTCCCCAGTGAGCCTGGGGGTGTCCTCAGCTTCCTG

GACCAGATCAACCAGCGGCAGGAAAGTCTGCCTCACGCAGGGCCCATCATCGTGCACTGCAGCGCCGGCATCGGCCG

CACAGGCACCATCATTGTCATCGACATGCTCATGGAGAACATCTCCACCAAGGGCCTGGACTGTGACATTGACATCC

AGAAGACCATCCAGATGGTGCGGGCGCAGCGCTCGGGCATGGTGCAGACGGAGGCGCAGTACAAGTTCATCTACGTG

GCCATCGCCCAGTTCATTGAAACCACTAAGAAGAAGCTGTGA

[0457] SEQ  ID  No.39

[0458] >MP16091.SFG.aCD19fmc63-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD33glx-muCD8STK-LAIR1tm-

endo

[0459] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGCCGTGCCCACTCAGGTC

CTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGC

ATCTGTCGGAGATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGTGGTATCAGCAGA

AACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATCGCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGC

TCTGGATCTGGCACACAGTATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTCAACA

CTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGCGGAGGGTCAGGAG

GCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTCGGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGCGGC

TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTCTCAGTAATTATGGCATGCACTG

GATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAG

ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAAATGAATAGTCTGAGG

GCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGACGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGG

AACGCTGGTCACAGTCTCGTCTATGGATCCCGCCACCACAACCAAGCCCGTGCTGCGGACCCCAAGCCCTGTGCACC
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CTACCGGCACCAGCCAGCCTCAGAGACCCGAGGACTGCCGGCCTCGGGGCAGCGTGAAGGGCACCGGCCTGGACTTC

GCCTGCGACATTCTCATCGGGGTCTCAGTGGTCTTCCTCTTCTGTCTCCTCCTCCTGGTCCTCTTCTGCCTCCATCG

CCAGAATCAGATAAAGCAGGGGCCCCCCAGAAGCAAGGACGAGGAGCAGAAGCCACAGCAGAGGCCTGACCTGGCTG

TTGATGTTCTAGAGAGGACAGCAGACAAGGCCACAGTCAATGGACTTCCTGAGAAGGACCGGGAGACCGACACCAGC

GCCCTGGCTGCAGGGAGTTCCCAGGAGGTGACGTATGCTCAGCTGGACCACTGGGCCCTCACACAGAGGACAGCCCG

GGCTGTGTCCCCACAGTCCACAAAGCCCATGGCCGAGTCCATCACGTATGCAGCCGTTGCCAGACACTGA

[0460] SEQ  ID  no.40

[0461] >MP16092.SFG.aCD19fmc63-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD33glx-muCD8STK-LAIR1tm-

endo-2A-PTPN6_SH2-dCD148

[0462] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGCCGTGCCCACTCAGGTC

CTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCCAGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGC

ATCTGTCGGAGATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGTGGTATCAGCAGA

AACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATCGCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGC

TCTGGATCTGGCACACAGTATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTCAACA

CTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGCGGAGGGTCAGGAG

GCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTCGGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGGGGCGGC

TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTCTCAGTAATTATGGCATGCACTG

GATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAG

ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAAATGAATAGTCTGAGG

GCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGACGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGG

AACGCTGGTCACAGTCTCGTCTATGGATCCCGCCACCACAACCAAGCCCGTGCTGCGGACCCCAAGCCCTGTGCACC
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CTACCGGCACCAGCCAGCCTCAGAGACCCGAGGACTGCCGGCCTCGGGGCAGCGTGAAGGGCACCGGCCTGGACTTC

