
(19) 대한민국특허청(KR)

(12) 등록특허공보(B1)

(45) 공고일자   2021년09월03일

(11) 등록번호   10-2297918

(24) 등록일자   2021년08월30일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C07K 14/725 (2006.01)  A61K 39/00 (2006.01)

     C07K 16/28 (2006.01)  C12N 15/85 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     C07K 14/7051 (2013.01)

     C07K 16/2866 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2015-7028939

(22) 출원일자(국제) 2014년03월14일

     심사청구일자   2019년03월14일 

(85) 번역문제출일자 2015년10월13일

(65) 공개번호       10-2016-0012991

(43) 공개일자       2016년02월03일

(86) 국제출원번호   PCT/US2014/029109

(87) 국제공개번호   WO 2014/144622

     국제공개일자   2014년09월18일

(30) 우선권주장

13/844,048  2013년03월15일  미국(US)

(56) 선행기술조사문헌

British J. Haematol., Vol. 161, pp.389-401
(2013. 2. 25.)*

Gene Therapy, Vol. 17, pp.1206-1213 (2010.)*

J. Immunol. Methods, Vol. 306, pp.151-160
(2005. 9. 22.)*

*는 심사관에 의하여 인용된 문헌

(73) 특허권자

시티 오브 호프

미국 91010-3000 캘리포니아주 두아르테 이스트
두아르테 로드 1500

(72) 발명자

포맨, 스티븐

미국 91010 캘리포니아주 두아르테 이스트 두아르
테 로드 1500

마르디로스, 아멘

미국 91202 캘리포니아주 글렌데일 노쓰 콜럼버스
애비뉴 1112

(74) 대리인

양영준, 김영

전체 청구항 수 : 총  12  항  심사관 :    고일영

(54) 발명의 명칭 CD123-특이적 키메라 항원 수용체에 의해 재지정된 T 세포 및 이의 사용 방법

(57) 요 약

CD123 상의 상이한 에피토프들을 표적화하도록 CD123 특이적 scFv를 함유하는 키메라 항원 수용체 (CAR)의 패밀

리가 개발되었다.  일부 실시양태에서, 이같은 CD123  키메라 항원 수용체 (CD123CAR)  유전자는 S228P  치환,

L235E 치환, 및 임의적인 N297Q 치환을 포함하는 변형된 IgG4 힌지(hinge) 영역; 공동자극성 신호전달 도메인;

및 T 세포 수용체 (TCR) 제타 쇄 신호전달 도메인에 인-프레임(in frame)으로 융합된 항-CD123 scFv 영역을 포

함한다.  건강한 공여자 T 세포 (CD4/CD8)에서 발현되는 경우, CD123CAR은 T 세포 특이성을 재지정하고, CD123+

세포주, 뿐만 아니라 원발성 AML 환자 샘플에서 강력한 이펙터 활성을 매개하였다.  또한, 활성 AML의 환자로부

터 수득된 T 세포가 CD123CAR 유전자를 발현하도록 변형될 수 있고, 시험관 내에서 자가 AML 모세포를 용해할 수

있다.  마지막으로, 단일 용량의 5.0×10
6
개의 CAR123 T 세포가 마우스에서 유의하게 지연된 백혈병 진행을 초래

한다.  이러한 결과들은 CD123CAR-형질도입 T 세포가 고위험 AML의 치료를 위한 면역요법으로서 사용될 수 있다

는 것을 시사한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

항-CD123 scFv 영역; (i) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환 및 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 또는

(ii) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환, 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 및 위치 10의 S에서 P로의

아미노산 치환을 갖는 서열 13을 포함하는 IgG4 힌지 영역; 막횡단 도메인 및 T 세포 수용체 (TCR) 제타 쇄 신

호전달 도메인을 포함하는 CD123 키메라 항원 수용체 (CD123CAR) 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 분자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 서열 13을 포함하는 IgG4 힌지 영역이 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환, 위치 17의 L에서

E로의 아미노산 치환, 및 위치 10의 S에서 P로의 아미노산 치환을 갖는 것인 핵산 분자.

청구항 3 

제1항에 있어서, 항-CD123 scFv 영역이 인간화된 것인 핵산 분자.

청구항 4 

제1항에 있어서, CD123CAR 폴리펩티드가 CD27 공동자극성 신호전달 도메인, CD28 공동자극성 신호전달 도메인,

4-1BB 공동자극성 신호전달 도메인, OX40 공동자극성 신호전달 도메인, 또는 이들의 임의의 조합으로부터 선택

된 하나 이상의 공동자극성 신호전달 도메인을 추가로 포함하는 것인 핵산 분자.

청구항 5 

제1항에 있어서, 막횡단 도메인이 변형된 CD28 막횡단 도메인인 핵산 분자.

청구항 6 

제1항에 있어서, CD123CAR 폴리펩티드가 서열 11 및 서열 12로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포

함하는 것인 핵산 분자.

청구항 7 

제1항에 있어서, 서열 3 및 서열 4로 이루어진 군으로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 분자.

청구항 8 

항-CD123 scFv 영역; (i) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환 및 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 또는

(ii) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환, 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 및 위치 10의 S에서 P로의

아미노산 치환을 갖는 서열 13을 포함하는 IgG4 힌지 영역; 및 T 세포 수용체 (TCR) 제타 쇄 신호전달 도메인을

포함하는 CD123 키메라 항원 수용체 (CD123CAR) 폴리펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 발현 카

세트.

청구항 9 

제8항에 있어서, 말단절단 표피 성장 인자 수용체 (EGFRt), 말단절단 CD19 (CD19t) 또는 카스파제(caspase) 9로

이루어진 군으로부터 선택된 보조 유전자를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 추가로 포함하는 발현 카세트.

청구항 10 

항-CD123 scFv 영역; (i) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환 및 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 또는

(ii) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환, 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 및 위치 10의 S에서 P로의

아미노산 치환을 갖는 서열 13을 포함하는 IgG4 힌지 영역; 및 T 세포 수용체 (TCR) 제타 쇄 신호전달 도메인을

포함하는 CD123 키메라 항원 수용체 (CD123CAR) 폴리펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 발현 카

세트를 포함하는 바이러스 벡터가 형질도입된 인간 T 세포의 집단.
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청구항 11 

항-CD123 scFv 영역; (i) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환 및 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 또는

(ii) 위치 79의 N에서 Q로의 아미노산 치환, 위치 17의 L에서 E로의 아미노산 치환, 및 위치 10의 S에서 P로의

아미노산 치환을 갖는 서열 13을 포함하는 IgG4 힌지 영역; 및 T 세포 수용체 (TCR) 제타 쇄 신호전달 도메인을

포함하는 CD123 키메라 항원 수용체 (CD123CAR) 폴리펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 발현 카

세트를 포함하는 바이러스 벡터가 형질도입된 T 세포의 집단을 포함하는, 대상체에서 AML을 치료하기 위한 제약

조성물.

청구항 12 

제11항에 있어서, T 세포가 자가 T 세포인 제약 조성물.

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

우선권 주장[0001]

본 출원은 2013년 3월 15일에 출원된 미국 특허 출원 번호 13/844,048을 우선권 주장하고, 이는 도면을 포함하[0002]

여 전문이 본원에 참고로 포함된다.

정부 관여[0003]

본 발명은 NIH 보조 P50 CA107399, P01 CA030206, 및 M01 RR0004 하에 정부의 지지로 이루어졌다.  정부는 본[0004]

발명에 일정한 권리가 있다.

배 경 기 술

급성 골수성 백혈병 (AML)은 기능장애성 조혈을 초래하는 골수 내의 미성숙 골수 세포의 급속한 증식을 특징으[0005]
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로 하는 질환이다 [1].  급성 골수성 백혈병 (AML)에 대한 1선 치료는 거의 50년 동안 크게 변하지 않았고, AML

은 여전히 예후가 불량한 질환이다.  표준 유도 화학요법이 완전한 완화를 유도할 수 있지만, 다수의 환자가 결

국 재발되고, 질환에 굴복한다 [2].  따라서, AML에 대한 신규 치료제의 개발이 매우 중요하다.

동종이형 조혈 세포 이식이 선별된 환자에서 질환의 치유를 달성할 수 있고, 공여자-유래 면역요법에 대한 AML[0006]

의 감수성을 강조한다.  추가적으로, 인터루킨 3 수용체 알파 쇄 (CD123)가 잠재적인 면역요법 표적으로서 확인

되었는데, 정상 조혈 줄기 세포에 비교하여 AML에서 과발현되기 때문이다.

AML 세포의 면역표현형결정(immunophenotyping)에서의 최근의 발전으로 추후의 요법에 대한 표적으로서 작용할[0007]

수 있는, AML과 연관된 여러 세포 표면 항원이 밝혀졌다 [3].  실제로, AML의 치료를 위해 CD44, CD47, T 세포

면역글로불린 뮤신(mucin)-3 (TIM-3) 및 인터루킨 3 수용체 알파 쇄 (IL-3Rα; CD123)를 표적화하는 항체를 사

용하는 임상전 연구들이 기술되었고, 뮤린(murine) 모델에서 전도유망한 항-백혈병 활성을 실연하였다 [3, 4].

급성 및 만성 골수성 백혈병, 모발상 세포 백혈병, B-세포 계통 급성 림프모구성 백혈병, 및 모세포 형질세포양

수지상 세포 신생물을 포함하는 다양한 악성 종양에서 CD123이 발현된다.  추가적으로, CD123은 전형적으로 정

상 조혈 줄기 세포 상에서 발현되지 않아서, CD123을 이상적인 면역요법 표적으로 만든다.  추가적으로, CD123-

특이적 치료제에 대한 2개의 I상 시험이 완료되었고, 양쪽 모두의 약물이 양호한 안전성 프로파일을 나타냈다

(ClinicalTrials.gov ID: NCT00401739 및 NCT00397579).  불행하게도, 이러한 CD123 표적화 약물들은 효능이

제한되어, 항-백혈병 활성을 관찰하기 위해 CD123을 표적화하는 대안적이고 더욱 강력한 요법이 요구될 수 있다

는 것을 시사하였다.

AML의 치료를 위한 가능한 더욱 강력한 대안적인 요법은 MHC-비의존적 방식으로 세포 표면의 종양 연관 항원[0008]

(TAA)을 향해 T  세포 특이성을 재지정하는 키메라 항원 수용체 (CAR)를 발현하는 T 세포를 사용하는 것이다

[5].  대부분의 경우에, CAR은 CD3ζ의 신호전달 도메인에 융합된 모노클로날 항체로부터의 단일쇄 가변 단편

(scFv)을 포함하고, 공동자극성 엔도도메인(endodomain)을 함유할 수 있다 [5].  여러 그룹이 B-세포 악성 종양

의 치료를 위한 다양한 항원을 표적화하는 CAR을 개발하였고 [6-10], 다수가 I상 임상 시험에서 CAR 발현 T 세

포를 평가하는 것으로 넘어갔다 [11-15].   대조적으로, AML  치료를 위한 CAR  조작 T  세포는 여전히부족하다

[16, 17].

AML에 대한 현재의 치료 체계가 선별된 환자에서 완전한 응답을 달성할 수 있지만, 다수가 결국은 재발될 것이[0009]

고, 이는 더욱 지속적인 응답에 이를 수 있는 신규 치료제에 대한 요구를 강조한다.  항원 특이적 세포독성 T

림프구, 동종반응성(alloreactive) 천연 킬러(killer) 세포, 및 수지상 세포 백신을 포함하는 다양한 AML 표적

화 면역요법이 현재 개발 중이다.  예를 들어, 오카(Oka) 및 동료들은 윌름 종양 1 펩티드 예방접종이 AML 환자

에서 임상적 및 면역학적 응답에 이를 수 있다는 것을 실연하였다 [33].  그러나, 이러한 표적화 요법은 HLA-의

존적이다.  이를 위해, HLA-비의존적 방식으로 AML 세포를 선택적으로 표적화하도록 T 세포 특이성을 재지정할

수 있는 표적화된 치료제, 예컨대 CAR을 디자인하는 것이 바람직할 것이다.

발명의 내용

CD123 상의 상이한 에피토프들을 표적화하도록 CD123 특이적 scFv를 함유하는 키메라 항원 수용체 (CAR)의 패밀[0010]

리가 개발되었다.  일부 실시양태에서, 이같은 CD123 키메라 항원 수용체 (CD123CAR) 유전자는 Fc 수용체 결합

을 제거할 IgG4 스페이서 영역의 변경을 포함하는 변형된 IgG4 힌지(hinge) 영역에 인-프레임(in frame)으로 융

합된 항-CD123 scFv 영역을 포함한다.  한 실시양태에서, 변형된 IgG4 힌지 영역은 S228P 치환, L235E 치환, 및

임의적인 N297Q 치환을 포함한다.  CD123CAR 유전자는 하나 이상의 공동자극성 신호전달 도메인; 및 T 세포 수

용체 (TCR) 제타 쇄 신호전달 도메인을 또한 포함한다.  일부 실시양태에서, CD123CAR 유전자는 서열 1, 서열

2, 서열 3, 또는 서열 4로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함한다.  다른 실시양태에서, CD123CAR 유전자는

서열 9; 서열 10, 서열 11, 또는 서열 12를 포함하는 아미노산 서열을 코딩한다.

하기 기술된 실시양태들에 따르면, CD123CAR 유전자는 벡터 (예를 들어, 바이러스 벡터) 내에 삽입된 발현 카세[0011]

트의 일부분일 수 있다.  따라서, 인간 T 세포의 집단에 이러한 벡터가 형질도입되어, T 세포에 의한 CD123CAR

유전자의 발현이 초래될 수 있다.  건강한 공여자 T 세포 (CD4/CD8)에서 발현되는 경우, CD123CAR은 T 세포 특

이성을 재지정하고, CD123+ 세포주, 뿐만 아니라 원발성 AML 환자 샘플에서 강력한 이펙터 활성을 매개하였다.

CD123CAR T 세포는 시험관 내에서 과립구/대식세포 및 적혈구 콜로니 형성을 유의하게 변경시키지 않았고, 이는

면역 세포와 대조적으로 AML 세포 상에서의 차별적인 효과를 시사한다.