GCCTGCGACATTCTCATCGGGGTCTCAGTGGTCTTCCTCTTCTGTCTCCTCCTCCTGGTCCTCTTCTGCCTCCATCG

CCAGAATCAGATAAAGCAGGGGCCCCCCAGAAGCAAGGACGAGGAGCAGAAGCCACAGCAGAGGCCTGACCTGGCTG

TTGATGTTCTAGAGAGGACAGCAGACAAGGCCACAGTCAATGGACTTCCTGAGAAGGACCGGGAGACCGACACCAGC

GCCCTGGCTGCAGGGAGTTCCCAGGAGGTGACGTATGCTCAGCTGGACCACTGGGCCCTCACACAGAGGACAGCCCG

GGCTGTGTCCCCACAGTCCACAAAGCCCATGGCCGAGTCCATCACGTATGCAGCCGTTGCCAGACACAGGGCAGAAG

GAAGAGGTAGCCTGCTGACTTGCGGGGACGTGGAAGAGAACCCAGGGCCATGGTATCATGGCCACATGTCTGGCGGG

CAGGCAGAGACGCTGCTGCAGGCCAAGGGCGAGCCCTGGACGTTTCTTGTGCGTGAGAGCCTCAGCCAGCCTGGAGA

CTTCGTGCTTTCTGTGCTCAGTGACCAGCCCAAGGCTGGCCCAGGCTCCCCGCTCAGGGTCACCCACATCAAGGTCA

TGTGCGAGGGTGGACGCTACACAGTGGGTGGTTTGGAGACCTTCGACAGCCTCACGGACCTGGTGGAGCATTTCAAG

AAGACGGGGATTGAGGAGGCCTCAGGCGCCTTTGTCTACCTGCGGCAGCCGTACAGCGGTGGCGGTGGCAGCTTTGA

GGCCTACTTCAAGAAGCAGCAAGCTGACTCCAACTGTGGGTTCGCAGAGGAATACGAAGATCTGAAGCTTGTTGGAA

TTAGTCAACCTAAATATGCAGCAGAACTGGCTGAGAATAGAGGAAAGAATCGCTATAATAATGTTCTGCCCTATGAT

ATTTCCCGTGTCAAACTTTCGGTCCAGACCCATTCAACGGATGACTACATCAATGCCAACTACATGCCTGGCTACCA

CTCCAAGAAAGATTTTATTGCCACACAAGGACCTTTACCGAACACTTTGAAAGATTTTTGGCGTATGGTTTGGGAGA

AAAATGTATATGCCATCATTATGTTGACTAAATGTGTTGAACAGGGAAGAACCAAATGTGAGGAGTATTGGCCCTCC

AAGCAGGCTCAGGACTATGGAGACATAACTGTGGCAATGACATCAGAAATTGTTCTTCCGGAATGGACCATCAGAGA

TTTCACAGTGAAAAATATCCAGACAAGTGAGAGTCACCCTCTGAGACAGTTCCATTTCACCTCCTGGCCAGACCACG

GTGTTCCCGACACCACTGACCTGCTCATCAACTTCCGGTACCTCGTTCGTGACTACATGAAGCAGAGTCCTCCCGAA

TCGCCGATTCTGGTGCATTGCAGTGCTGGGGTCGGAAGGACGGGCACTTTCATTGCCATTGATCGTCTCATCTACCA

GATAGAGAATGAGAACACCGTGGATGTGTATGGGATTGTGTATGACCTTCGAATGCATAGGCCTTTAATGGTGCAGA

CAGAGGACCAGTATGTTTTCCTCAATCAGTGTGTTTTGGATATTGTCAGATCCCAGAAAGACTCAAAAGTAGATCTT

ATCTACCAGAACACAACTGCAATGACAATCTATGAAAACCTTGCGCCCGTGACCACATTTGGAAAGACCAATGGTTA

CATCGCCAGCGGTAGCTAA

[0463] 核酸序列编码的氨基酸序列可以与SEQ  ID  No.35,36,37,38,39或40编码的氨基

酸序列相同，但由于遗传密码的简并性可以具有不同的核酸序列。核酸序列可具有与SEQ 

ID  No.35,36,37,38,39或40中显示的序列至少80％，85，90，95，98或99％的同一性，条件是

它编码如在本发明的第一方面限定的第一CAR和第二CAR。

[0464] 载体

[0465] 本发明还提供包含一个或多个CAR编码核酸序列的载体或载体试剂盒。这样的载

体可用于将核酸序列导入宿主细胞中，使得其表达第一和第二CAR。

[0466] 载体可以是例如质粒或病毒载体，例如逆转录病毒载体或慢病毒载体，或基于转

座子的载体或合成的mRNA。

[0467] 载体可以能够转染或转导的T细胞。

[0468] 药物组合物

[0469] 本发明还涉及含有根据本发明的第一方面的多个CAR表达细胞，例如T细胞或NK细

胞的药物组合物。药物组合物可另外包含可药用的载体，稀释剂或赋形剂。药物组合物可任

选包含一种或多种其它药物活性多肽和/或化合物。这样的制剂可以例如是适合于静脉内

输注的形式。
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[0470] 治疗方法

[0471] 本发明的T细胞可以能够杀死靶细胞，例如癌细胞。靶细胞可以通过限定的抗原表

达模式识别，例如抗原A和抗原B的表达；抗原A或抗原B的表达；或抗原A和非抗原B的表达或

这些门的复杂迭代。

[0472] 本发明的T细胞可用于感染如病毒感染的治疗。

[0473] 本发明的T细胞也可以用于控制病原性免疫应答，例如，自身免疫性疾病，变态反

应和移植抗宿主排斥。

[0474] 本发明的T细胞可以用于治疗癌性疾病，如膀胱癌，乳腺癌，结肠癌，子宫内膜癌，

肾癌(肾细胞)，白血病，肺癌，黑素瘤，非霍奇金淋巴瘤，胰腺癌，前列腺癌和甲状腺癌。

[0475] 它特别适合于治疗实体瘤，其中良好选择性的单一靶标的利用度是有限的。

[0476] 本发明的T细胞可用于治疗：口腔和咽的癌症，包括舌癌，口腔癌和咽癌；消化系统

的癌症，其包括食管癌，胃癌和结肠直肠癌；肝脏和胆道系统的癌症，其包括肝细胞癌和胆

管上皮癌(cholangiocarcinoma)；呼吸系统的癌症，其包括支气管癌和喉癌；骨和关节的癌

症，包括骨肉瘤；皮肤癌，其包括黑素瘤；乳腺癌；生殖道的癌症，其包括在女性中的子宫癌，

卵巢癌和宫颈癌，以及在男性中的前列腺癌和睾丸癌；肾道的癌症，其包括肾细胞癌，尿道

或膀胱的移行细胞癌；脑癌，其包括胶质瘤，多行性胶质母细胞瘤和髓母细胞瘤

(medullobastomas)；内分泌系统的癌症，包括甲状腺癌，肾上腺癌和与多发性内分泌腺新

生物综合征相关的癌症；淋巴瘤，其包括霍奇金淋巴瘤和非霍奇金淋巴瘤；多发性骨髓瘤和

浆细胞瘤；急性和慢性白血病，髓样或淋巴性白血病；以及其他的未指明位点的癌症，包括

神经母细胞瘤。

[0477] 用本发明的T细胞进行的治疗可以帮助防止在标准方法中经常发生的肿瘤细胞的

逃逸或释放。

[0478] 本发明现在将通过实施例进一步描述，所述实施例意在用于协助本领域普通技术

人员中实施本发明，并且不是意在以任何方式限制本发明的范围。

实施例

[0479] 实施例1：靶细胞群的产生

[0480] 为了证明本发明的原理的目的，任意地选择了基于抗CD19和抗CD33的受体。使用

逆转录病毒载体，克隆了CD19和CD33。将这些蛋白质截短，以便它们不能发信号并且可以长

时段稳定地表达。接着，单一或双重使用这些载体来转导SupT1细胞系以建立针对两种抗原

呈阴性(野生型)，对任一种抗原呈阳性和对两种抗原呈阳性的细胞。表达数据显示于图3。

[0481] 实施例2：或门的设计和功能

[0482] 为了构建或门，共表达识别CD19和CD33的一对受体。将不同的间隔区用于防止交

叉配对。这两种受体具有来源于CD28的用于改善表面稳定性的跨膜域和来源于CD3Zeta的

内域的用于提供简单的活化信号的内域。以这种方式，共表达了一对独立的第1代CAR。用于

共表达序列的逆转录病毒载体盒利用口蹄疫病毒2A自我切割肽，以允许共表达1:1的两种

受体。盒设计显示于图4，并且蛋白质结构显示于图5中。同源区的核苷酸序列是密码子摆动

的，以防止在逆转录病毒载体逆转录过程中的重组。

[0483] 实施例3：测试或门
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[0484] 通过用融合至Fc的相关抗原染色在T细胞表面上测试两种CAR的表达。通过使用不