또한, 활성 AML의 환자로부터 수득된 T 세포가 CD123CAR 유전자를 발현하도록 변형될 수 있고, 시험관 내에서[0012]
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자가 AML 모세포를 용해할 수 있다.  이러한 결과들은 CD123CAR-형질도입 T 세포가 고위험 AML의 치료를 위한

면역요법으로서 사용될 수 있다는 것을 시사한다.  따라서, 일부 실시양태에 따르면, 제1 CD123CAR 유전자가 형

질도입된 제1 T 세포 집단을 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, 대상체에서 AML을 치료하는 방법이 제공된

다.  이러한 방법은 제1 CD123CAR 유전자가 형질도입된 제1 T 세포 집단을 제2 CD123CAR 유전자가 형질도입된

제2  T  세포  집단과  조합하여  대상체에게  투여하는  추가적인  단계를  추가로  포함할  수  있다.   일부

실시양태에서, 제1 CD123CAR 유전자는 서열 3 또는 서열 4로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함한다.  제2

CD123CAR 유전자 또한 서열 3 또는 서열 4로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있지만, 제2 CD123CAR

유전자의 뉴클레오티드 서열은 제1 CD123CAR 유전자에 대해 선택된 것과 동일하지 않을 수 있다.  이는 단일

CD123CAR-형질도입 T 세포 집단을 사용하는 것에 비교했을 때 상승작용성 효과를 야기할 수 있는, 2개 이상의

상이한 CD123CAR-형질도입 T 세포 집단을 사용하는 AML의 조합 치료를 초래한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 CD123-특이적 CAR가 건강한 공여자 인간 T 세포에서 발현될 수 있다는 것을 나타낸다.  (a) 변형된 IgG4[0013]

힌지, CD28의 변형된 막횡단 및 세포내 신호전달 도메인, 및 CD3ζ 신호전달 도메인을 함유하는 CAR의 개략도.

T2A 리보솜 스킵(skip) 서열 및 말단절단 EGFR (EGFRt) 형질도입 마커가 또한 지시된다.  (b) 1개의 건강한 공

여자로부터 유래된 모조 및 렌티-형질도입 T 세포의 대표적인 표현형.  면역자기(immunomagnetic) 선별 및 1 사

이클의 확장 후, CAR-변형 T 세포를 비오틴화 항-Fc 또는 비오틴화 항-EGFR에 이어서 PE-접합 스트렙타비딘 및

항-TCRα/β,  항-CD4,  또는  항-CD8로  염색하고,  유동  세포측정법으로  분석하였다.   4분면  배치는  이소형

(isotype) 대조군으로의 염색을 기초로 하고, 각각의 4분면에 속하는 세포의 백분율이 지시된다.  (c) 면역자기

선별 및 1 사이클의 확장 후의 3개의 상이한 건강한 공여자 T 세포주로부터의 지시된 세포 표면 마커의 발현.

데이터는 평균값 ± SEM을 나타낸다.

도 2는 CD123-특이적 CAR을 발현하는 T 세포가 CD123-발현 종양 세포주를 용해한다는 것을 나타낸다. (a) CD123

(상부, 흑색 선) 또는 CD19 (하부, 흑색 선)를 발현하도록 일시적으로 형질감염된 293T 세포의 유동 킬로메트릭

(kilometric) 분석.  배경 발현 수준을 결정하기 위해 모조-형질도입 모 293T 세포를 항-CD123 또는 항-CD19 항

체로 염색하였다 (회색으로 채워짐, 상부 및 하부).  (b) 크롬 방출 검정법에 의한 CD123 (293T-CD123) 또는

CD19 (293T-CD19)를 발현하는 293T 세포에 대한 CD123-CAR 발현 T 세포 (26292 및 32716)의 특이적 세포독성.

데이터는 3중 웰의 평균값 + S.D를 나타낸다.  (c) AML 세포주 KG1a, EBV-형질전환 LCL 세포주, 및 CML 세포주

K562 상에서의 CD123의 유동 킬로메트릭 분석.  이소형 대조군 (회색으로 채워짐)에 비해 CD123 염색에 대해 양

성인 세포 (흑색 선)의 백분율이 각각의 히스토그램에서 지시된다.  (d) 크롬 방출 검정법에 의한 CD19+ CD123+

LCL  세포주 및 CD19-  CD123+  세포주 KG1a에 대한 CD123-CAR  T  세포 (26292  및 32716)의 특이적 세포독성.

OKT3을 발현하는 LCL (LCL-OKT3) 및 CD19- CD123- K562 세포주가 각각 양성 및 음성 대조군 세포주로서 사용되

었다.  데이터는 3중 웰의 평균값 + S.D를 나타낸다.

도 3은 CD123-특이적 T 세포가 INF-γ 및 TNF-α를 방출하고 CD123 발현 표적 세포에 응답하여 증식한다는 것을

나타낸다.  3명의 건강한 공여자로부터의 CD123 CAR T 세포, 또는 쌍으로 매칭(matching)된 대조군 T 세포를 24

시간 동안 10:1의 E:T로 지시된 세포주와 함께 공동배양하고, IFN-γ 및 TNF-α의 방출을 루미넥스(Luminex) 다

중 비드 기술에 의해 정량하였다.  (b) 쌍으로 매칭된 CFSE-표지 CD19 또는 CD123 특이적 T 세포를 96시간 동안

2:1의 E:T로 지시된 자극물 세포주와 함께 공동배양하고, CFSE 희석에 대해 유동 세포측정법으로 분석하였다.

미자극 T 세포 (채워진 히스토그램)가 기준선 T 세포 증식 대조군으로서 사용되었다.

도 4는 원발성 AML 샘플과의 공동배양 후의 CD123 특이적 CAR에 의한 다중 CD4 및 CD8 이펙터 기능의 활성화를

나타낸다.  쌍으로 매칭된 CAR 조작 T 세포를 6시간 동안 3개의 상이한 원발성 AML 환자 샘플 (AML 179, 373,

및 605)과 함께 공동배양하고, 표면 CD107a 발현 및 세포내 IFN-γ 또는 TNF-α 생산에 대해 분석하였다.  (a,

막대 그래프) CD107a를 발현하는 DAPI-CD3+CD8+ EGFRt+ 세포의 백분율.  데이터는 평균값 + S.D.를 나타낸다

(a, 파이 차트).  탈과립화가 진행되고 IFN-γ 및/또는 TNF-α를 생산하는 CD3+CD8+ EGFRt+ 세포의 분율이 파이

차트에서 플롯팅된다.  (b) a 및 b에서 기술된 것과 동일한 실험으로부터의 DAPI-CD3+CD4+EGFRt+ 집단 데이터.

(c) 쌍으로 매칭된 CFSE 표지 CD19 또는 CD123-특이적 T 세포를 72시간 동안 2:1의 E:T로 지시된 자극물 세포와

함께 공동배양하고, DAPICD3+ EGFRt+ 집단에서의 CFSE 희석에 대해 유동 세포측정법으로 분석하였다.  LCL 및

K562 세포주는 각각 양성 및 음성 27개 대조군으로서의 역할을 한다.  프리(Pre) B-ALL 802는 CD19 및 CD123에

대해 이중 양성인 1차 환자 샘플이다.  4분면 배치는 미자극 T 세포를 기초로 한다.

도 5는 CD123 특이적 T 세포가 원발성 AML 세포를 특이적으로 표적화한다는 것을 나타낸다.  (a) 쌍으로 매칭된
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CD19 또는 CD123-특이적 T 세포를 4시간 동안 25:1의 E:T로 51Cr 표지 CD34+ 원발성 AML 샘플과 함께 공동배양

하였다.  LCL 및 K562 세포주는 각각 양성 및 음성 대조군으로서의 역할을 한다.  프리 B-ALL 802는 CD19 및

CD123에 대해 이중 양성인 1차 환자 샘플이다.  데이터는 3중 웰의 평균값 + S.D를 나타낸다.  (b) (a)에서의 3

개의 원발성 AML 환자 샘플로부터의 AML 모세포의 특이적 용해.  데이터는 평균값 ± SEM을 나타낸다.  26292

및 32716를 CD19R에 비교하는 쌍을 이루지 않은 스튜던트 t-테스트를 사용하여, *: p<0.05 및 **: p<0.0005.

도 6은 시험관 내에서의 정상 및 백혈병 선조 세포에 대한 CD123 CAR 발현 T 세포의 효과를 나타낸다.  (a 및

b)  CD34+  제대혈  (CB)  세포  (n=3)를  CD34  면역자기적으로  선별하고,  4시간  동안  25:1의  E:T로  CD19  또는

CD123-특이적인 쌍으로 매칭된 T 세포 또는 배지 단독 (미처리)과 함께 공동배양하였다.  그 후, 세포를 반고체

메틸셀룰로스 선조 배양물 내에 14-18일 동안 플레이팅하고, 과립구-대식세포 콜로니 형성 단위 (CFU-GM, A) 및

파열 형성 단위 적혈구 (BFU-E, B) 콜로니의 존재에 대해 채점하였다.  CD19-특이적 T 세포 대조군에 대해 백분

율이 표준화된다.  데이터는 3개의 상이한 CB 샘플에 대한 평균값 ± SEM을 나타낸다.  (c) CD34+ 원발성 AML

환자 샘플 (AML 493, 519, 또는 545)을 면역자기적으로 선별하고, 4시간 동안 25:1의 E:T로 CD19 또는 CD123-

특이적인 쌍으로 매칭된 T 세포 또는 배지 단독 (미처리)과 함께 공동배양하였다.  그 후, 세포를 반고체 메틸

셀룰로스 선조 배양물 내에 14-18일 동안 플레이팅하고, 백혈병 콜로니 형상 단위 (CFU-L)의 존재에 대해 채점

하였다.  CD19-특이적 T 세포 대조군에 대해 백분율이 표준화된다.  데이터는 3개의 상이한 원발성 AML 환자 샘

플에 대한 평균값 ± SEM을 나타낸다.  26292 및 32716를 CD19R에 비교하는 쌍을 이루지 않은 스튜던트 t-테스

트를 사용하여, *: p<0.05.  (d) CD19R에 대해 표준화된, CD123 표적화 CAR 구축물 (26292 또는 32716)로 처리

된 (a)로부터의 CB 또는 (c)로부터의 AML 세포의 조합된 콜로니 형성.  쌍을 이루지 않은 스튜던트 t-테스트를

사용하여, *: p<0.05.

도 7은 CD123 CAR에 의해 재지정된, AML 환자로부터 유래된 T 세포가 시험관 내에서 자가 모세포를 특이적으로

용해한다는 것을 나타낸다.  (a) CD19R, 26292, 또는 32716 CAR을 발현하도록 렌티바이러스가 3명의 AML 환자로

부터의 T 세포에 형질도입되었다.  형질도입 19일 후의 AML 722로부터의 T 세포주가 제시된다.  (b) 51Cr 방출

검정법에서 사용된 표적 세포 상에서의 CD123 발현.  CD123+ 세포의 백분율 및 각각의 샘플의 상대적 형광 지수

(RFI)가 지시된다.  (c) 3개의 AML 환자 샘플로부터 조작된 T 세포를 이펙터로서, 51Cr-표지 자가 CD34-강화 모

세포를 표적 세포로서 사용한 4시간 자가 사망 검정법의 결과.  데이터는 3중 웰의 평균값 + S.D를 나타낸다.

도 8은 초파리 루시퍼라제(luciferase)를 발현하도록 변형된 AML 세포주 KG1a를 주사하고 나서 5일 후 (제5일)

에  S228P+L235E 돌연변이 또는 S228P+L235E+N297Q 돌연변이를 함유하는 CD123CAR-형질도입 T 세포 (26292)로

처리된 NSG 마우스의 생물발광 영상화에 의해 제시된 바와 같은 종양 크기 변화를 나타낸다.

도 9는 일부 실시양태에 따른 항원-특이적 단일쇄 Fv, 힌지 영역, 공동자극성 신호전달 도메인, 및 T 세포 수용

체 제타-쇄 신호전달 도메인이 있는 키메라 항원 수용체 (CAR)의 개략도를 나타낸다.  (문헌 [Urba  WJ  and

Longo DL N Engl J Med 2011; 365:754-757]로부터의 영상).

도  10은  일부  실시양태에  따른  L235E  돌연변이  및  S228P  돌연변이가  있는  32716CAR  구축물

("32716CAR(S228P+L235E)")의 개략도를 32716CAR(S228P+L235E) 구축물의 뉴클레오티드 서열 (서열 1 - 안티센

스(antisense) 가닥 (상부의 번호가 매겨진 가닥); 서열 5 - 센스(sense) 가닥 (하부의 번호가 매겨진 가닥)),

및 32716CAR(S228P+L235E) 구축물의 아미노산 서열 (서열 9)과 함께 나타낸다.  돌연변이가 볼드체로 제시된다.

도  11은  일부  실시양태에  따른  L235E  돌연변이  및  S228P  돌연변이가  있는  26292CAR  구축물

("26292CAR(S228P+L235E)")의 개략도를 26292CAR(S228P+L235E) 구축물의 뉴클레오티드 서열 (서열 2 - 안티센

스  가닥  (상부의  번호가  매겨진  가닥);  서열  6  -  센스  가닥  (하부의  번호가  매겨진  가닥))  및

26292CAR(S228P+L235E) 구축물의 아미노산 서열 (서열 10)과 함께 나타낸다.  돌연변이가 볼드체로 제시된다.

도 12는 일부 실시양태에 따른 L235E  돌연변이, S228P  돌연변이 및 N297Q  돌연변이가 있는 32716CAR  구축물

("32716CAR(S228P+L235E+N297Q)")의 개략도를 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) 구축물의 뉴클레오티드 서열 (서열

3  -  안티센스 가닥 (상부의 번호가 매겨진 가닥);  서열  7  -  센스 가닥 (하부의 번호가 매겨진 가닥))  및

32716CAR(S228P+L235E+N297Q) 구축물의 아미노산 서열 (서열 11)과 함께 나타낸다.  돌연변이가 볼드체로 제시

된다.  IUPAC 염기 코드 R은 A 또는 G에 상응하고, IUPAC 염기 코드 Y는 T 또는 C에 상응한다.

도 13은 일부 실시양태에 따른 L235E  돌연변이, S228P  돌연변이 및 N297Q  돌연변이가 있는 26292CAR  구축물

("26292CAR(S228P+L235E+N297Q)")의 개략도를 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) 구축물의 뉴클레오티드 서열  (서

열 4 - 안티센스 가닥 (상부의 번호가 매겨진 가닥); 서열 8 - 센스 가닥 (하부의 번호가 매겨진 가닥)) 및
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26292CAR(S228P+L235E+N297Q) 구축물의 아미노산 서열 (서열 12)과 함께 나타낸다.  돌연변이가 볼드체로 제시

된다.  IUPAC 염기 코드 R은 A 또는 G에 상응하고, IUPAC 염기 코드 Y는 T 또는 C에 상응한다.

도 14는 원발성 AML 샘플 및 제대혈 상에서의 CD123 발현을 나타낸다.  (a) 원발성 AML 세포 상에서의 CD123 발

현의 대표적인 예.  세포를 DAPI
-
계통

-
CD34

+
 집단 상에서 게이팅(gating)하고, CD123 발현에 대해 평가하였다

(흑색 - 이소형 대조군, 적색 - 항-CD123).  (b) DAPI
-
계통

-
CD34

+
  집단에서 발현된 CD123 양성 세포의 백분율.

각각의 지점은 개별적인 샘플을 나타낸다.  (c) DAPI
-
계통

-
CD34

+
 집단에서의 CD123 상대적 형광 지수 (RFI).  항

-CD123 세포의 중앙값을 이소형 대조군 염색 세포의 중앙값으로 나누는 것에 의해 RFI가 계산된다.  (d) AML

605 (적색), AML 722 (청색), 및 제대혈 샘플 (회색) 상에서의 CD123 발현의 히스토그램 오버레이.  이소형 대

조군은 흑색으로 제시된다.