同种类的Fc域(对于CD19为小鼠并且对于CD33为兔)，通过用缀合有不同荧光团的不同二抗

染色在细胞表面上确定两种CAR的共表达。这显示于图6。

[0485] 然后使用小鼠T细胞系BW5147进行功能测试。这种细胞系在活化后释放IL2，以允

许简单的定量读数。这些T细胞与增加量的上述人工靶细胞共培养。如通过ELISA测量的IL2

释放显示的，T细胞响应表达任一抗原的靶细胞。显示两种CAR在细胞表面上表达，并且显示

T细胞响应任一种或两种抗原。这些数据显示在图7中。

[0486] 实施例4：和门的设计和功能

[0487] 和门组合简单活化受体与基本上抑制活性但其活性在连接受体后被关闭的受体。

这通过组合标准的第一代CAR与第二受体实现，所述第一代CAR具有短/非庞大的CD8茎间隔

区和CD3Zeta内域，所述第二受体具有庞大的Fc间隔区，它的内域包含CD148或CD45内域。当

连接两个受体时，间隔区尺寸的差异导致不同受体在不同膜区室中的分离，从而使CD3Zeta

受体从由CD148或CD45内域导致的抑制中解除出来。以这种方式，仅在两种受体被活化时发

生活化。对此选择了CD148和CD45，因为它们天然地在这种方式发挥功能：例如，非常庞大的

CD45胞外域将整个受体排除在免疫突触外。表达盒描述在图8中并且在图9中描述了后续蛋

白质。

[0488] 针对不同的特异性的表面染色显示，两种受体对可以在图10中显示的细胞表面上

有效地表达。在BW5147中的功能显示T细胞仅在两种抗原的存在下才被活化(图11)。

[0489] 实施例5：和门的一般化的证明

[0490] 为了确保观察结果不是CD19/CD33和已经使用的其结合剂的一些特定特征的表

现，交换了两个靶向性scFv，使得现在活化(ITAM)信号在识别CD33，而不是CD19后传输；并

且抑制信号(CD148)在识别CD19而不是CD33后传输。因为认为CD45和CD148内域在功能上类

似，所以将实验限制到具有CD148内域的和门。这应当仍然导致功能性和门。用具有单独的

CD19或CD33或两者的靶标攻击表达新逻辑门的T细胞。T细胞响应同时表达CD19和CD33的靶

标，但不响应只表达这些抗原中的一种或不表达这些抗原的靶标。这表明，和门在此形式中

仍是有功能的(图18B)。

[0491] 以同样的思路，试图确立如何一般化我们的和门：和门应当在不同的靶标间一般

化。虽然门给出的相对抗原密度，相关scFv结合动力学和scFv结合表位的精确距离可能具

有更低或更高的保真度，但将预期用一大批靶物和结合剂看到一些和门的表现。为了测试

这点，产生了三种另外的和门。再一次，将实验限制到CD148形式的和门。将来自原始的

CD148和门的第二scFv替换成抗GD2scFv  huK666(SEQ  ID41和SEQ  ID42)，或抗CD5scFv(SEQ 

ID43和SEQ  ID44)，或抗EGFRvIII  scFv  MR1 .1(SEQ  ID45和SEQ  ID46)，以产生以下CAR和

门：CD19和GD2；CD19和CD5；CD19和EGFRvIII。也产生了下面的人工抗原表达细胞系：通过用

GM3和GD2合酶转导SupT1和我们的SupT1.CD19，产生了SupT1.GD2和SupT1.CD19.GD2。通过

用编码EGFRvIII的逆转录病毒载体转导SupT1和SupT1 .CD19产生了SupT1 .EGFRvIII和

SupT1 .CD19.EGFRvIII。因为CD5在SupT1细胞上表达，所以将不同的细胞系用于产生靶细

胞：产生了表达单独的CD19，单独的CD5和CD5和CD19两者的293T细胞。表达通过流式细胞术

确认(图19)。用SupT1.CD19和各自的相关双重阳性和单阳性靶细胞攻击表达三种新CAR和

门的T细胞。所有三种和门显示与单阳性靶标相比通过双重阳性细胞系导致的活化降低(图
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20)。这显示了和门设计至任意靶标和相关结合剂的一般化。