도 15는 원발성 AML 환자 샘플과의 인큐베이션에 응답한 CD123-특이적 T 세포에 의한 다중 이펙터 기능의 활성

화를 연구하는데 사용된 게이팅 전략을 도해한다.  T 세포 이펙터 기능을 확인하기 위한 다색성 유동 세포측정

법에 대한 게이팅 전략이 AML 373과의 공동배양 후의 CD123 CAR (26292-기반) T 세포에 대해 제시된다.  (A) 초

기 게이트가 CD3
+
 세포 상에서 설정된다.  (B) 형광 빼기 1 대조군을 사용하여 확립된 제2 게이트가 EGFRt

+
 세포

상에서 설정된다.  (C) 제3 게이트가 CD4
+
 및 CD8

+
 집단에 대해 설정된다.  (D) 최종 게이트가 CD107a

+
 세포 상

에서 설정된다.  (E) CD107a
+
 집단 내의 IFN-γ 및 TNF-α 집단.  이소형 대조군 염색 샘플을 사용하여 4분면이

확립되었다.  각각의 4분면 내의 백분율이 표기된다.

도 16은 CAR-발현 T 세포의 CD4 및 CD8 집단 양쪽 모두에서 희석된 CFSE를 나타낸다.  도 5C에 제시된 세포의

CD4 (a) 및 CD8 (b) 하위집단이 여기에서 제시된다.  DAPI
-
CD3

+
EGFRt

+
 세포 상에서의 초기 게이트 후에, CD4 및

CD8 세포가 원발성 AML 환자 샘플과의 공동배양 후의 CFSE 희석에 대해 분석되었다.  4분면 배치는 미자극 T 세

포를 기초로 한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

구체적인 예, 서열 및 도면을 사용하여 본 발명의 특정 실시양태가 상세하게 기술된다.  열거된 실시양태들은[0014]

본 발명을 이러한 실시양태들에 한정하도록 의도되지 않는데, 본 발명은 청구항에 의해 정의되는 바와 같은 본

발명의 범주 내에 포함될 수 있는 모든 대안, 변형, 및 등가물을 다루도록 의도되기 때문이다.  통상의 기술자

는 본 발명의 실행에서 사용될 수 있는, 본원에 기술된 것들과 유사하거나 등가인 다수의 방법 및 물질을 인지

할 것이다.

일부 실시양태에서, 종양 표적화 키메라 항원 수용체 (CAR)를 코딩하는 유전자가 제공된다.  특정 실시양태에[0015]

따르면, 이러한 유전자는 CD123-특이적 CAR (CD123CAR)을 코딩한다.  CD123CAR 유전자는 항-CD123 단일쇄 Fv

(scFv) 영역, 및 하기 도메인들 중 하나 이상을 포함한다: 힌지 영역, 공동자극성 신호전달 도메인, 세포내 신

호전달 도메인, 또는 이들의 조합물.

일부 실시양태에서, CD123CAR 유전자는 항-CD123 단일쇄 Fv (scFv) 영역, 힌지 영역, 임의적인 하나 이상의 공[0016]

동자극성 신호전달 도메인, 및 임의적인 세포내 신호전달 도메인을 포함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.

특정 실시양태에서, CD123CAR 유전자는 항-CD123 단일쇄 Fv (scFv) 영역, 힌지 영역, 하나 이상의 공동자극성[0017]

신호전달 도메인, 및 세포내 신호전달 도메인을 포함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다 (도 9).

항-CD123 scFv 영역은 발현되었을 때 CD123의 에피토프에 결합할 수 있는 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.[0018]

일부 실시양태에서, scFv 항-CD123 scFv 영역은 재조합 면역독소 (RIT) 26292 및 32716의 VH 및 VL 도메인을

코딩하는 뉴클레오티드를 포함한다 [18].  26292를 표적으로 하는 CD123CAR 유전자 및 32716을 표적으로 하는

CD123CAR 유전자는 본원에서 각각 26292CAR 및 32716CAR로 또한 지칭된다.  특정 실시양태에서, 항-CD123 scFv

영역은 하기로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다:

32716CAR에 대한 서열 1 또는 서열 3의 뉴클레오티드 82-814, 또는[0019]

26292CAR에 대한 서열 2 또는 서열 4의 뉴클레오티드 82-792.[0020]

상기 뉴클레오티드 서열은 하기로부터 선택된 아미노산 서열을 코딩한다:[0021]
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32716CAR에서 사용되는 경우의 서열 9 또는 서열 11의 잔기 23-266; 또는 [0022]

26292CAR에서 사용되는 경우의 서열 10 또는 서열 12의 잔기 23-259.[0023]

특정 실시양태에서, 결합을 강화하도록 또는 면역원성을 감소시키도록 항-CD123 scFv 영역이 변형될 수 있다.[0024]

예를 들어, 한 측면에서, 항-CD123 scFv 영역은 인간화 항-CD123 scFv 영역일 수 있다.

힌지 영역은 CH2-CH3 도메인 사이에 놓이는 면역글로불린 (예를 들어, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4)의 적어도 일부[0025]

분을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 힌지 영역은 변형된 힌지이다.  변형된 힌지는 CD123CAR의 표적을

벗어나는 효과를 감소시키는데 기여함으로써 이의 특이성 및 효능을 증가시키는 하나 이상의 아미노산 치환 또

는 변형이 있을 수 있다.  본원에서 사용된 바와 같은 "아미노산 변형" 또는 "아미노산 치환" 또는 "치환"은 단

백질 또는 펩티드 서열에서의 아미노산 치환, 삽입, 및/또는 결실을 의미한다.  본원에서 사용된 바와 같은 "아

미노산 치환" 또는 "치환"은 모 펩티드 또는 단백질 내의 특정 위치에서의 아미노산이 또 다른 아미노산으로 교

체되는 것을 의미한다.  예를 들어, 치환 S228P는 위치 228의 세린이 프롤린으로 교체된 변이체 단백질 또는 펩

티드를 지칭한다.

아미노산 치환은 단백질 또는 펩티드를 코딩하는 핵산 서열 내의 특정 코돈이 상이한 아미노산을 코딩하는 코돈[0026]

으로 변화되도록 하는 돌연변이에 의해 이루어질 수 있다.  일반적으로 이같은 돌연변이는 가능한 최소의 뉴클

레오티드 변화를 일으킴으로써 이루어진다.  이러한 종류의 치환 돌연변이는 비-보존적 방식으로 (즉, 특정 크

기 또는 특성이 있는 아미노산들의 군에 속하는 아미노산에서 또 다른 군에 속하는 아미노산으로 코돈을 변화시

킴으로써) 또는 보존적 방식으로 (즉, 특정 크기 또는 특성이 있는 아미노산들의 군에 속하는 아미노산에서 동

일한 군에 속하는 아미노산으로 코돈을 변화시킴으로써) 생성된 단백질 내의 아미노산을 변화시키도록 이루어질

수 있다.  일반적으로 이같은 보존적 변화는 생성된 단백질의 구조 및 기능에서의 더 적은 변화에 이른다.

하기는 다양한 아미노산 군의 예이다:[0027]

ㆍ 비극성 R 기가 있는 아미노산: 알라닌, 발린, 류신, 이소류신, 프롤린, 페닐알라닌, 트립토판, 메티오닌[0028]

ㆍ 하전되지 않은 극성 R 기가 있는 아미노산: 글리신, 세린, 트레오닌, 시스테인, 티로신, 아스파라긴, 글루타[0029]

민

ㆍ 하전된 극성 R 기가 있는 아미노산 (pH 6.0에서 음성으로 하전됨): 아스파르트산, 글루탐산[0030]

ㆍ 염기성 아미노산 (pH 6.0에서 양성으로 하전됨): 리신, 아르기닌, 히스티딘 (pH 6.0에서)[0031]

또 다른 군은 페닐 기가 있는 아미노산이다: 페닐알라닌, 트립토판, 티로신.[0032]

또 다른 군은 하기 제시된 바와 같은 분자량 (즉, R 기의 크기)에 따른 것일 수 있다:[0033]

[0034]

특정 실시양태에서, 변형된 힌지는 변형되지 않은 힌지 내에 존재하는 것과 상이한 아미노산 잔기로 치환된 하[0035]
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나 이상의 아미노산 잔기를 포함하는 IgG1, IgG2, IgG3, 또는 IgG4로부터 유래된다.  하나 이상의 치환된 아미

노산 잔기는 위치 220, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 235, 234, 237, 238, 239, 243, 247, 267, 268, 280,

290, 292, 297, 298, 299, 300, 305, 309, 218, 326, 330, 331, 332, 333, 334, 336, 339, 또는 이들의 조합

의 하나 이상의 아미노산 잔기를 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.

일부 실시양태에서, 변형된 힌지는 하기의 아미노산 잔기 치환 중 하나 이상을 포함하지만 이에 한정되지 않는[0036]

IgG1,  IgG2,  IgG3,  또는 IgG4로부터 유래된다: C220S,  C226S,  S228P,  C229S,  P230S,  E233P,  V234A,  L234V,

L234F,  L234A,  L235A,  L235E,  G236A,  G237A,  P238S,  S239D,  F243L,  P247I,  S267E,  H268Q,  S280H,  K290S,

K290E,  K290N,  R292P,  N297A,  N297Q,  S298A,  S298G,  S298D,  S298V,  T299A,  Y300L,  V305I,  V309L,  E318A,

K326A,  K326W,  K326E,  L328F,  A330L,  A330S,  A331S,  P331S,  I332E,  E333A,  E333S,  E333S,  K334A,  A339D,

A339Q, P396L, 또는 이들의 조합 (50).  

일부 실시양태에서, 변형된 힌지는 하기의 아미노산 서열의 IgG4 힌지로부터 유래된다:[0037]

[0038]

특정 실시양태에서, 변형된 힌지는 변형되지 않은 힌지 내에 존재하는 것과 상이한 아미노산 잔기로 치환된 하[0039]

나 이상의 아미노산 잔기를 포함하는 IgG4로부터 유래된다.  하나 이상의 치환된 아미노산 잔기는 위치 220,

226, 228, 229, 230, 233, 234, 235, 234, 237, 238, 239, 243, 247, 267, 268, 280, 290, 292, 297, 298,

299, 300, 305, 309, 218, 326, 330, 331, 332, 333, 334, 336, 339, 또는 이들의 조합의 하나 이상의 아미노

산 잔기를 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.

일부 실시양태에서, 변형된 힌지는 하기의 아미노산 잔기 치환 중 하나 이상을 포함하지만 이에 한정되지 않는[0040]

IgG4로부터 유래된다: 220S,  226S,  228P,  229S,  230S,  233P,  234A,  234V,  234F,  234A,  235A,  235E,  236A,

237A, 238S, 239D, 243L, 247I, 267E, 268Q, 280H, 290S, 290E, 290N, 292P, 297A, 297Q, 298A, 298G, 298D,

298V, 299A, 300L, 305I, 309L, 318A, 326A, 326W, 326E, 328F, 330L, 330S, 331S, 331S, 332E, 333A, 333S,

333S, 334A, 339D, 339Q, 396L, 또는 이들의 조합 (이때, 변형되지 않은 힌지 내의 아미노산이 지시된 위치에서

상기에서 확인되는 아미노산으로 치환된다).

일부 실시양태에서, 변형된 IgG4 힌지는 위치 228의 세린 (S)을 대신하는 프롤린 (P)의 치환 (S228P), 위치 235[0041]

의 글루탐산 (E)을 대신하는 류신 (L)의 치환 (L235E), 위치 297의 글루타민 (Q)를 대신하는 아스파라긴 (N)의

치환 (N297Q)을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.  특정 실시양태에서, 변형된 IgG4 힌지 영역은 하기로부터

선택된 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다:

32716CAR에 대한 서열 1 또는 서열 3의 뉴클레오티드 814-1500; 또는[0042]

26292CAR에 대한 서열 2 또는 서열 4의 뉴클레오티드 793-1479.[0043]

상기 뉴클레오티드 서열은 하기로부터 선택된 아미노산 서열을 코딩한다:[0044]

32716CAR에서 사용되는 경우의 서열 1 또는 서열 3의 잔기 267-495; 또는 [0045]

26292CAR에서 사용되는 경우의 서열 2 또는 서열 4의 잔기 260-488.[0046]

한 실시양태에서, 변형된 IgG4 힌지 영역은 S228P 치환 및 L235E 치환을 포함한다 ("S228P+L235E") (도 10 및[0047]

11 참조).  또 다른 실시양태에서, 변형된 IgG4 힌지 영역은 S228P 치환, L235E 치환, 및 N297Q 치환을 포함한

다 ("S228P+L235E+N297Q") (도 12 및 13 참조).

일부 실시양태에서, CD8a의 힌지 영역과 같이, C123CAR 내의 Fc 스페이서(spacer) 영역이 Fc 결합이 없는 스페[0048]

이서로 치환되도록 힌지가 변형될 수 있다.  대안적으로, 힌지의 Fc 스페이서 영역이 결실될 수 있다.  이같은

치환은 Fc 결합을 감소시키거나 제거할 것이다.

본원에서 사용된 바와 같은 "위치"라는 용어는 단백질 서열 내의 장소이다.  위치는 순차적으로 또는 확립된 양[0049]

식, 예를 들어, 카밧(Kabat) 위치 또는 문헌 [Kabat]에서와 같은 EU 위치 또는 EU 인덱스에 따라 번호가 매겨질

수 있다.  본원에서 논의된 모든 위치에 대해, 번호매김은 EU 인덱스 또는 EU 번호매김 체계를 따른다 (문헌

[Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed., United States Public
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Health Service, National Institutes of Health, Bethesda] (이에 의해 전문이 참고로 포함됨)).  EU 인덱스

또는  문헌  [Kabat]에서와  같은  EU  인덱스  또는 EU  번호매김 체계는 EU  항체의 번호매김을 지칭한다 (문헌

[Edelman et al., 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63:78-85] (이에 의해 전문이 참고로 포함됨)).  관련 기술

분야에 또한 주지된 카밧 위치는 소정의 위치에 대해 EU 위치와 다를 수 있다.  예를 들어, 상기 기술된 S228P

및 L235E 치환은 EU 위치를 지칭한다.  그러나, 이러한 치환은 카밧 위치 241 (S241P) 및 248 (L248E)에 상응

할 수도 있다 [21].  