[0492] 实施例6：CAR和门的动力学分离模型的实验证据

[0493] 目的是要证明下述模型，即通过不同间隔区引起的差别分离是产生这些逻辑CAR

门的能力背后的中心机制。该模型是，如果仅连接活化性CAR，那么有力的的抑制性“连接关

闭”型CAR在膜中在溶液中，并且可以抑制活化性CAR。一旦两个CAR均连接，若两个CDR间隔

区充分不同，那么它们将在突触内分离并且不会共定位。因此，关键的需求是间隔区是充分

不同的。如果模型是正确的，如果这两个间隔物充分相似，从而当连接两个受体时它们共定

位，那么门将不能发挥功能。为了验证这一点，我们用鼠CD8间隔区替换了原始CAR中的庞大

Fc间隔区。预测这具有与人CD8类似的长度，体积和电荷，但因此不应与它交叉配对。因此，

新的门具有识别CD19的第一CAR，人CD8茎间隔区和活化性内域；而第二CAR识别CD33，具有

小鼠CD8茎间隔区和CD148内域(图18C)。转导T细胞以表达这种新的CAR门。然后用表达单独

的CD19，单独的CD33或一起的CD19和CD33的SupT1细胞攻击这些T细胞。按照原始的和门，T

细胞不响应单独表达任一种抗原的SupT1细胞。然而，CAR  T细胞不能响应表达两种抗原的

SupT1细胞，从而证实了模型(图18C)。功能性和门需要两种CAR具有充分不同的间隔区，使

得它们不在免疫突触内共定位(图23A和B)。

[0494] 实施例7：和非门的设计和功能

[0495] 磷酸酶如CD45和CD148是如此有力的，以致少量进入了免疫突触的磷酸酶能抑制

ITAM活化。这是逻辑和门抑制的基础。其他类别的磷酸酶不是如此有力，例如PTPN6及相关

磷酸酶。据预测，通过扩散进入突触的少量PTPN6不会抑制活化。此外，据预测，如果抑制性

CAR与活化性CAR具有充分相似的间隔区，那么若连接这两个CAR，则它可以在突触内共定

位。在这种情况下，当两种抗原均存在时，大量的抑制性内域将足以停止ITAMS活化。以这种

方式，可以创建和非门。

[0496] 对于非和门，第二信号需要“否决(veto)”活化。这是通过使抑制性信号进入免疫

突触中完成的，例如通过引入酶的磷酸酶，如PTPN6完成。我们因此产生如下的和非门：两个

CAR共表达，其中第一个识别CD19，具有人CD8茎间隔区和活化性内域；与抗CD33CAR共表达，

所述抗CD33CAR具有小鼠CD8茎间隔区和由PTPN6的催化域构成的内域(SEQ  ID  38,图13A和

B)。合适的盒显示于图12，并且初步功能数据显示于图14。

[0497] 此外，发展了一种用于产生和非门的备选策略。免疫酪氨酸酶抑制基序(ITIM)以

与ITAMS类似的方式活化，因为它们在聚簇和磷酸酶排斥后通过lck磷酸化。代替通过结合

ZAP70触发活化，磷酸化的ITIM通过它们的相关SH2域募集磷酸酶，如PTPN6。ITIM可以作为

抑制性内域发挥功能，只要活化和抑制性CAR上的间隔区可以共定位。为了产生这种构建

体，如下产生了和非门：两个CAR共表达，其中第一个识别CD19，具有人CD8茎间隔区和活化

内域；与抗CD33CAR共表达，所述抗CD33CAR具有小鼠CD8茎间隔区和来源于LAIR1的内源的

含有ITIM的内域(SEQ  ID  39,图13A和C)。

[0498] 也开发了另外的更复杂的和非门，其中ITIM通过额外的嵌合蛋白质的存在而增

强：PTPN6的SH2域和CD148的内域的胞内融合物。在这种设计中表达三种蛋白质-第一种识

别CD19，具有人CD8茎间隔区和活化内域；与抗CD33CAR共表达，所述抗CD33CAR具有鼠CD8茎

间隔区和来源于LAIR1的内域的含有ITIM的内域。另外的2A肽允许PTPN6-CD148融合物的共

表达(SEQ  ID40，图13A和D)。预测这些和非门将具有不同程度的抑制：PTPN6-CD148>PTPN6>
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>ITIM。

[0499] 用这些门转导T细胞并用表达单独的任一种CD19或CD33或一起的CD19和CD33两者

的靶标攻击T细胞。所有三个门响应仅表达CD19的靶标，但不响应表达一起的CD19和CD33两

者的靶标(图21)，证实全部三种和非门均是有功能的。

[0500] 实施例8：基于PTPN6的和非门的动力学分离模型的实验证据

[0501] 和非门的模型集中于这样的事实，即在两个CAR中使用的间隔区的性质对于门的

正确功能是关键的。在具有PTPN6的功能性和非门中，两个CAR间隔区充分相似，使得当两个

CAR连接时，这两者在突触内以如此高的浓度共定位，即使弱PTPN6足以抑制活化。如果间隔

区是不同的，那么在突触中的分离会使PTPN6与ITAM分离，从而允许扰乱和非门的活化。为

了测试这一点，产生用Fc间隔区替换鼠CD8茎间隔区的对照。在这种情况下，测试门由两个

CAR组成：第一识别CD19，具有人CD8茎间隔区和ITAM内域；而第二CAR识别CD33，具有Fc间隔

区和由来自PTPN6的磷酸酶构成的内域。这种门响应CD19而活化，但也响应一起的CD19和

CD33而活化(图22B，其中这种门的功能与原始和非，和在实施例6中描述的对照和门变体比

较)。这种实验数据证明了以下模型：对于具有PTPN6的功能性和非门，需要共定位的间隔

区。

[0502] 实施例9：基于ITIM的和非门的动力学分离模型的实验证据

[0503] 与基于PTPN6的和非门相似，基于ITIM的门也需要在免疫突触中共定位以作为和

非门发挥功能。为了证明这一假设，如下产生了基于ITIM的对照门：两个CAR共表达-第一种

识别CD19，具有人CD8茎间隔区和活化性内域；与抗CD33CAR共表达，所述抗CD33CAR具有Fc

间隔区和来源于LAIR1的内域的含有ITIM的内域。将这种门的活性与原始的基于ITTM的和

非门的活性相比较。在这种情况下，经修饰的门响应于表达CD19的靶标而活化，但也响应于

表达CD19和CD33两者的细胞而活化。这些数据表明，基于ITIM的和非门遵循基于动力学分

离的模型，并且必须选择正确的间隔区以创建功能性门(图23B)。

[0504] 实施例10：通过动力学分离产生的CAR逻辑门的模型的总结

[0505] 基于动力学分离模型和本文所描述的实验数据的正确理解，在图24中呈现了两个

CAR门模型的总结。此图显示表达两种CAR的细胞，每种CAR识别不同抗原。当任一或两个CAR

识别细胞上的靶抗原时，形成了突触，并且天然CD45和CD148由于其庞大的胞外域而被排除

在突触之外。这设置T细胞活化阶段。在靶细胞仅具有一种相关抗原的情况下，相关CAR连

接，并且相关CAR分离到突触中。未连接的CAR仍然保留在T细胞膜上的溶液中，并且可以扩

散进出突触，使得形成了连接的CAR的高局部浓度区域与未连接的CAR的低浓度的区域。在

这种情况下，如果连接的CAR具有ITAM，并且未连接的CAR具有“连接关闭”类型的抑制性内

域如CD148的内域，那么未连接的CAR的量足以抑制活化并且门是关闭的。与此相反，在此情

况下，如果连接的CAR具有ITAM，并且未连接的CAR具有“连接开启”类型的抑制内域如

PTPN6，那么未连接的CAR的量不足以抑制活化并且门是开启的。当受到具有两种相关抗原

的靶细胞攻击时，连接了这两个相关的CAR并且形成免疫突触的一部分。重要的是，如果CAR

间隔区足够相似，那么CAR在突触内共定位，但如果CAR间隔区足够不同，CAR在突触内分离。

在后一种情况下，形成了膜区域，其中存在高浓度的一种CAR，但是另一种CAR是不存在的。

在这种情况下，由于分离完成，即使抑制性内域是“连接关闭”类型，门仍是开启的。在前者

的情况下，形成了高浓度的两种CAR混合在一起的膜区域。在这种情况下，由于两个内域都
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被浓缩，即使抑制内域是“连接开启”类型，门仍关闭。通过选择间隔区和内域的正确组合，