공동자극성 신호전달 도메인은 4-1BB 공동자극성 도메인, OX-40 공동자극성 도메인, CD27 공동자극성 도메인,[0050]

또는 CD28 공동자극성 도메인을 포함하지만 이에 한정되지 않는 임의의 적절한 공동자극성 도메인을 포함할 수

있다.  본원에 기술된 실시양태에 따르면, CD123CAR은 하나 이상의 공동자극성 신호전달 도메인을 포함할 수 있

다.  한 측면에서, CD123CAR에 1개의 공동자극성 신호전달 도메인이 있거나, 또는 CD123CAR이 2개 이상의 상기

기술된 것들과 같은 공동자극성 신호전달 도메인을 포함할 수 있다.  또 다른 측면에서, 공동자극성 도메인이 1

개의 상기 기술된 것들과 같은 공동자극성 신호전달 도메인으로 구성될 수 있거나, 또는 대안적으로 2개 이상의

공동자극성 도메인의 2개 이상의 부분으로 구성될 수 있다.  대안적으로, 일부 실시양태에서, CD123CAR은 공동

자극성 신호전달 도메인을 포함하지 않는다.

한 실시양태에서, CD123CAR은 CD28 공동자극성 도메인인 공동자극성 신호전달 도메인을 포함한다.  CD28 신호전[0051]

달 도메인은 변형된 CD28 막횡단 도메인을 포함할 수 있다.  한 실시양태에서, 이같은 변형된 CD28 막횡단 도메

인은 서열 10 또는 서열 12의 아미노산 잔기 530-531 또는 서열 11 또는 서열 13의 잔기 523-524에서 류신-류신

(LL)이 글리신-글리신 (GG)으로 치환되는 것 (예를 들어, RLLH → RGGH [22])을 포함하지만 이에 한정되지 않는

하나 이상의 아미노산 치환 또는 변형이 있다.  특정 실시양태에서, 변형된 공동자극성 신호전달 도메인 영역은

하기로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다:

32716CAR에 대한 서열 1 또는 서열 3의 뉴클레오티드 1501-1707; 또는[0052]

26292CAR에 대한 서열 2 또는 서열 4의 뉴클레오티드 1480-1686.[0053]

상기 뉴클레오티드 서열은 하기로부터 선택된 아미노산 서열을 코딩한다:[0054]

32716CAR에서 사용되는 경우의 서열 1 또는 서열 3의 잔기 498-564; 또는 [0055]

26292CAR에서 사용되는 경우의 서열 2 또는 서열 4의 잔기 489-557.[0056]

세포내 신호전달 도메인은 임의의 적절한 T 세포 수용체 (TCR) 복합체, 이의 신호전달 도메인 부분을 포함할 수[0057]

있다.  일부 실시양태에서, 세포내 신호전달 도메인은 TCR 제타-쇄 (ζ-쇄) 신호전달 도메인이다.  특정 실시양

태에서, ζ-쇄 신호전달 도메인은 하기로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다:

32716CAR에 대한 서열 1 또는 서열 3의 뉴클레오티드 1717-2052; 또는[0058]

26292CAR에 대한 서열 2 또는 서열 4의 뉴클레오티드 1696-2031.[0059]

상기 뉴클레오티드 서열은 하기로부터 선택된 아미노산 서열을 코딩한다:[0060]

32716CAR에서 사용되는 경우의 서열 1 또는 서열 3의 잔기 568-679; [0061]

26292CAR에서 사용되는 경우의 서열 2 또는 서열 4의 잔기 561-672.[0062]

따라서, 상기 기술된 실시양태들에 따르면, CD123CAR 유전자는 서열 1, 서열 2, 서열 3 또는 서열 4로부터 선택[0063]

된 뉴클레오티드 서열을 포함할 수 있다.  다른 실시양태에서, CD123CAR 유전자는 서열 9, 서열 10, 서열 11 또

는 서열 12로부터 선택된 아미노산 서열을 코딩할 수 있다.  (도 10, 11, 12, 13).

CD123CAR 유전자의 발현 및 T 세포의 형질도입[0064]

일부 실시양태에서, CD123CAR 유전자는 발현 카세트의 일부이다.  일부 실시양태에서, 발현 카세트는, CD123CAR[0065]

유전자에 더하여, 보조 유전자를 또한 포함한다.  T 세포에 의해 발현되었을 때, 보조 유전자는 형질도입된 T

세포 선별 마커, 생체내 추적 마커, 또는 형질도입된 T 세포에 대한 자살 유전자로서의 역할을 할 수 있다.

일부 실시양태에서, 보조 유전자는 말단절단 EGFR 유전자 (EGFRt)이다.  EGFRt는 비-면역원성 선별 도구 (예를[0066]

들어,  EGFRt-함유  구축물이  렌티바이러스에  의해  형질도입된  T  세포의  강화를  위한,  비오틴화  세툭시맙

(Cetuximab)을 항-비오틴 마이크로비드와 조합하여 사용하는 면역자기 선별), 추적 마커 (예를 들어, T 세포 생

착을 추적하기 위한 유동 세포측정법 분석), 및 자살 유전자 (예를 들어, 세툭시맙/어비툭스(Erbitux)® 매개
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항체 의존적 세포성 세포독성 (ADCC) 경로를 통함)로서 사용될 수 있다.  본원에 기술된 실시양태에 따라 사용

될 수 있는 말단절단 EGFR (EGFRt) 유전자의 예가 국제 출원 번호 PCT/US2010/055329 (이에 의해 이의 내용은

본원에 완전하게 기재된 것과 같이 참고로 포함됨)에 기술되어 있다.  다른 실시양태에서, 보조 유전자는 말단

절단 CD19 유전자 (CD19t)이다.

또 다른 실시양태에서, 보조 유전자는 유도성 자살 유전자이다.  자살 유전자는 이러한 유전자가 발현되는 세포[0067]

에 원하는 시점에 계획된 세포 사망 또는 항체 매개 소거를 일으킬 재조합 유전자이다.  한 실시양태에서, 보조

유전자로서 사용될 수 있는 유도성 자살 유전자는 유도성 카스파제(caspase) 9 유전자이다 (문헌 [Straathof et

al.  (2005)  An  inducible  caspase  9  safety  switch  for  T-cell  therapy.  Blood.  June  1;  105(11):  4247-

4254]를 참조하고, 이에 의해 이의 내용은 본원에 완전하게 기재된 것과 같이 참고로 포함된다).

일부 실시양태에서, 상기 기술된 CD123CAR 유전자를 포함하는 발현 카세트가 형질도입 또는 형질감염을 통한 표[0068]

적 세포의 전달을 위한 벡터 내로 삽입될 수 있다.  임의의 적절한 벡터, 예를 들어, 박테리아 벡터, 바이러스

벡터  또는  플라스미드가  사용될  수  있다.   일부  실시양태에서,  벡터는  레트로바이러스  벡터,  렌티바이러스

벡터, 폭스바이러스 벡터, 아데노바이러스 벡터, 또는 아데노-연관 바이러스 벡터로부터 선택된 바이러스 벡터

이다.  일부 실시양태에서, 건강한 T 세포의 집단에 벡터가 형질도입될 수 있다.  성공적으로 형질도입 또는 형

질감염된 표적 세포는 발현 카세트의 일부인 하나 이상의 유전자를 발현한다.

따라서, 하나 이상의 T 세포 집단에 CD123CAR 유전자가 형질도입될 수 있다.  일부 실시양태에서, CD123CAR 유[0069]

전자는 서열 1, 서열 2, 서열 3 또는 서열 4로부터 선택된 뉴클레오티드 서열을 포함한다.  따라서, 일부 실시

양태에서, 형질도입된 T 세포는 서열 9, 서열 10, 서열 11 또는 서열 12로부터 선택된 아미노산 서열을 코딩하

는 CD123CAR 유전자를 발현한다.  (도 10, 11, 12, 13).  형질도입된 T 세포는 공여자로부터의 것일 수 있거나,

또는 AML 치료를 필요로 하는, AML에 걸린 대상체로부터의 것일 수 있다.  일부 실시양태에서, 형질도입된 T 세

포는 AML의 치료를 위한 입양 면역요법 치료에서 사용된다.

추가로, 하나 이상의 T 세포 집단이 대상체에게 투여하기 위한 전달을 위한 제약상 허용되는 조성물의 일부일[0070]

수 있다.  CD123CAR-형질도입 T 세포에 더하여, 이러한 제약상 효과적인 조성물은 하나 이상의 제약상 효과적인

담체를 포함할 수 있다.  본원에서 사용된 바와 같은 "제약상 허용되는 담체"는 신체의 하나의 조직, 장기 또는

일부분으로부터 신체의 또 다른 조직, 장기 또는 일부분으로 관심 치료를 운반하거나 전달하는데 수반되는 제약

상 허용되는 물질, 조성물 또는 비히클을 지칭한다.  이같은 담체는, 예를 들어, 액체, 고체, 또는 반고체 충전

제,  용매,  계면활성제,  희석제,  부형제,  애주번트(adjuvant),  결합제,  완충제,  용해  보조제,  용매,  캡슐화

물질, 격리제, 분산제, 방부제, 윤활제, 붕해제, 증점제, 유화제, 항미생물제, 항산화제, 안정화제, 착색제, 또

는 이들의 일부 조합물을 포함할 수 있다.

조성물의 다른 성분들과 상용성이어야 하고, 마주칠 수 있는 신체의 임의의 조직, 장기 또는 일부분과의 접촉에[0071]

적절하여야 한다는 점에서 (독성, 자극, 알러지 응답, 면역원성, 또는 이의 치료 이익보다 과도하게 우세한 임

의의 기타 합병증의 위험을 지니지 않아야 한다는 것을 의미함), 담체의 각각의 성분은 "제약상 허용"된다.

제약상 허용되는 담체로서의 역할을 할 수 있는 물질의 일부 예는 (1) 당, 예컨대 락토스, 글루코스 및 수크로[0072]

스; (2) 전분, 예컨대 옥수수 전분 및 감자 전분; (3) 셀룰로스 및 이의 유도체, 예컨대 소듐 카르복시메틸 셀

룰로스, 에틸 셀룰로스 및 셀룰로스 아세테이트; (4) 분말 트래거캔스; (5) 맥아; (6) 천연 중합체 예컨대 젤라

틴, 콜라겐, 피브린, 피브리노겐, 라미닌, 데코린, 히알루로난, 알기네이트 및 키토산; (7) 탈크; (8) 부형제,

예컨대 코코아 버터 및 좌약 왁스; (9) 오일, 예컨대 땅콩유, 면실유, 홍화유, 참기름, 올리브유, 옥수수유 및

대두유; (10) 글리콜, 예컨대 프로필렌 글리콜; (11) 폴리올, 예컨대 글리세린, 소르비톨, 만니톨 및 폴리에틸

렌 글리콜; (12) 에스테르, 예컨대 트리메틸렌 카르보네이트, 에틸 올레에이트 및 에틸 라우레이트; (13) 한천;

(14) 완충제, 예컨대 수산화마그네슘 및 수산화알루미늄; (15) 알긴산 (또는 알기네이트); (16) 발열원이 없는

물; (17) 등장성 염수; (18) 링거 용액; (19) 알콜, 예컨대 에틸 알콜 및 프로판 알콜; (20) 포스페이트 완충제

용액;  (21)  열가소성  물질,  예컨대 폴리락트산,  폴리글리콜산,  (22)  폴리에스테르,  예컨대 폴리카프로락톤;

(23) 자가-조립 펩티드; 및 (24) 제약 제형에서 사용되는 기타 비-독성 상용성 물질 예컨대 아세톤을 포함한다. 

제약 조성물은 생리학적 조건을 모사하는데 필요한 바와 같은 제약상 허용되는 보조 물질, 예컨대 pH 조정 및[0073]

완충 작용제, 독성 조정제 등, 예를 들어, 아세트산나트륨, 염화나트륨, 염화칼륨, 염화칼슘, 락트산나트륨 등

을 함유할 수 있다.

한 실시양태에서, 제약상 허용되는 담체는 수성 담체, 예를 들어 완충 염수 등이다.  특정 실시양태에서, 제약[0074]

등록특허 10-2297918

- 12 -



상 허용되는 담체는 극성 용매, 예를 들어 아세톤 및 알콜이다.

이러한 제형들 내의 CD123CAR-형질도입 T 세포의 농도는 광범위하게 변할 수 있고, 선택된 특정 투여 방식 및[0075]

생물학적 시스템의 요구에 따라 주로 유체 부피, 점도, 장기 크기, 체중 등을 기초로 선택될 것이다.

특정 실시양태에서, CD124CAR 유전자가 형질도입된 T 세포 (즉, CD124CAR-형질도입 T 세포)의 집단 예컨대 AML[0076]

세포를 표적화하고 이를 사망시키는 방법에서 사용된 본원에 기술된 것들이 세포 배양물에서 성장될 수 있다.

이러한 실시양태의 특정 측면에서, 이러한 방법은 AML의 병인에서의 CD123의 역할을 연구하기 위해 또는 새로운

CD123CAR 구축물의 표적화 능력을 평가하기 위해 시험관내 또는 연구 환경에서 사용될 수 있다.

CD123CAR-형질도입 T 세포로의 AML 치료[0077]

일부 실시양태에 따르면, CD123CAR 유전자 및 CD123CAR 유전자가 형질도입된 T 세포의 집단 예컨대 상기 기술된[0078]

것들이 대상체에서 AML을 치료하는 방법에서 사용될 수 있다.  이같은 방법은 하나 이상의 CD123CAR 유전가 형

질도입된 T 세포의 하나 이상의 집단을 치료 유효량으로 대상체에게 투여하는 단계를 포함할 수 있다.  이러한

실시양태에서, CD123CAR-형질도입 T 세포의 집단은 하나 이상의 CD123CAR 유전자, 예컨대 상기 기술된 것들을

발현한다.   특정  실시양태에서,  T  세포에  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)  유전자  구축물  (도  12)  또는

26292CAR(S228P+L235E+N297Q)  유전자 구축물 (도  13)이 형질도입되고, T  세포가 이러한 구축물을 발현한다.

이같은 세포가 입양 면역요법 치료를 통해 투여되는 경우, 형질도입된 T 세포가 생체 내에서 CD123 발현 세포

(즉, AML 세포)를 표적화하여 용해시키고, 이에 의해 암 세포를 제거하는 이의 치료 효과를 전달한다.  하기 실

시예에 기술된 바와 같이, 힌지 범위 내에 S228P 및 L235E 돌연변이가 있는 CD123CAR 유전자 구축물이 표적을

벗어난  효과로부터의  충분한  보호를  제공하여  시험관  내의  배양된  세포에서  충분한  응답을  생성시킨다.

그러나, 이러한 데이터가 생체 내에서의 이러한 구축물의 효과로 외삽되지 않아야 한다.  연구원들은 시험관내

데이터가 치료 효과를 생체내 데이터로 옮길 수 있는 것과 관련하여 종종 시험관내 데이터를 크게 존중한다.

때때로, 시험관내 데이터가 생체내 데이터와 일치한다.  그러나, 이러한 상관관계는 예측될 수 없는데, 시험관

내에서 고도로 효과적인 항-종양 세포 효과를 나타낸 CD123CAR(S228P+L235E) 유전자 구축물 (도 10-11)이 생체

내에서는 동일한 효과가 없었다는 것을 도 8이 나타내기 때문이다.  결과적으로, 추가적인 돌연변이가 힌지 영

역에서 만들어져서 (N297Q), CD123CAR(S228P+L235E+N297Q) 구축물이 생성되었다.  CD123CAR(S228P+L235E) 유전

자 구축물과 대조적으로, 이러한 구축물의 투여는 백혈병 부하의 유의한 감소를 초래하였다.