可将逻辑编程到CAR  T细胞中。

[0506] 基于我们的以上工作，我们已经建立了一系列的设计规则，以允许产生逻辑门控

的CAR(如图32所示)。为产生“抗原A或抗原B”门控的CAR  T细胞，必须产生抗A和抗B  CAR，使

得(1)每一CAR具有仅允许抗原访问和突触形成的间隔区，使得CAR发挥功能，和(2)每一CAR

具有活化性内域；为了产生“抗原A和非B”门控的CAR  T细胞，必须产生抗A和抗B  CAR，使得

(1)这两个CAR具有间隔区，所述间隔物不交叉配对，但会允许CAR在识别靶细胞上的两个相

关抗原后共分离，(2)并且一个CAR具有活化性内域，而另一个CAR具有包含或募集弱磷酸酶

(例如PTPN6)的内域；(3)为了产生“抗原A和抗原B”门控的CAR  T细胞，必须产生抗A和抗B 

CAR，使得(1)一个CAR具有与另一个CAR足够不同的间隔区，使得在识别靶细胞上的两个相

关抗原后，两个CAR不会共分离，(2)一个CAR具有活化性内域，而另一个CAR具有由有力的磷

酸酶构成的内域(例如，CD45或CD148的内域)。实现期望的效应的正确的间隔区可以从一组

具有已知尺寸/形状等的间隔区选择，同时考虑靶抗原的尺寸/形状等和靶抗原上相关表位

的位置。

[0507] SEQ  ID  No  41:

[0508] SFG.aCD19-CD8STK-CD28tmZ-2A-aGD2-HCH2CH3pvaa-dCD148

[0509] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMETDTLLLWVLLLWVPGSTGQVQLQESGPGLVKPSQTLSITCTVSGFSLASYN

IHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGSTNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVYYCAKRSDDYSWFAYWGQ

GTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSENQMTQSPSSLSASVGDRVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGKAPKVWIYSTSN

LASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQYSGYPITFGQGTKVEIKRSDPAEPKSPDKTHTCPPCPAPP

VAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE

NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKAVFGCIFGALVIVT

VGGFIFWRKKRKDAKNNEVSFSQIKPKKSKLIRVENFEAYFKKQQADSNCGFAEEYEDLKLVGISQPKYAAELAENR

GKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLKDFWRMVWEKNVYAIIMLTKCVE

QGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQFHFTSWPDHGVPDTTDLLINFRY

LVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHRPLMVQTEDQYVFLNQCVLD

IVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

[0510] SEQ  ID  No.42:

[0511] SFG.aCD19-CD8STK-CD28tmZ-2A-aGD2-HCH2CH3pvaa-dCD148

[0512] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC
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TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGAGACCGACACCCTGCTG

CTGTGGGTGCTGCTGCTGTGGGTGCCAGGCAGCACCGGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGAA

GCCCAGCCAGACCCTGAGCATCACCTGCACCGTGAGCGGCTTCAGCCTGGCCAGCTACAACATCCACTGGGTGCGGC

AGCCCCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGCTGGCGGCAGCACCAACTACAACAGCGCCCTGATG

AGCCGGCTGACCATCAGCAAGGACAACAGCAAGAACCAGGTGTTCCTGAAGATGAGCAGCCTGACAGCCGCCGACAC

CGCCGTGTACTACTGCGCCAAGCGGAGCGACGACTACAGCTGGTTCGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCG

TGAGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGAACCAGATGACCCAGAGCCCC

AGCAGCTTGAGCGCCAGCGTGGGCGACCGGGTGACCATGACCTGCAGAGCCAGCAGCAGCGTGAGCAGCAGCTACCT

GCACTGGTACCAGCAGAAGAGCGGCAAGGCCCCAAAGGTGTGGATCTACAGCACCAGCAACCTGGCCAGCGGCGTGC

CCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCC

ACCTACTACTGCCAGCAGTACAGCGGCTACCCCATCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGGTCGGA

TCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAG

TCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC

GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC

GCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCA

AGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAG

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT

GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAACCGGAGAACAACTACAAGACCA

CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG

GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTATACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCC

AGGCAAGAAGGACCCCAAGGCGGTTTTTGGCTGTATCTTTGGTGCCCTGGTTATTGTGACTGTGGGAGGCTTCATCT

TCTGGAGAAAGAAGAGGAAAGATGCAAAGAATAATGAAGTGTCCTTTTCTCAAATTAAACCTAAAAAATCTAAGTTA

ATCAGAGTGGAGAATTTTGAGGCCTACTTCAAGAAGCAGCAAGCTGACTCCAACTGTGGGTTCGCAGAGGAATACGA

AGATCTGAAGCTTGTTGGAATTAGTCAACCTAAATATGCAGCAGAACTGGCTGAGAATAGAGGAAAGAATCGCTATA
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ATAATGTTCTGCCCTATGATATTTCCCGTGTCAAACTTTCGGTCCAGACCCATTCAACGGATGACTACATCAATGCC

AACTACATGCCTGGCTACCACTCCAAGAAAGATTTTATTGCCACACAAGGACCTTTACCGAACACTTTGAAAGATTT

TTGGCGTATGGTTTGGGAGAAAAATGTATATGCCATCATTATGTTGACTAAATGTGTTGAACAGGGAAGAACCAAAT

GTGAGGAGTATTGGCCCTCCAAGCAGGCTCAGGACTATGGAGACATAACTGTGGCAATGACATCAGAAATTGTTCTT

CCGGAATGGACCATCAGAGATTTCACAGTGAAAAATATCCAGACAAGTGAGAGTCACCCTCTGAGACAGTTCCATTT

CACCTCCTGGCCAGACCACGGTGTTCCCGACACCACTGACCTGCTCATCAACTTCCGGTACCTCGTTCGTGACTACA

TGAAGCAGAGTCCTCCCGAATCGCCGATTCTGGTGCATTGCAGTGCTGGGGTCGGAAGGACGGGCACTTTCATTGCC

ATTGATCGTCTCATCTACCAGATAGAGAATGAGAACACCGTGGATGTGTATGGGATTGTGTATGACCTTCGAATGCA

TAGGCCTTTAATGGTGCAGACAGAGGACCAGTATGTTTTCCTCAATCAGTGTGTTTTGGATATTGTCAGATCCCAGA

AAGACTCAAAAGTAGATCTTATCTACCAGAACACAACTGCAATGACAATCTATGAAAACCTTGCGCCCGTGACCACA

TTTGGAAAGACCAATGGTTACATCGCCTAA

[0513] SEQ  ID  No.43:

[0514] SFG.aCD19-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD5-HCH2CH3pvaa-dCD148