CD123CAR 유전자 또는 본원에서 기술된 방법에 따라 사용될 수 있는 유전자가 형질도입된 T 세포의 집단 또는[0079]

집단들은 임의의 적절한 투여 경로에 의해 단독으로 또는 제약 조성물의 일부로서 투여될 수 있다.  투여 경로

는 두개내, 비경구 또는 경피를 포함하지만 이에 한정되지 않는, 관련 기술 분야에 공지된 임의의 투여 경로를

지칭할 수 있다.  "비경구"는 안와아래, 주입, 동맥내, 낭내, 심장내, 피내, 근육내, 복막내, 폐내, 척수강내,

흉골내, 경막내, 종양내, 자궁내, 정맥내, 지주막하, 피막하, 피하, 경점막, 또는 경기관을 포함하는, 일반적으

로 주사와 연관된 투여 경로를 지칭한다.  특정 실시양태에서, 형질도입된 T 세포는 정맥 내로 또는 경막 내로

투여된다.

본원에서 사용된 바와 같은 "유효량"이라는 용어는 원하는 효과를 일으키는 작용제, 화합물, 치료 또는 요법의[0080]

양을 지칭한다.  예를 들어, 세포 집단을 유효량의 작용제, 화합물, 치료 또는 요법과 접촉시켜, 이의 시험관

내에서의 효과를 연구하거나 (예를 들어, 세포 배양), 또는 생체 외 또는 시험관 내에서의 원하는 치료 효과를

일으킬 수 있다.  유효량의 작용제, 화합물, 치료 또는 요법이 표적 상태를 예방 또는 치료하는 것, 이러한 상

태와 연관된 증상을 경감시키는 것, 또는 원하는 생리학적 효과를 일으키는 것과 같은 대상체에서의 치료 효과

를 일으키는데 사용될 수 있다.  이같은 경우에, 화합물의 유효량은 "치료 유효량", "치료 유효 농도" 또는 "치

료 유효 용량"이다.  정확한 유효량 또는 치료 유효량은 소정의 대상체 또는 세포 집단에서 치료 효능의 관점에

서 가장 효과적인 결과를 산출할 조성물의 양이다.  이러한 양은 화합물의 특성 (활성, 약동학, 약역학 및 생체

이용률이 포함됨), 대상체의 생리학적 상태 (연령, 성별, 질환 유형 및 병기, 일반적인 건강 상태, 소정의 투여

량에 대한 응답성, 및 투약 유형이 포함됨) 또는 세포의 생리학적 상태, 제형 내의 제약상 허용되는 담체 또는

담체들의 성질, 및 투여 경로를 포함하지만 이에 한정되지 않는 다양한 요인에 따라 변할 것이다.  또한, 유효

량 또는 치료 유효량은 화합물이 단독으로 투여되는지 또는 또 다른 화합물,약물, 요법 또는 기타 치료 방법 또

는 양식과 조합되어 투여되는지 여부에 따라 변할 수 있다.  임상 및 약리학 분야의 기술자는 일상적인 실험을

통해, 즉 화합물 투여에 대한 세포 또는 대상체의 응답을 모니터링하고, 이에 따라 투여량을 조정하는 것에 의

해 유효량 또는 치료 유효량을 결정할 수 있을 것이다.  추가적인 지침에 대해, 문헌 [Remington: The Science

and Practice of Pharmacy, 21st Edition, Univ. of Sciences in Philadelphia (USIP), Lippincott Williams
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& Wilkins, Philadelphia, PA, 2005]를 참조하고, 이는 이에 의해 본원에 완전하게 기재된 것과 같이 참고로

포함된다.  본원에 기술된 실시양태에 따라 원하는 효과를 일으키도록 유효량 또는 치료 유효량으로 사용될 수

있는 작용제, 화합물, 치료 또는 요법은 CD123CAR 유전자, CD123CAR 유전자를 포함하는 발현 카세트, CD123CAR

유전자를 포함하는 발현 카세트를 표적 세포 예컨대 T 세포로 전달하는 벡터, 및 CD123CAR 유전자가 형질도입된

T 세포의 집단을 포함할 수 있지만, 이에 한정되지 않는다.

상태를 "치료하는" 또는 상태의 "치료"라는 용어는 상태를 예방하는 것, 상태의 발병 또는 발달 속도를 느리게[0081]

하는 것, 상태가 발달될 위험을 감소시키는 것, 상태와 연관된 증상의 발달을 예방하거나 지연시키는 것, 상태

와 연관된 증상을 감소시키거나 종료시키는 것, 상태의 완전한 또는 부분적인 퇴행을 생성시키는 것, 또는 이들

의 일부 조합을 지칭할 수 있다.  치료는 상태의 예방적 또는 방지성 치료를 의미할 수도 있다.

본원에서 사용된 바와 같은 "대상체"라는 용어는 모든 포유동물 예컨대 영장류 (특히, 고등 영장류), 양, 개,[0082]

설치류 (예를 들어, 마우스 또는 래트), 기니 피그, 염소, 돼지, 고양이, 토끼 및 소를 포함하는, 인간 또는 동

물을 지칭한다.  일부 실시양태에서, 대상체는 인간이다.

특정 실시양태에서, AML을 치료하는 방법은 치료 유효량의 제1 CD123CAR 유전자가 형질도입된 제1 T 세포 집단[0083]

을 치료 유효량의 제2 CD123CAR 유전자가 형질도입된 제2 T 세포 집단과 조합하여 투여하는 단계를 포함할 수

있다.

다른 실시양태에서, CD123CAR-형질도입 T 세포는 하나 이상의 추가적인 항암 요법과 조합되어 투여될 수 있다.[0084]

본원에서 사용된 바와 같은 "조합" 또는 "~와 조합"은 동일한 대상체에서 동일한 암을 치료하는 과정 중에 2가

지 이상의 작용제, 약물, 치료제, 시술, 치료 체계, 치료 양식 또는 이들의 조합을 임의의 순서로 사용하는 것

을 의미한다.  이는 동시 투여, 뿐만 아니라 수일까지 벌어진 시기적으로 간격이 있는 순서로 투여되는 것을 포

함한다.  이같은 조합 치료는 작용제, 약물, 치료제, 시술, 치료 체계 및 치료 양식 중 임의의 하나 이상의 1회

를 초과하는 투여를 포함할 수도 있다.  또한, 2가지 이상의 작용제, 약물, 치료제, 시술, 치료 체계, 치료 양

식 또는 이들의 조합의 투여가 동일한 투여 경로 또는 상이한 투여 경로에 의한 것일 수 있다.

본원에 기술된 방법에 따라 사용될 수 있는 추가적인 항암 요법은 하나 이상의 항암 시술, 치료 양식, 항암 치[0085]

료제 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, CD123CAR-형질도입 T 세포가 줄기 세포 이식

(예를 들어, 동종이형 줄기 세포, 자가 줄기 세포를 사용하는 골수 이식 또는 말초 혈액 줄기 세포 이식; 또는

비-골수제거식 이식), 방사선 조사 요법, 또는 수술에 의한 절제를 포함하지만 이에 한정되지 않는 하나 이상의

항암 시술 또는 치료 양식과 조합되어 투여될 수 있다.  다른 실시양태에서, CD123CAR-형질도입 T 세포가 화학

요법제 및 기타 항암 약물, 면역요법제, 표적화된 치료제 또는 이들의 조합을 포함하지만 이에 한정되지 않는,

AML을 치료하는데 사용될 수 있는 하나 이상의 항암 치료제 또는 약물과 조합되어 투여될 수 있다.

본원에 기술된 실시양태에 따라 CD123CAR-형질도입 T 세포와 조합되어 투여될 수 있는 화학요법제 및 기타 항암[0086]

약물은 올-트랜스(all-trans)-레티노산 (ATRA),  삼산화비소, 안트라사이클린 항생제 및 이의 제약상 허용되는

염 (예를 들어, 독소루비신 히드로클로라이드, 다우노루비신 히드로클로라이드, 이다루비신, 미톡산트론), 알킬

화제 (예를 들어, 시클로포스파미드, 라로무스틴), 항대사물질 유사체 (시타라빈, 6-티오구아닌, 6-메르캅토퓨

린, 메토트렉세이트), 탈메틸화제 (예를 들어, 데시타빈, 5-아자사이티딘), 핵산 합성 억제제 (예를 들어, 히드

록시우레아), 토포이소머라제(topoisomerase) 억제제 (예를 들어, 에토포시드), 빈카 알칼로이드 (예를 들어,

빈크리스틴 술페이트), 또는 이들의 조합물 (예를 들어, 시타라빈 (Ara-C), 다우노루비신 히드로클로라이드 및

에토포시드의 조합물을 포함하는 조합 요법인 "ADE")을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.

본원에 기술된 실시양태에 따라 CD123CAR-형질도입 T 세포와 조합되어 투여될 수 있는 면역요법제는 면역 조정[0087]

시약 (예를 들어, STAT3 억제제, 레날리도미드(Lenalidomide)) 및 치료 모노클로날 항체를 포함하지만, 이에 한

정되지  않는다.   치료  모노클로날  항체는  (i)  CD33  (예를  들어,  젬투주맙(gemtuzumab),  린투주맙

(lintuzumab)),  MUC1  (예를  들어,  칸투주맙  라브탄신(cantuzumab  ravtansine),  클리바투주맙  테트락세탄

(clivatuzumab tetraxetan), 펨투모맙(pemtumomab))을 포함하지만 이에 한정되지 않는 하나 이상의 AML 항원;

(i) B 세포 항원 (예를 들어, 리툭시맙(rituximab), 오파투투맙(ofatumumab)); 또는 혈관구조 조정인자 예컨대

VEGF  또는  VEGFR  (예를  들어,  알라시주맙  페골(alacizumab  pegol),  베바시주맙(bevacizumab),  이크로쿠맙

(icrucumab), 라무시루맙(ramucirumab), 라니비주맙(ranibizumab))을 표적화하도록 디자인될 수 있다.

본원에 기술된 실시양태에 따라 CD123CAR-형질도입 T 세포와 조합되어 투여될 수 있는 표적화된 치료제는 티로[0088]

신  키나제(kinase)  억제제  (이마티닙(imatinib),  다사티닙(dasatinib),  닐로티닙(nilotinib),  수니티닙
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(sunitinib)),  파르네실  트랜스퍼라제(transferase)  억제제  (예를  들어,  티피파르닙(tipifarnib)),  FLT

억제제, 및 c-Kit (또는 CD117) 억제제 (이마티닙, 다사티닙, 닐로티닙)을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.

실시예 1: CD123CAR-형질도입 T 세포가 시험관 내에서 AML에 대한 강력한 세포용해성 활성 및 다중 이펙터 기능[0089]

을 나타낸다

물질 및 방법[0090]

세포주.  달리 언급되지 않는 한, 모든 세포주가 2 mM L-글루타민, 25 mM HEPES, 및 10％ 열-불활성화 FCS (하[0091]

이클론(Hyclone))이 보충된 RPMI 1640 (어바인 사이언티픽(Irvine Scientific)) (이하 완전 배지 (CM)로 지칭

됨)에서 유지되었다.  이전에 기술된 바와 같이 말초 혈액 단핵 세포 (PBMC)가 엡스타인-바르(Epstein-Barr) 바

이러스로 형질전환되어 림프모구양 세포주 (LCL)가 생성되었다 [19].  LCL-OKT3 세포는 막에 결합된 OKT3를 발

현하고, 0.4 mg/ml 히그로마이신이 보충된 CM에서 성장되었다 [20].  K562 세포는 ATCC로부터 수득되었고, 권장

된 바와 같이 배양되었다.  KG1a 세포 (라비 바티아(Ravi Bhatia) 박사가 친절하게 제공함)는 IMDM (어바인 사

이언티픽) + 25 mM HEPES, 4 mM L-글루타민 (어바인 사이언티픽), 및 20％ FCS에서 유지되었다.  293T 세포

(시티 오브 호프(City of Hope)의 생물의학 및 유전학 센터(Center for Biomedicine and Genetics)로부터의 친

절한 선물)는 DMEM + 10％ 열-불활성화 FCS에서 유지되었다.

원발성 AML 샘플.  원발성 AML 샘플을 환자의 말초 혈액으로부터 수득하였다 (본원에서 AML 샘플 ID 번호 179.[0092]

373, 493, 519, 545, 559, 605, 722 및 813으로 지칭됨).  샘플의 특성이 하기 표 1에서 요약된다.

[표 1][0093]

원발성 AML 샘플의 특성[0094]

[0095]

a
 상대적 형광 지수 (RFI)는 CD34

+
 집단에서의 이소형 매칭 대조군 염색에 대한 9F5-염색 신호의 중앙값의 비이[0096]

다.
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b
 CD34

+
 집단에서 게이팅됨[0097]

ND - 결정되지 않음[0098]

PB - 말초 혈액[0099]

유동 세포측정법.  BD 바이오사이언시즈(BD Biosciences)로부터 형광색소가 접합된 이소형 대조군, 항-CD4, 항-[0100]

CD8, 항-T-세포 수용체-αβ (TCRαβ), 항-CD123 (9F5), 항-CD34 (8G12), 및 항-CD38 (HIT2)을 구입하였다.

잭슨 이뮤노리서치 래버러토리즈(Jackson ImmunoResearch  Laboratories)로부터 비오틴화 항-Fc를 구입하였다.

비오틴화 세툭시맙 (어비툭스)은 COH 파마시(COH pharmacy)로부터 구입하였고, 이전에 기술되었다 [20].  이바

이오사이언스(eBioscience)로부터 비오틴화 항-CD2,  항-CD3,  항-CD7, 항-CD10, 항-CD11b, 항-CD19, 항-CD33,

및 항-CD235A를 구입하였다.  FACSCalibur, LSRII (BD 바이오사이언시즈), 또는 MACSQuant 분석기 (밀테니 바

이오텍(Miltenyi Biotec)) 상에서 데이터를 획득하였고, FCS 익스프레스(FCS Express), 버전 3 (디 노보 소프

트웨어(De Novo Software))을 사용하여 분석하였다.

CD123으로의  293T  세포의  형질감염.   중합효소  연쇄  반응  및  프라이머  (CD123-F:  5'-[0101]

ATAAGGCCTGCCGCCACCATGGTCCTCCTTTGGCTCACG-3' 및 CD123-R 5'-ATAGCTAGCTCAAGTTTTCTGCACGACCTGTACTTC-3')를 사

용하여 CD123 cDNA를 CD123-pMD18-T (시노 바이올로지컬 인크(Sino Biological Inc.))로부터 증폭시켰다.  PCR

생성물을 StuI  및 NheI  제한 부위를 사용하여 pMGPac  내로 클로닝하였다.  리포펙타민(Lipofectamine) 2000

(라이프 테크놀러지즈(Life Technologies))을 제조사의 설명에 따라 사용하여 293T 세포를 형질감염시켰다.  형

질감염 24시간 후에, CD123의 발현을 유동 세포측정법으로 확인하였다.

렌티바이러스 벡터의 생성.  이러한 연구에서 사용된 CAR 구축물을 생성시키기 위해, VH 및 VL 쇄, 변형된 IgG4[0102]

힌지 및 변형된 CD28 막횡단 도메인 (RLLH → RGGH [22])을 코딩하는 코돈-최적화 DNA 서열을 합성하고 (진아트

(GENEART)), CD19RCAR를 교체하도록 NheI 및 RsrII 부위를 사용하여 CD19RCAR-T2AEGFRt_epHIV7 [20] 내로 클로

닝하였다.  CalPhos™ 포유동물 세포 형질감염 키트 (클론테크(Clontech))를 사용하여 렌티바이러스 벡터 및 패

키징(packaging) 벡터 pCMV-Rev2, pCHGP-2, 및 pCMV-G로 293T 세포를 형질감염시킴으로써 렌티바이러스가 생산

되었다.   이러한  26292  및  32716  CAR  구축물은  본원에서  26292CAR(S228P+L235E)  또는

26292CAR(S228P+L235E+N297Q)  (도  11  및  13)  및  32716CAR(S228P+L235E)  또는  32716CAR(S228P+L235E+N297Q)

(도 10 및 12)로 또한 지칭된다.  형질감염 24, 48, 및 72시간 후에 렌티바이러스 상청액을 수집하고, 초원심분

리로 농축하였다.

건강한 공여자 및 AML 환자 PBMC의 형질도입.   비식별화 PBMC를 동의한 건강한 공여자 및 환자로부터 임상시험[0103]

심사 위원회가 승인한 프로토콜 하에 수득하였다.  건강한 공여자의 경우, 1주일에 3회 25 U/ml IL-2 및 0.5

ng/ml IL-15가 보충된 CM (본원에서 T 세포 배지로 지칭됨) 내의 OKT3 (30 ng/ml)을 사용하여 T 세포를 활성화

시켰다.  활성화 72시간 후, 30분 동안 800g 및 32℃에서 원심분리함으로써, T 세포에 MOI=3으로 렌티바이러스

를 스피노큘레이팅(spinoculating)하였다.  렌티바이러스 형질도입 12-14일 후에 CAR 발현을 유동 세포측정법으

로 분석하였다.  기존에 기술된 바와 같이 EGFRt 발현 T 세포를 강화하였다 [20].  급속 확장 방법으로 T 세포

배지에서 T 세포를 확장시켰다 [23].

AML 환자로부터의 T 세포의 유전 변형을 위해, 해동된 말초 혈액 또는 성분채집술 생성물을 T 세포 배지에서[0104]

3:1 비드:CD3+ 세포 비로 다이나비즈® 휴먼 T-익스팬더(Dynabeads® Human T-Expander) CD3/CD28 (라이프 테

크놀러지즈)을 사용하여 자극하였다.  비드 자극 72시간 후, 세포에 MOI = 3으로 렌티바이러스를 스피노큘레이

팅하였다.  최초의 자극 9-14일 후에 다이나마그(DynaMag)™-50 자석 (라이프 테크놀러지즈)을 사용하여 비드를

제거하고, T 세포를 T 세포 배지에서 유지시켰다.  사망 검정법에서 사용하기 전에 CAR-발현 AML 환자-유래 T

세포주를 면역자기적으로 선별하지 않았다.

CFSE  증식 검정법.  T 세포를 0.5 μM 카르복시플루오로세인 숙신이미딜 에스테르 (CFSE; 몰레큘러 프로브즈[0105]

(Molecular  Probes))로 제조사의 설명에 따라 표지하였다.  표지된 T 세포를 10 U/ml  IL-2가 보충된 CM에서

2:1의 E:T 비로 자극물 세포와 함께 또는 자극물 세포 없이 공동배양하였다.  72-96 시간 후, 세포를 수확하고,

비오틴화 세툭시맙, 뿐만 아니라 요오드화프로피듐 또는 DAPI로 염색하여, 죽은 세포를 분석에서 제거시켰다.

유동 세포측정법으로 세포를 측정하여, CFSE 희석에 의해 살아 있는 EGFRt-양성 세포의 증식을 평가하였다.

크롬-방출 검정법 및 시토카인 분비 검정법.  표적 세포를 1시간 동안 51Cr (퍼킨엘머(PerkinElmer))로 표지하[0106]

고, 5회 세정하고, 다양한 이펙터 대 표적 (E:T) 비의 이펙터 세포와 함께 5×10
3
개의 세포/웰로 삼중으로 분취
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하였다.  4시간 공동배양 후, 상청액을 수확하고, 감마 카운터 또는 탑카운트(Topcount) (퍼킨엘머)를 사용하여

방사성을 측정하였다.  기존에 기술된 바와 같이 특이적 용해 백분율을 계산하였다 [24].  10:1 E:T 비에서의

24시간 공동 배양 후의 시토카인 생산을 기존에 기술된 바와 같이 측정하였다 [25].

CD107a 탈과립화 및 세포내 시토카인 생산.  골지스톱(GolgiStop)™ (BD 바이오사이언시즈) 및 항-CD107a 클론[0107]

H4A3 또는 이소형 매칭 대조군 항체의 존재 하에 37℃에서 6시간 동안 2:1의 E:T로 T 세포를 표적 세포와 함께

공동배양하였다.  6시간 인큐베이션의 완료 후, 세포를 수확하고, 세정하고, 항-CD3, CD4, CD8, 및 비오틴화 세

툭시맙으로 염색한 후, PE-접합 스트렙타비딘을 사용하여 2차 염색하였다.  그 후, 세포를 제조사의 설명서에

따라 고정하여 투과성이게 만들고 (사이토픽스/사이토펌(Cytofix/Cytoperm)™, BD 바이오사이언시즈), 항-IFN-_

(BD 바이오사이언시즈 클론 B27) 및 항-TNF-α (BD 바이오사이언시즈 클론 MAb11)로 염색하였다.  MACSQuant 분

석기 (밀테니 바이오텍)를 사용하여 데이터를 획득하였고, FCS 익스프레스 버전 3 (디 노보 소프트웨어)을 사용

하여 분석하였다.

콜로니 형성 세포 검정법.  제대혈 (CB) 단핵 세포 또는 원발성 AML 샘플로부터의 CD34+ 세포를 면역자기 칼럼[0108]

분리 (밀테니 바이오텍)를 사용하여 선별하였다.  10
3
개의 CD34+ CB 세포를 25×10

3
개의 이펙터 세포와 함께 4시

간 동안 공동배양한 후, 이중 웰 내의 반고체 메틸셀룰로스 선조 배양물 내에 플레이팅하였다 [26]. 14 내지 18

일 후, 콜로니 형성 단위 과립구-대식세포 (CFU-GM) 및 파열 형성 단위 적혈구 (BFUE) 콜로니를 계수하였다.

AML 샘플의 경우, 5×10
3
개의 CD34+ AML 세포를 125×10

3
개의 이펙터 세포와 함께 4시간 동안 공동배양한 후,

이중 웰 내의 반고체 메틸셀룰로스 선조 배양물 내에 플레이팅하였다.

통계 분석.  그래프패드 프리즘(Graphpad Prism) v5.04을 사용하여 통계 분석을 수행하였다.  쌍을 이루지 않은[0109]

스튜던트 t-테스트를 사용하여 처리군 간의 유의한 차이를 확인하였다.

결과[0110]

CD123 CAR 발현 T 세포의 생성[0111]

T 세포 특이성을 재지정하기 위해, CD123 CAR을 코딩하는 렌티바이러스 벡터가 개발되었다.  각각의 CAR은 2개[0112]

의 CD123-특이적 scFv인 26292 및 32716 [18] 중 하나를 코딩하는 코돈-최적화 서열을 각각 포함한다.  scFv가

인-프레임으로 인간 IgG4 Fc 영역, CD28 공동자극성 도메인, 및 CD3ζ 신호전달 도메인에 융합된다.  CAR 서열

의 바로 하류에 T2A 리보솜 스킵 서열 및 말단절단 인간 EGFR (EGFRt) 형질도입 마커가 있다 (도 1a).  건강한

공여자로부터의 OKT3-자극 PBMC가 렌티-형질도입되었고, CAR 발현 T 세포가 비오틴화-어비툭스 항체를 사용하는

면역자기 선별에 이어지는 항-비오틴 자기 비드로의 2차 염색에 의해 단리되었다.  1회의 REM 사이클 후, 단리

된 세포를 CAR 표면 발현 및 T-세포 표현형에 대해 유동 세포측정법으로 분석하였다.  생성된 3명의 건강한 공

여자로부터의 T 세포주에서 Fc 및 EGFRt 발현 양쪽 모두가 90％를 초과하였고, 최종 T 세포 생성물은 CD4 및

CD8 양성 T 세포의 혼합물로 이루어졌다 (도 1b, 1c).

CD123 CAR T 세포가 CD123 발현 종양 세포주를 특이적으로 표적화한다[0113]

CD123 CAR T 세포의 특이성을 확인하기 위해, CD123을 발현하도록 일시적으로 형질감염된 293T 세포를 용해하는[0114]

유전자 변형 T 세포의 능력을 시험하였다 (293T-CD123; 도 2a).  생성된 CD123 CAR T 세포 양쪽 모두가 293T-

CD123을 효율적으로 용해시켰지만, CD19를 발현하도록 일시적으로 형질감염된 293T 세포는 용해시키지 않았고,

이는 CD123의 특이적 인식을 실연한다 (도 2b).  다음으로, CD123을 내인성으로 발현하는 종양 세포주에 대해

CD123-특이적 T 세포의 시험관내 세포용해능을 연구하였다.  세포주 LCL 및 KG1a에서의 CD123의 발현을 유동 세

포측정법으로 확인하였다 (도 2c).  CD123-특이적 T 세포주 양쪽 모두가 LCL 및 KG1a 표적 세포주를 효율적으로

용해하였지만, CD123- K562 세포주는 용해하지 않았다 (도 2c).  쌍으로 매칭된 CD19-특이적 T 세포들은 CD19+

LCL 표적을 효과적으로 용해하였지만, CD19- KG1a 또는 K562 표적은 용해하지 않았다 (도 2d).  모조-형질도입

모 세포는 양성 대조군 LCL-OKT3 세포주만 용해하였다 (도 2d).

CD123-양성 표적 세포와 함께 공동배양되었을 때 CD123 CAR T 세포가 다중 이펙터 기능을 활성화시킨다[0115]

CD123-특이적 T 세포의 이펙터 기능을 시험하기 위해, 다양한 종양 세포주와의 공동배양 후에 IFN-γ 및 TNF-α[0116]

분비를 측정하였다.  CD123 CAR을 발현하는 T 세포 생성물은 CD123+ 표적 세포와 함께 공동배양되었을 때 IFN-

γ 및 TNF-α 양쪽 모두를 생산하였지만, 쌍으로 매칭된 CD19-특이적 T 세포는 CD19+ LCL 또는 LCL-OKT3 세포주

와 함께 공동배양되었을 때에만 이러한 시토카인을 분비하였다 (도 3a).  추가적으로, CD123-특이적 T 세포주

양쪽 모두 CD123+  세포주인 LCL,  LCL-OKT3,  또는 KG1a  중 하나와 공동배양되었을 때 증식하였지만, CD123-
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K562 세포주와는 그렇지 않았다 (도 3b).  대조적으로, 쌍으로 매칭된 CD19 CAR-발현 T 세포는 LCL 또는 LCL-

OKT3와 공동배양되었을 때만 증식하였다 (도 3b).

원발성 AML 샘플과 함께 공동배양되었을 때 CD123 CAR T 세포가 다중 이펙터 기능을 활성화시킨다[0117]

원발성 AML 샘플 상에서의 CD123의 과발현이 충분히 문서화되어 있고 [27-29], 이러한 연구에서 확인되었다 (도[0118]

14).  다면성 T 세포 응답이 감염 및 백신에 대한 강건한 면역 응답에 중요하고, CAR-재지정 T 세포의 항-종양

활성에서 역할을 할수도 있다 [30].  원발성 AML 샘플에 대한 다중 이펙터 경로를 활성화시키는 CD123 CAR T 세

포의 능력을 연구하기 위해, 조작된 T 세포를 3개의 상이한 AML 환자 샘플 (179, 373, 및 605)과 함께 6시간 동

안 공동배양하고, CD107a의 상향조절 및 IFN-γ 및 TNF-α 생산에 대해 다색성 유동 세포측정법 (도 15에 제시

된 게이팅 전략)을 사용하여 평가하였다.  CD107a의 세포 표면 동원이 CD123-특이적 T 세포의 CD4 및 CD8 구획

양쪽 모두에서 관찰된 한편, 쌍으로 매칭된 CD19R T 세포는 원발성 AML 샘플에 대한 감지할 수 있는 탈과립화가

없었다 (도 4a, 막대 그래프).  또한, CD107a+ CD123 CAR T 세포의 하위집단도 IFN-γ, TNF-α, 또는 양쪽 시

토카인을 생산하였다 (도 4a, 파이 차트).  이러한 다기능 응답이 CD4 및 CD8 집단 양쪽 모두에 대해 관찰되었

다 (도 4a 및 4b).  추가적으로, 원발성 AML 샘플과의 공동배양에 응답하여 증식하는 CAR 조작 T 세포의 능력을

시험하였다.  CD123-특이적 T 세포주 양쪽 모두가 AML 813 또는 프리 B-ALL 802 샘플과의 공동배양 후 증식할

수 있었다 (도 4c).  CD4 및 CD8 집단 양쪽 모두에서 증식이 관찰되었다 (도 16).  쌍으로 매칭된 CD19-특이적

T 세포는 CD19+ 프리 B-ALL 802와 함께 공동배양되었을 때 증식하였지만, AML 813과 공동배양되었을 때는 그렇

지 않았다.

CD123 CAR을 발현하는 T 세포가 시험관 내에서 원발성 AML 세포를 표적화한다[0119]

CD123-특이적 T 세포가 시험관 내에서 제대혈 세포에 의한 콜로니 형성을 제거하지 않는다[0120]

CD123이 통상적인 골수 선조 (CMP)에서 발현된다는 것을 고려하여 [31], CD34-강화 정상 제대혈 (CB) 샘플의 콜[0121]

로니 형성 능력에 대한 조작된 T 세포의 효과를 연구하였다.  쌍으로 매칭된 CD19R CAR T 세포와 비교하여 25:1

의 E:T로 CD123-CAR 발현 T 세포와 4시간 동안 공동배양한 후에 CB 샘플에 의한 골수 및 적혈구 콜로니 형성이

유의하게 감소되지 않았다 (도 6 a&b).  다음으로, 1차 클론원성 AML 세포의 성장을 억제하는 CD123-특이적 T

세포의 능력을 시험관 내에서 시험하였다.  CD123 CAR T 세포주 양쪽 모두가 쌍으로 매칭된 CD19R T 세포와 비

교하여 백혈병 콜로니의 형성을 유의하게 감소시켰다 (도 6c).  명백하게, CD123-특이적 T 세포가 백혈병 콜로

니 형성에 정상적인 골수 콜로니 형성과 비교하여 더 큰 영향을 미쳤다 (도 6d, 각각 69％ 감소 대 31％ 감소).