[0515] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMETDTLLLWVLLLWVPGSTGQVTLKESGPGILKPSQTLSLTCSFSGFSLSTSG

MGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDVYYNPSLKNQLTISKDASRDQVFLKITNLDTADTATYYCVRRRATGTGFDYW

GQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSNIVMTQSHKFMSTSVGDRVSIACKASQDVGTAVAWYQQKPGQSPKLLIYWTS

TRHTGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSEDLADYFCHQYNSYNTFGSGTRLELKRSDPAEPKSPDKTHTCPPCPAPP

VAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE

NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKAVFGCIFGALVIVT

VGGFIFWRKKRKDAKNNEVSFSQIKPKKSKLIRVENFEAYFKKQQADSNCGFAEEYEDLKLVGISQPKYAAELAENR

GKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLKDFWRMVWEKNVYAIIMLTKCVE

QGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQFHFTSWPDHGVPDTTDLLINFRY

LVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHRPLMVQTEDQYVFLNQCVLD

IVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

[0516] SEQ  ID  No.44:

[0517] SFG.aCD19-CD8STK-CD28tmZ-2A-aCD5-HCH2CH3pvaa-dCD148

[0518] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG
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TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT

TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGAGACCGACACCCTGCTG

CTGTGGGTGCTGCTGCTGTGGGTGCCCGGCAGCACCGGCCAGGTGACCCTGAAGGAGAGCGGTCCCGGCATCCTGAA

GCCCAGCCAGACCCTGAGCCTGACCTGCAGCTTCAGCGGCTTCAGCCTGAGCACCAGCGGCATGGGCGTGGGCTGGA

TTCGGCAGCCCAGCGGCAAGGGCCTGGAGTGGCTGGCCCACATCTGGTGGGACGACGACGTGTACTACAACCCCAGC

CTGAAGAACCAGCTGACCATCAGCAAGGACGCCAGCCGGGACCAGGTGTTCCTGAAGATCACCAACCTGGACACCGC

CGACACCGCCACCTACTACTGCGTGCGGCGCCGGGCCACCGGCACCGGCTTCGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCC

TGACCGTGAGCAGCGGTGGCGGTGGCAGCGGCGGCGGCGGAAGCGGAGGTGGTGGCAGCAACATCGTGATGACCCAG

AGCCACAAGTTCATGAGCACCAGCGTGGGCGACCGGGTGAGCATCGCCTGCAAGGCCAGCCAGGACGTGGGCACCGC

CGTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCTGGCCAGAGCCCCAAGCTGCTGATCTACTGGACCAGCACCCGGCACACCGGCG

TGCCCGACCGGTTCACCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCACCAACGTGCAGAGCGAGGACCTG

GCCGACTACTTCTGCCACCAGTACAACAGCTACAACACCTTCGGCAGCGGCACCCGGCTGGAGCTGAAGCGGTCGGA

TCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAG

TCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGAC

GTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCC

GCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCA

AGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAG

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCT

GGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAACCGGAGAACAACTACAAGACCA

CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG

GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTATACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCC

AGGCAAGAAGGACCCCAAGGCGGTTTTTGGCTGTATCTTTGGTGCCCTGGTTATTGTGACTGTGGGAGGCTTCATCT

TCTGGAGAAAGAAGAGGAAAGATGCAAAGAATAATGAAGTGTCCTTTTCTCAAATTAAACCTAAAAAATCTAAGTTA

ATCAGAGTGGAGAATTTTGAGGCCTACTTCAAGAAGCAGCAAGCTGACTCCAACTGTGGGTTCGCAGAGGAATACGA

AGATCTGAAGCTTGTTGGAATTAGTCAACCTAAATATGCAGCAGAACTGGCTGAGAATAGAGGAAAGAATCGCTATA

ATAATGTTCTGCCCTATGATATTTCCCGTGTCAAACTTTCGGTCCAGACCCATTCAACGGATGACTACATCAATGCC

AACTACATGCCTGGCTACCACTCCAAGAAAGATTTTATTGCCACACAAGGACCTTTACCGAACACTTTGAAAGATTT

TTGGCGTATGGTTTGGGAGAAAAATGTATATGCCATCATTATGTTGACTAAATGTGTTGAACAGGGAAGAACCAAAT
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GTGAGGAGTATTGGCCCTCCAAGCAGGCTCAGGACTATGGAGACATAACTGTGGCAATGACATCAGAAATTGTTCTT

CCGGAATGGACCATCAGAGATTTCACAGTGAAAAATATCCAGACAAGTGAGAGTCACCCTCTGAGACAGTTCCATTT

CACCTCCTGGCCAGACCACGGTGTTCCCGACACCACTGACCTGCTCATCAACTTCCGGTACCTCGTTCGTGACTACA

TGAAGCAGAGTCCTCCCGAATCGCCGATTCTGGTGCATTGCAGTGCTGGGGTCGGAAGGACGGGCACTTTCATTGCC

ATTGATCGTCTCATCTACCAGATAGAGAATGAGAACACCGTGGATGTGTATGGGATTGTGTATGACCTTCGAATGCA

TAGGCCTTTAATGGTGCAGACAGAGGACCAGTATGTTTTCCTCAATCAGTGTGTTTTGGATATTGTCAGATCCCAGA

AAGACTCAAAAGTAGATCTTATCTACCAGAACACAACTGCAATGACAATCTATGAAAACCTTGCGCCCGTGACCACA

TTTGGAAAGACCAATGGTTACATCGCCTAA

[0519] SEQ  ID  No.45:

[0520] SFG.aCD19-CD8STK-CD28tmZ-2A-aEGFRvIII-HCH2CH3pvaa-dCD148

[0521] MSLPVTALLLPLALLLHAARPDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLI

YHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITKAGGGGSGGGGSGGGGSG

GGGSEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDN

SKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSDPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACR

PAAGGAVHTRGLDFACDIFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE

YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQA

LPPRRAEGRGSLLTCGDVEENPGPMETDTLLLWVLLLWVPGSTGQVKLQQSGGGLVKPGASLKLSCVTSGFTFRKFG

MSWVRQTSDKRLEWVASISTGGYNTYYSDNVKGRFTISRENAKNTLYLQMSSLKSEDTALYYCTRGYSSTSYAMDYW

GQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPASLSVATGEKVTIRCMTSTDIDDDMNWYQQKPGEPPKFLISEGN

TLRPGVPSRFSSSGTGTDFVFTIENTLSEDVGDYYCLQSFNVPLTFGDGTKLEIKRSDPAEPKSPDKTHTCPPCPAP

PVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH

QDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP

ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKAVFGCIFGALVIV

TVGGFIFWRKKRKDAKNNEVSFSQIKPKKSKLIRVENFEAYFKKQQADSNCGFAEEYEDLKLVGISQPKYAAELAEN

RGKNRYNNVLPYDISRVKLSVQTHSTDDYINANYMPGYHSKKDFIATQGPLPNTLKDFWRMVWEKNVYAIIMLTKCV

EQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDITVAMTSEIVLPEWTIRDFTVKNIQTSESHPLRQFHFTSWPDHGVPDTTDLLINFR

YLVRDYMKQSPPESPILVHCSAGVGRTGTFIAIDRLIYQIENENTVDVYGIVYDLRMHRPLMVQTEDQYVFLNQCVL

DIVRSQKDSKVDLIYQNTTAMTIYENLAPVTTFGKTNGYIA

[0522] SEQ  ID  No.46:

[0523] SFG.aCD19-CD8STK-CD28tmZ-2A-aEGFRvIII-HCH2CH3pvaa-dCD148

[0524] ATGAGCCTGCCCGTGACCGCCCTGCTGCTGCCCCTGGCCCTGCTGCTGCACGCCGCCAGACCAGACATC

CAGATGACCCAGACCACCAGCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGAGCCAGCCAGGA

CATCAGCAAGTACCTGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGACGGCACCGTGAAGCTGCTGATCTACCACACCAGCCGGC

TGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCAGCAACCTGGAG

CAGGAGGACATCGCCACCTACTTCTGCCAGCAGGGCAACACCCTGCCCTACACCTTCGGAGGCGGCACCAAGCTGGA

GATCACCAAGGCCGGAGGCGGAGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGG

TGAAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGGCCCCAAGCCAGAGCCTGAGCGTGACCTGCACCGTGAGCGGCGTG

AGCCTGCCCGACTACGGCGTGAGCTGGATCAGGCAGCCCCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTGATCTGGGG

CAGCGAGACCACCTACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCCGGCTGACCATCATCAAGGACAACAGCAAGAGCCAGGTGT
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TCCTGAAGATGAACAGCCTGCAGACCGACGACACCGCCATCTACTACTGCGCCAAGCACTACTACTATGGCGGCAGC

TACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCTCAGATCCCACCACGACGCCAGCGCCGCGACC

ACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCG

CAGTGCACACGAGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTTGC

TATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTTCTGGGTGAGGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCC

CGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACA

AGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTG

CAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGG

CCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCTCCTCGCAGAG

CCGAGGGCAGGGGAAGTCTTCTAACATGCGGGGACGTGGAGGAAAATCCCGGGCCCATGGAGACCGACACCCTGCTG

CTGTGGGTGCTGCTGCTGTGGGTGCCCGGCAGCACCGGCCAGGTGAAGCTGCAGCAGAGCGGCGGAGGCCTGGTGAA

GCCCGGCGCCAGCCTGAAGCTGAGCTGCGTGACCAGCGGCTTCACCTTCCGGAAGTTCGGCATGAGCTGGGTGCGGC

AGACCAGCGACAAGCGGCTGGAGTGGGTGGCCAGCATCAGCACCGGCGGCTACAACACCTACTACAGCGACAACGTG

AAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGAGAACGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAGCAGCCTGAAGAGCGAGGA

CACCGCCCTGTACTACTGCACCCGGGGCTACAGCAGCACCAGCTACGCTATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCG

TGACAGTGAGCAGCGGCGGAGGAGGCAGTGGTGGGGGTGGATCTGGCGGAGGTGGCAGCGACATCGAGCTGACCCAG

AGCCCCGCCAGCCTGAGCGTGGCCACCGGCGAGAAGGTGACCATCCGGTGCATGACCAGCACCGACATCGACGACGA

CATGAACTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCGAGCCCCCAAAGTTCCTGATCAGCGAGGGCAACACCCTGCGGCCCGGCG

TGCCCAGCCGGTTCAGCAGCAGCGGCACCGGCACCGACTTCGTGTTCACCATCGAGAACACCCTGAGCGAGGACGTG

GGCGACTACTACTGCCTGCAGAGCTTCAACGTGCCCCTGACCTTCGGCGACGGCACCAAGCTGGAGATCAAGCGGTC

GGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGT

CAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG

GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAA

GCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG

GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGG

CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG

CCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAACCGGAGAACAACTACAAGA

CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAG

CAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTATACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAG

CCCAGGCAAGAAGGACCCCAAGGCGGTTTTTGGCTGTATCTTTGGTGCCCTGGTTATTGTGACTGTGGGAGGCTTCA

TCTTCTGGAGAAAGAAGAGGAAAGATGCAAAGAATAATGAAGTGTCCTTTTCTCAAATTAAACCTAAAAAATCTAAG

TTAATCAGAGTGGAGAATTTTGAGGCCTACTTCAAGAAGCAGCAAGCTGACTCCAACTGTGGGTTCGCAGAGGAATA

CGAAGATCTGAAGCTTGTTGGAATTAGTCAACCTAAATATGCAGCAGAACTGGCTGAGAATAGAGGAAAGAATCGCT

ATAATAATGTTCTGCCCTATGATATTTCCCGTGTCAAACTTTCGGTCCAGACCCATTCAACGGATGACTACATCAAT

GCCAACTACATGCCTGGCTACCACTCCAAGAAAGATTTTATTGCCACACAAGGACCTTTACCGAACACTTTGAAAGA

TTTTTGGCGTATGGTTTGGGAGAAAAATGTATATGCCATCATTATGTTGACTAAATGTGTTGAACAGGGAAGAACCA

AATGTGAGGAGTATTGGCCCTCCAAGCAGGCTCAGGACTATGGAGACATAACTGTGGCAATGACATCAGAAATTGTT

CTTCCGGAATGGACCATCAGAGATTTCACAGTGAAAAATATCCAGACAAGTGAGAGTCACCCTCTGAGACAGTTCCA

TTTCACCTCCTGGCCAGACCACGGTGTTCCCGACACCACTGACCTGCTCATCAACTTCCGGTACCTCGTTCGTGACT
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ACATGAAGCAGAGTCCTCCCGAATCGCCGATTCTGGTGCATTGCAGTGCTGGGGTCGGAAGGACGGGCACTTTCATT