AML 환자로부터의 T 세포가 CD123 CAR를 발현하도록 유전자 변형될 수 있고, 자가 종양 세포를 특이적으로 표적[0122]

화한다

AML 환자-유래 T 세포는 액틴을 불량하게 재분극시키고 자가 모세포와 결손성 면역 시냅스를 형성하는 것으로[0123]

공지되어 있다 [32].  추가적으로, 본 발명가들이 아는 한, AML 환자로부터 유래된 CAR 발현 T 세포는 아직 기

술되지 않았다.  따라서, AML 환자로부터의 T 세포가 CD123 CAR을 발현하도록 유전자 변형될 수 있는지 여부가

결정되었다.  냉동보존된 PBMC (AML 605 및 AML 722) 또는 성분채집술 생성물 (AML 559)을 CD3/CD28 비드로 자

극하고, CD123 CAR 중 하나 또는 CD19R 대조군 CAR을 발현하도록 렌티바이러스를 형질도입하였다.  3개 모두의

환자 샘플- 유래 T 세포가 26292 CAR (40-65％ 형질도입 효율), 32716 CAR (46-70％ 형질도입 효율) 및 CD19R

CAR (을 발현하였다.  원발성 AML 세포를 사망시키는 CD123-특이적 T 세포의 능력을 평가하기 위해, 쌍으로 매

칭된 CD19R CAR 또는 CD123 CAR 발현 T 세포를 4시간 
51
Cr 방출 검정법에서 1차 CD34-강화 AML 환자 샘플과 함

께 공동배양하였다.  쌍으로 매칭된 CD19R T 세포와 대조적으로, CD123 CAR T 세포 세포주 양쪽 모두 테스트된

모든 원발성 AML 환자 샘플을 강건하게 용해하였다 (도 5a).  추가적으로, CD123 CAR 발현 T 세포의 세포용해능

사이에 통계적 차이가 언급되지 않은 반면, CD123-특이적 T 세포주 양쪽 모두가 쌍으로 매칭된 CD19R-CAR T 세

포와 비교했을 때 유의하게 강화된 세포독성을 나타냈다 (도 5b).

23-37％  형질도입  효율).   AML  환자-유래  CAR  T  세포의  표현형의  대표적인  예가  도  7a에서  제시된다.[0124]

다음으로, 자가 CD34-강화 표적 세포에 대한 AML 환자-유래 CAR T 세포의 세포용해 잠재력을 4시간 
51
Cr 방출 검

정법에서 시험하였다.  모든 자가 CD34-강화 세포가 비록 다양한 백분율 및 강도이긴 하지만 CD123을 발현하였

다 (도 7b).  AML 605 및 722로부터 유래된 T 세포는 자가 모세포를 효율적으로 용해한 한편, AML 559로부터 유

래된 T 세포는 낮은 수준의 자가 모세포 용해를 나타냈고, 이는 AML 559 모세포 상에서의 CD123의 낮은 이종성

발현으로 인해서일 것이다 (도 7c).
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논의[0125]

본원에 기술된 실시양태들은 재조합 면역독소 (RIT)  26292  및 32716으로부터의 scFv를 사용하는 2개의 신규[0126]

CD123  표적화  CAR을  포함하고,  이들은 별개의 에피토프에 결합하고,  CD123에  대한  결합 친화력이 유사하다

[18].  T 세포 집단에 의해 발현되었을 때, 이러한 CD123 표적화 CAR들은 CD123 발현 세포에 대해 T 세포 특이

성을 재지정한다.  표준 4시간 크로뮴-51 (51Cr) 방출 검정법을 사용하여, CD123 CAR을 발현하도록 조작된 건강

한 공여자의 T 세포는 CD123+ 세포주 및 원발성 AML 환자 샘플을 효율적으로 용해하였다.  추가적으로, CD123

CAR T 세포 양쪽 모두가 CD123+ 세포주 및 원발성 AML 환자 샘플과의 공동배양 후 다중 이펙터 기능을 활성화시

켰다.  또한, CD123-표적화 T 세포는  CD19 CAR T 세포와 비교했을 때 제대혈 (CB)로부터 콜로니-형성 단위 과

립구-대식세포 (CFU-GM) 또는 파열-형성 단위 적혈구 (BFU-E) 콜로니의 수를 유의하게 감소시키지 않았다.  명

백하게, CD19-특이적 T 세포는 원발성 AML 샘플의 백혈병 콜로니 형성에 영향이 거의 없었지만, CD123-표적화 T

세포는 시험관 내에서 백혈병 콜로니 형성을 유의하게 감소시켰다.  AML 환자-유래 T 세포가 CD123 CAR을 발현

할 수 있고 시험관 내에서 자가 모세포를 용해시킬 수 있는 것으로 또한 나타났다.

2개의 CD123-특이적 CAR 중 하나를 발현하는 T 세포가 특이적으로 CD123 발현 세포주 및 원발성 AML 환자 샘플[0127]

을 용해시킬 수 있고, 시험관 내에서 항원 특이적 방식으로 다중 이펙터 기능을 활성화시킬 수 있으며, 이는 양

쪽 모두의 에피토프가 잠재적인 치료 표적이라는 것을 실연한다.  CD123+ 세포와 공동배양되었을 때의 표적 세

포 사망, 시토카인 분비 또는 증식과 관련하여 CD123 CAR-조작 T 세포주들 사이에 주요한 차이가 관찰되지 않았

다.  이에 대한 한가지 가능한 설명은CD123-CAR에서 사용된 CD123-특이적 scFv의 결합 친화력이 나노몰 범위이

고, 3배 미만만큼 상이하며, 따라서 표적 항원 결합에서의 유의한 장점이 어느 한쪽 scFv에 의해 부여되지 않는

다는 것이다 [18].

AML 세포 상에서의 다중 세포 표면 항원의 발현이 충분히 문서화되어 있다 [4, 27, 34].  CAR-발현 T 세포를 통[0128]

해 이러한 항원들 중 일부를 표적화하는 것이 실현가능하지 않을 수 있다.  예를 들어, AML-연관 항원 TIM-3이

고갈된 T 세포의 부분집합에서 발현되고 [35, 36], CAR-조작 T 세포를 사용하여 TIM-3을 표적화하는 것이 유전

자 변형 세포의 자가용해를 초래할 수 있다.  추가적으로, CD47이 편재성으로 발현되고 [37], 따라서 CAR-조작

T 세포에 의해 표적화될 수 있지 않을 것이다.  CD33 분화 항원이 골수 세포에서 우세하게 발현되고, CD33을 표

적화하는 면역요법 예컨대 젬투주맙 오조가마이신(Gemtuzumab ozogamicin), CD33/CD3 이중특이적  T 세포 인게

이징(engaging) 항체, 및 CD33 CAR이 임상 및 임상-전 환경에서 현재 사용된다 [17, 38, 39].  TIM-3과 같이,

CD33은  T  세포의 부분집합 상에서 발현되어, 이를 CAR  기반 요법에 대한 이상적이지 않은 표적으로 만든다

[40].  추가적으로, 아마도 장기 자가-재생 정상 조혈 줄기 세포 (HSC) 상에서의 CD33 발현의 결과로서 [41],

CD33-표적화 요법의 항-백혈병 활성에 느린 조혈 및 혈구감소증이 종종 동반되었다.  추가로, 간독성이 CD33-표

적화 치료의 통상적인 부작용이고, 이는 가능하게는 CD33+ 쿠퍼(Kupffer) 세포의 의도되지 않은 표적화에 기인

한다 [42].

CD123의 발현은 T 세포 상에서 부재하고, 주로 골수 계통의 세포에 제한되며 [43], HSC 상에서 대부분 부재한다[0129]

[27].  종합하여, 이러한 관찰들은 CD123을 CAR 매개 T 세포 요법의 매력적인 표적으로 만들었다.  CD123에 대

해 특이적인 치료제가 I상 시험에서 유리한 안전성 프로파일을 나타냈다 (ClinicalTrials.gov ID: NCT00401739

및 NCT00397579).  불행하게도, 이러한 요법들은 대부분의 치료된 환자에서 응답을 유도하지 못했다.  본원에서

생성된 CD123-CAR 발현 T 세포는 시험관 내에서 CD123+ 세포주 및 원발성 AML 샘플에 대해 강력한 세포용해능을

나타냈다.  하기 기술된 연구들은 불량-위험 AML의 환자로부터의 1차 샘플이 CD123 CAR T 세포 매개 세포독성에

대해 감수성이었음을 나타낸다.  총괄적으로, 단기 세포독성 검정법에 사용된 1차 샘플들의 소형 코호트에서,

고-위험 특색 및/또는 화학요법 저항성을 나타낸 AML 환자 샘플들이 CD123+ 세포주를 사용한 실험에서 관찰된

것과 유사하게 CD123 CAR 사망에 대해 민감성이었다.  이러한 결과가 더 큰 샘플 코호트에 대해 유효할 것임을

확증하기 위해 추가 분석이 행해질 필요가 있을 것이다.

다기능성 T 세포 응답이 바이러스 감염의 제어와 상호관련되고, 항-종양 CAR T 세포 응답에서 중요할 수 있다[0130]

[44].  실제로, CD19 CAR T 세포 요법에 대해 응답성인 환자는 생체 외에서 CD19+ 표적에 응답하여 요법 후의

검출가능한 T 세포 응답 (즉, 탈과립화, 시토카인 분비 또는 증식)이 있다 [11, 12, 14].  하기 실시예들에서,

CD123+ 세포주 및 원발성 AML 샘플 양쪽 모두에 응답한 CD107a의 상향조절, 염증성 시토카인의 생산 및 CD123-

특이적 T 세포의 증식을 분석함으로써 CD123-CAR 발현 T 세포의 기능성이 실연되었다.  추가로, CD4+ 및 CD8+

구획 양쪽 모두에서 다기능성이 관찰되었고, 이는 종양 미세환경에서 지속적인 항-백혈병 활성을 촉진할 수 있

고 항-백혈병 활성을 증진시킬 수 있다 [45, 46].  기타 공동자극성 도메인 예컨대 4-1BB을 포함하는 것, 및 "

더 어린" 덜 분화된 T 세포를 사용하는 것이 CD123 CAR 응답을 더 증대시킬 수 있고, 활발한 연구 분야이다 [9,
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47].

추가로, CD123-특이적 T 세포는, 심지어 25:1의 E:T에서도, 정상적인 선조 콜로니 형성을 억제하지 않는다.  계[0131]

통-CD34+CD38- 세포에서의 CD123의 발현은 통상적인 골수 선조 세포의 홀마크이고, 따라서 CD123 CAR T 세포의

가능한 표적이다 [31].  CB 세포가 CD123-특이적 T 세포와 함께 인큐베이션되었을 때 골수-유래 콜로니의 상대

적 백분율의 감소가 관찰되었지만, 이러한 감소는 쌍으로 매칭된 CD19R CAR T 세포보다 유의하게 적지 않았다.

제한된 샘플 크기가 이러한 결과에 기여하는 것이 가능하고, 추가적인 실험에서 CD123 CAR T 세포로 처리된 제

대혈 샘플에서의 CFU-GM 형성의 유의한 감소가 밝혀질 수 있다.  추가적으로, 플레이팅 전의 T 세포 및 CB 세포

의 4시간 공동배양이 정상 골수 선조 콜로니 형성에 대한 효과를 관찰하는데 충분히 긴 기간이지 않을 수 있고,

더 긴 인큐베이션 시간이 관찰된 골수 유래 콜로니의 수를 감소시킬 수 있다.  그러나, CB 세포에 사용된 것과

동일한 방법을 사용하여, 1차 CD34-강화 AML 환자 샘플이 CD123 CAR T 세포와 함께 인큐베이션되었을 때, 형성

된 백혈병 콜로니의 수의 실질적인 감소가 관찰되었고, 이는 4시간 인큐베이션 시간이 백혈병 콜로니 형성과 정

상 콜로니 형성 사이의 효과를 관찰하는데 충분하다는 것을 시사한다.  대안적으로, AML 세포와 비교하여 CB 세

포 상에서의 CD123의 더 낮은 상대적 발현이 CD123 CAR T 세포가 시험관 내에서 골수 유래 콜로니 형성을 변경

시키지 못하는 것을 부분적으로 초래할 수 있다.  CD123이 작은 비율의 계통-CD34+CD38- HSC에서만 발현된다는

것이 실연되었고, CD123을 표적화하는 작용제를 사용하는 2개의 I상 시험에서 장기 골수억제가 밝혀지지 않았지

만, 조혈에 대한 CD123 CAR T 세포 요법의 효과를 평가하기 위해 추가 연구가 요구된다.  표적을 벗어나는 원치

않는 독성을 제어하기 위해, CAR 발현 T 세포의 제거를 허용하도록 EGFRt가 렌티바이러스 구축물에 포함되었다.

CD123을 발현하는 정상 세포의 사망에 대한 가능성을 고려하여, CAR T 세포 활성을 조정하기 위한 기타 전략 예

컨대 유도성 카스파제 9 세포자멸사 스위치 [48] 또는 CAR mRNA의 전기천공 [49]이 또한 고도로 흥미롭다.

추가로,  활성 질환에 걸린 AML  환자로부터의 냉동보존된 PBMC가  CD123  CAR을  발현하도록 유전자 변형될 수[0132]

있고, 샘플의 2/3에서 자가 백혈병 모세포에 대해 강력한 세포용해 활성을 나타낸다는 것이 실연되었다.  AML

559로부터의 CD123 CAR-발현 T 세포는 낮은 수준의 CD123을 발현한 자가 모세포를 용해하지 못했지만, 이러한

CAR  T  세포는 CD123+  LCL  및  KG1a  세포주를 용해하였고 (데이터는 제시되지 않음),  이는 생성된 T  세포가

CD123-발현 표적 세포를 표적화하는 잠재력이 있다는 것을 시사한다.  본 발명가들이 아는 바로는, 이는 AML 환

자-유래 T 세포가 CAR을 발현하도록 조작될 수 있고 자가 모세포에 대해 재지정된 항원 특이적 세포독성을 나타

낸다는 것을 최초로 실연한다. 

총괄적으로, 하기 실시예들에 기술된 연구의 결과는 CD123 CAR T 세포가 CD123+ 세포와 CD123- 세포를 구별할[0133]

수 있고, 불량-위험 원발성 AML 환자 샘플들의 패널에 대해 다중 T 세포 이펙터 기능을 활성화시킬 수 있다는

것을 실연한다.  명확하게, 시험관 내에서 CD123-특이적 T 세포는 정상 선조 콜로니 형성을 유의하게 변경시키

지  않았지만,  클론원성  골수  백혈병  선조의  성장을  상당히  감소시켰다.   AML  환자로부터  유래된  T  세포가

CD123-특이적 CAR을 발현하도록 유전자 변형될 수 있고, 시험관 내에서 자가 모세포를 용해할 수 있다는 것이

또한 실연되었다.  따라서, CD123 CAR T 세포는 AML의 면역요법을 위한 전도유망한 후보이다.