GCCATTGATCGTCTCATCTACCAGATAGAGAATGAGAACACCGTGGATGTGTATGGGATTGTGTATGACCTTCGAAT

GCATAGGCCTTTAATGGTGCAGACAGAGGACCAGTATGTTTTCCTCAATCAGTGTGTTTTGGATATTGTCAGATCCC

AGAAAGACTCAAAAGTAGATCTTATCTACCAGAACACAACTGCAATGACAATCTATGAAAACCTTGCGCCCGTGACC

ACATTTGGAAAGACCAATGGTTACATCGCCTAA

[0525] 实施例11：基于APRIL的CAR的设计和构建

[0526] 天然形式的APRIL是一种分泌性II型蛋白。将APRIL用作CAR的BCMA结合域需要将

这种II型分泌蛋白转化成I型膜结合蛋白，并且对于这种蛋白质是稳定的，并在这种形式中

保留对BCMA的结合。为了产生候选分子，将APRIL的最终氨基末端删除以除去与蛋白聚糖的

结合。接着，加入信号肽以将新生蛋白质引导至内质网，从而引导至细胞表面。此外，由于使

用的间隔区的性质可以改变CAR的功能，测试了三种不同的间隔区域：产生了基于APRIL的

CAR，其包含(i)经改变以除去Fc结合基序的人IgG1间隔区；(ii)CD8茎；和(iii)仅IgG1铰链

(草图25中的图和图26中的氨基酸序列)。这些CAR在双顺反子逆转录病毒载体中表达(图

27A)，使得标记蛋白—截短的CD34可共表达为一种方便的标记基因。

[0527] 实施例12：基于APRIL的CAR的表达和功能

[0528] 本研究的目的是测试已经构建的基于APRIL的CAR是否在细胞表面上表达和APRIL

是否已经折叠以形成天然蛋白。用这些不同的CAR构建体转导T细胞，并使用市售的抗APRIL 

mAb染色以及对标记基因染色，并通过流式细胞术分析。实验结果显示于图27B，其中将

APRIL结合对标记基因荧光作图。这些数据显示，在这种形式中，基于APRIL的CAR是细胞表

面上表达，并且APRIL充分折叠从而通过抗APRIL  mAb识别。

[0529] 接着，确定这种形式中的APRIL是否可识别BCMA和TACI。以与小鼠IgG2a-Fc的融合

物产生了重组BCMA和TACI。将这些重组蛋白与经转导的T细胞一起温育。在此之后，洗涤细

胞并用抗小鼠荧光团缀合的抗体和检测缀合到不同荧光团的标记基因的抗体对细胞染色。

通过流式细胞术分析细胞，结果在图27C中呈现。不同的CAR能够同时结合BCMA和TACI。出人

意料地，相比于TACI，CAR能够更好地结合BCMA。此外，出人意料地，相比于具有Fc间隔区的

CAR，具有CD8茎或IgG1铰链间隔区的CAR能够更好地结合BCMA和TACI。

[0530] 实施例13：基于APRIL的嵌合抗原受体针对BCMA表达性细胞是有活性的

[0531] 用不同APRIL  CAR转导来自正常供体的T细胞，并且针对野生型或经工程化改造表

达BCMA和TACI的SupT1细胞进行测试。使用几种不同的测定法来确定功能。进行了经典的铬

释放测定法。这里，用51Cr标记靶细胞(SupT1细胞)并以不同比例与效应物(经转导的T细

胞)混合。靶细胞的裂解通过计数共培养物上清液中的51Cr确定(图28A显示了累积数据)。

[0532] 此外，通过ELISA测定了来自以1:1与SupT1细胞一起培养的T细胞的上清液中的γ

干扰素(图28B显示出了累积数据)。也进行了与SupT1细胞共培养一周后的T细胞扩增的测

量(图28C)。通过用计数珠校准的流式细胞术对T细胞计数。这些实验数据显示，基于APRIL

的CAR可以杀死表达BCMA的靶标。此外，这些数据显示，基于CD8茎或IgG1铰链的CAR比基于

Fc-pvaa的CAR表现得更好。

[0533] 实施例14：和门在原代细胞中的功能分析

[0534] 从血液中分离PBMC，并使用PHA和IL-2刺激。两天后，在Retronectin包被的板上用

含有CD19:CD33和门构建体的逆转录病毒转导细胞。在第5天，通过流式细胞术评估了通过
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和门构建体翻译的两种CAR的表达水平并且细胞消耗了CD56+的细胞(主要是NK细胞)。在第

6天，以1:2的效应物比靶细胞的比例使PBMC与靶细胞共培养。在第8天收集上清液并通过

ELISA分析IFN-γ的分泌(图29)。

[0535] 这些数据证明和门在原代细胞中发挥功能。

[0536] 实施例15：测试具有延长的间隔区的和非门

[0537] 为了测试和非门是否可以在延长的间隔区长度上发挥功能，将激活性CAR(抗

CD19)和抑制性CAR(抗CD33)间隔区两者取代为较长的间隔区。将人IgM和IgG的Fc区用于延

长间隔区的长度。IgM的Fc含有相比于IgG的额外的Ig域，由于此原因将IgM的间隔区放置在

已知具有膜近端结合表位的抗CD19CAR上。相反，抗CD33结合表位位于该分子的远端末端，

因此在此CAR上使用在相对较短的IgG间隔区(参见图30)。将延长间隔区的和非门构建体转

导到小鼠的T细胞系中。然后将固定数量的经转导的T细胞与可变数量的靶细胞共培养16-

24小时，在此之后通过ELISA测定在上清液中分泌的IL-2的量。

[0538] 结果显示于图30中。具有IgG/IgM间隔区对的和非门运行良好。

[0539] 实施例16：测试和非门平台的稳健性(robustness)

[0540] 为了测试和非门平台的稳健性，用两个其他的不相关的结合剂(抗GD2和抗

EGFRvIII)取代来自抑制性CAR(抗CD33)的结合域。在具有截短SHP-1或LAIR胞质域的和非

门平台中，将抗GD2或抗EGFRvIII的scFv片段取代为抗CD33。将这些构建体转导到小鼠T细

胞系中，并且将固定数量的T细胞与可变数量的靶细胞共培养。在共培养16-24小时后，通过

ELISA分析在上清液中分泌的IL-2的量。

[0541] 结果显示于图31中。具有截短的SHP-1或LAIR胞质域的和非门与抗CD19/抗GD2结

合剂和抗CD19/抗EGFRvIII结合剂一起运行良好。

[0542] 将上述说明书中提及的所有出版物并入本文作为参考。对描述的本发明的方法和

系统的多种修改和变化在不背离本发明的范围和精神的情况下对于本领域技术人员是显

而易见的。尽管已经结合具体优选的实施方案描述了本发明，但应当理解，要求保护的本发

明不应当不适当地受限于这些具体实施方案。实际上，对描述的用于实施本发明的模式的

多种修改对于分子生物学，细胞生物学或相关领域的技术人员是显而易见的，预期落在所

附权利要求书的范围之内。
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