실시예 2: CD123CAR-형질도입 T 세포가 생체 내에서 백혈병 진행을 지연시킨다.[0134]

CD123CAR 구축물.  26292CAR(S228P+L235E) 및 32716CAR(S228P+L235E) 구축물이 상기 실시예 1에 기술된 바와[0135]

같이 생성되었다.  각각의 scFv에 대해 위치 297에서의 IgG4 힌지 내의 추가적인 돌연변이 (N297Q)를 포함한 2

개의 추가적인 CD123CAR  구축물 ("26292CAR(S228P+L235E+N297Q)"  및 "32716CAR(S228P+L235E+N297Q)")가 또한

생성되었다 (도 12 및 13, 돌연변이: 밑줄친 볼드체).

NSG  마우스에  AML  종양  세포를  이식하고  (제0일),  제5일에  5.0×10
6
개의  26292CAR(S228P+L235E)  또는[0136]

26292CAR(S228P+L235E+N297Q)를 발현하는 CAR+ T 세포로 처리하고, 생체발광 영상화에 의해 백혈병 진행을 모니

터링하였다.  도 8에 나타난 바와 같이, 26292CAR(S228P+L235E)가 형질도입된 T 세포로 처리된 마우스에서 처리

일과 비교하여 제8일에 백혈병 부하가 진행되었고, 이는 위치 S228P 및 L235E에서의 힌지 영역 돌연변이가 있는

CD123CAR  구축물이  형질도입된  세포가  생체  내에서  효과가  없었음을  가리킨다.   대조적으로,

26292CAR(S228P+L235E+N297Q)가 형질도입된 T 세포로 처리된 마우스는 처리일과 비교하여 종양 크기 감소를 나

타냈고, 이는 위치 297에서의 힌지 영역 돌연변이 (N297Q)의 부가가 생체 내에서 백혈병 진행을 지연시킬 수 있

는 CD123CAR 구축물을 초래한다는 것을 가리킨다.
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<120>  CD123-SPECIFIC CHIMERIC ANTIGEN RECEPTOR REDIRECTED T CELLS AND 

       METHODS OF THEIR USE
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<130>  54435.8127.WO00

<150>  US 13/844,048

<151>  2013-03-15

<160>  13    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  2052

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  antisense nucleotide sequence of the 32716CAR(S228P+L235E) 

       construct

<400>  1

gctagcgccg ccaccatgct gctgctggtg accagcctgc tgctgtgcga gctgccccac       60

cccgcctttc tgctgatccc ccagattcag ctggtgcaga gcggcccgga actgaaaaaa      120

ccgggcgaaa ccgtgaaaat tagctgcaaa gcgagcggct atatttttac caactatggc      180

atgaactggg tgaaacaggc gccgggcaaa agctttaaat ggatgggctg gattaacacc      240

tataccggcg aaagcaccta tagcgcggat tttaaaggcc gctttgcgtt tagcctggaa      300

accagcgcga gcaccgcgta tctgcatatt aacgatctga aaaacgaaga taccgcgacc      360

tatttttgcg cgcgcagcgg cggctatgat ccgatggatt attggggcca gggcaccagc      420

gtgaccgtga gcagcggcgg cggcggcagc ggcggcggcg gcagcggcgg cggcggcagc      480

gatattgtgc tgacccagag cccggcgagc ctggcggtga gcctgggcca gcgcgcgacc      540

attagctgcc gcgcgagcga aagcgtggat aactatggca acacctttat gcattggtat      600

cagcagaaac cgggccagcc gccgaaactg ctgatttatc gcgcgagcaa cctggaaagc      660

ggcattccgg cgcgctttag cggcagcggc agccgcaccg attttaccct gaccattaac      720

ccggtggaag cggatgatgt ggcgacctat tattgccagc agagcaacga agatccgccg      780

acctttggcg cgggcaccaa actggaactg aaagagagca agtacggccc tccctgcccc      840

ccttgccctg cccccgagtt cgagggcgga cccagcgtgt tcctgttccc ccccaagccc      900

aaggacaccc tgatgatcag ccggaccccc gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgagc      960

caggaagatc ccgaggtcca gttcaattgg tacgtggacg gcgtggaagt gcacaacgcc     1020

aagaccaagc ccagagagga acagttcaac agcacctacc gggtggtgtc tgtgctgacc     1080

gtgctgcacc aggactggct gaacggcaaa gaatacaagt gcaaggtgtc caacaagggc     1140

ctgcccagca gcatcgaaaa gaccatcagc aaggccaagg gccagcctcg cgagccccag     1200
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gtgtacaccc tgcctccctc ccaggaagag atgaccaaga accaggtgtc cctgacctgc     1260

ctggtgaagg gcttctaccc cagcgacatc gccgtggagt gggagagcaa cggccagcct     1320

gagaacaact acaagaccac ccctcccgtg ctggacagcg acggcagctt cttcctgtac     1380

agccggctga ccgtggacaa gagccggtgg caggaaggca acgtctttag ctgcagcgtg     1440

atgcacgagg ccctgcacaa ccactacacc cagaagagcc tgagcctgtc cctgggcaag     1500

atgttctggg tgctggtggt ggtgggcggg gtgctggcct gctacagcct gctggtgaca     1560

gtggccttca tcatcttttg ggtgcggagc aagcggagca gaggcggcca cagcgactac     1620

atgaacatga cccccagacg gcctggcccc acccggaagc actaccagcc ctacgcccca     1680

cccagggact ttgccgccta ccggtccggc ggagggcggg tgaagttcag cagaagcgcc     1740

gacgcccctg cctaccagca gggccagaat cagctgtaca acgagctgaa cctgggcaga     1800

agggaagagt acgacgtcct ggataagcgg agaggccggg accctgagat gggcggcaag     1860

cctcggcgga agaaccccca ggaaggcctg tataacgaac tgcagaaaga caagatggcc     1920

gaggcctaca gcgagatcgg catgaagggc gagcggaggc ggggcaaggg ccacgacggc     1980

ctgtatcagg gcctgtccac cgccaccaag gatacctacg acgccctgca catgcaggcc     2040

ctgcccccaa gg                                                         2052

<210>  2

<211>  2031

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  antisense nucleotide sequence of the 26292CAR(S228P+L235E) 

       construct

<400>  2

gctagcgccg ccaccatgct gctgctggtg accagcctgc tgctgtgcga gctgccccac       60

cccgcctttc tgctgatccc ccaggtgcag ctgcagcagc cgggcgcgga actggtgcgc      120

ccgggcgcga gcgtgaaact gagctgcaaa gcgagcggct atacctttac cagctattgg      180

atgaactggg tgaaacagcg cccggatcag ggcctggaat ggattggccg cattgatccg      240

tatgatagcg aaacccatta taaccagaaa tttaaagata aagcgattct gaccgtggat      300

aaaagcagca gcaccgcgta tatgcagctg agcagcctga ccagcgaaga tagcgcggtg      360

tattattgcg cgcgcggcaa ctgggatgat tattggggcc agggcaccac cctgaccgtg      420

agcagcggcg gcggcggcag cggcggcggc ggcagcggcg gcggcggcag cgatgtgcag      480

attacccaga gcccgagcta tctggcggcg agcccgggcg aaaccattac cattaactgc      540
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cgcgcgagca aaagcattag caaagatctg gcgtggtatc aggaaaaacc gggcaaaacc      600

aacaaactgc tgatttatag cggcagcacc ctgcagagcg gcattccgag ccgctttagc      660

ggcagcggca gcggcaccga ttttaccctg accattagca gcctggaacc ggaagatttt      720

gcgatgtatt attgccagca gcataacaaa tatccgtata cctttggcgg cggcaccaaa      780

ctggaaatta aagagagcaa gtacggccct ccctgccccc cttgccctgc ccccgagttc      840

gagggcggac ccagcgtgtt cctgttcccc cccaagccca aggacaccct gatgatcagc      900

cggacccccg aggtgacctg cgtggtggtg gacgtgagcc aggaagatcc cgaggtccag      960

ttcaattggt acgtggacgg cgtggaagtg cacaacgcca agaccaagcc cagagaggaa     1020

cagttcaaca gcacctaccg ggtggtgtct gtgctgaccg tgctgcacca ggactggctg     1080

aacggcaaag aatacaagtg caaggtgtcc aacaagggcc tgcccagcag catcgaaaag     1140

accatcagca aggccaaggg ccagcctcgc gagccccagg tgtacaccct gcctccctcc     1200

caggaagaga tgaccaagaa ccaggtgtcc ctgacctgcc tggtgaaggg cttctacccc     1260

agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaac ggccagcctg agaacaacta caagaccacc     1320

cctcccgtgc tggacagcga cggcagcttc ttcctgtaca gccggctgac cgtggacaag     1380

agccggtggc aggaaggcaa cgtctttagc tgcagcgtga tgcacgaggc cctgcacaac     1440

cactacaccc agaagagcct gagcctgtcc ctgggcaaga tgttctgggt gctggtggtg     1500

gtgggcgggg tgctggcctg ctacagcctg ctggtgacag tggccttcat catcttttgg     1560

gtgcggagca agcggagcag aggcggccac agcgactaca tgaacatgac ccccagacgg     1620

cctggcccca cccggaagca ctaccagccc tacgccccac ccagggactt tgccgcctac     1680

cggtccggcg gagggcgggt gaagttcagc agaagcgccg acgcccctgc ctaccagcag     1740

ggccagaatc agctgtacaa cgagctgaac ctgggcagaa gggaagagta cgacgtcctg     1800

gataagcgga gaggccggga ccctgagatg ggcggcaagc ctcggcggaa gaacccccag     1860

gaaggcctgt ataacgaact gcagaaagac aagatggccg aggcctacag cgagatcggc     1920

atgaagggcg agcggaggcg gggcaagggc cacgacggcc tgtatcaggg cctgtccacc     1980

gccaccaagg atacctacga cgccctgcac atgcaggccc tgcccccaag g              2031

<210>  3

<211>  2052

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  antisense nucleotide sequence of the 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) 

       construct
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<400>  3

gctagcgccg ccaccatgct gctgctggtg accagcctgc tgctgtgcga gctgccccac       60

cccgcctttc tgctgatccc ccagattcag ctggtgcaga gcggcccgga actgaaaaaa      120

ccgggcgaaa ccgtgaaaat tagctgcaaa gcgagcggct atatttttac caactatggc      180

atgaactggg tgaaacaggc gccgggcaaa agctttaaat ggatgggctg gattaacacc      240

tataccggcg aaagcaccta tagcgcggat tttaaaggcc gctttgcgtt tagcctggaa      300

accagcgcga gcaccgcgta tctgcatatt aacgatctga aaaacgaaga taccgcgacc      360

tatttttgcg cgcgcagcgg cggctatgat ccgatggatt attggggcca gggcaccagc      420

gtgaccgtga gcagcggcgg cggcggcagc ggcggcggcg gcagcggcgg cggcggcagc      480

gatattgtgc tgacccagag cccggcgagc ctggcggtga gcctgggcca gcgcgcgacc      540

attagctgcc gcgcgagcga aagcgtggat aactatggca acacctttat gcattggtat      600

cagcagaaac cgggccagcc gccgaaactg ctgatttatc gcgcgagcaa cctggaaagc      660

ggcattccgg cgcgctttag cggcagcggc agccgcaccg attttaccct gaccattaac      720

ccggtggaag cggatgatgt ggcgacctat tattgccagc agagcaacga agatccgccg      780

acctttggcg cgggcaccaa actggaactg aaagagagca agtacggccc tccctgcccc      840

ccttgccctg cccccgagtt cgagggcgga cccagcgtgt tcctgttccc ccccaagccc      900

aaggacaccc tgatgatcag ccggaccccc gaggtgacct gcgtggtggt ggacgtgagc      960

caggaagatc ccgaggtcca gttcaattgg tacgtggacg gcgtggaagt gcacaacgcc     1020

aagaccaagc ccagagagga acagttccar agcacctacc gggtggtgtc tgtgctgacc     1080

gtgctgcacc aggactggct gaacggcaaa gaatacaagt gcaaggtgtc caacaagggc     1140

ctgcccagca gcatcgaaaa gaccatcagc aaggccaagg gccagcctcg cgagccccag     1200

gtgtacaccc tgcctccctc ccaggaagag atgaccaaga accaggtgtc cctgacctgc     1260

ctggtgaagg gcttctaccc cagcgacatc gccgtggagt gggagagcaa cggccagcct     1320

gagaacaact acaagaccac ccctcccgtg ctggacagcg acggcagctt cttcctgtac     1380

agccggctga ccgtggacaa gagccggtgg caggaaggca acgtctttag ctgcagcgtg     1440

atgcacgagg ccctgcacaa ccactacacc cagaagagcc tgagcctgtc cctgggcaag     1500

atgttctggg tgctggtggt ggtgggcggg gtgctggcct gctacagcct gctggtgaca     1560

gtggccttca tcatcttttg ggtgcggagc aagcggagca gaggcggcca cagcgactac     1620

atgaacatga cccccagacg gcctggcccc acccggaagc actaccagcc ctacgcccca     1680

cccagggact ttgccgccta ccggtccggc ggagggcggg tgaagttcag cagaagcgcc     1740

gacgcccctg cctaccagca gggccagaat cagctgtaca acgagctgaa cctgggcaga     1800
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agggaagagt acgacgtcct ggataagcgg agaggccggg accctgagat gggcggcaag     1860

cctcggcgga agaaccccca ggaaggcctg tataacgaac tgcagaaaga caagatggcc     1920

gaggcctaca gcgagatcgg catgaagggc gagcggaggc ggggcaaggg ccacgacggc     1980

ctgtatcagg gcctgtccac cgccaccaag gatacctacg acgccctgca catgcaggcc     2040

ctgcccccaa gg                                                         2052

<210>  4

<211>  2031

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  antisense nucleotide sequence of the 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) 

       construct

<400>  4

gctagcgccg ccaccatgct gctgctggtg accagcctgc tgctgtgcga gctgccccac       60

cccgcctttc tgctgatccc ccaggtgcag ctgcagcagc cgggcgcgga actggtgcgc      120

ccgggcgcga gcgtgaaact gagctgcaaa gcgagcggct atacctttac cagctattgg      180

atgaactggg tgaaacagcg cccggatcag ggcctggaat ggattggccg cattgatccg      240

tatgatagcg aaacccatta taaccagaaa tttaaagata aagcgattct gaccgtggat      300

aaaagcagca gcaccgcgta tatgcagctg agcagcctga ccagcgaaga tagcgcggtg      360

tattattgcg cgcgcggcaa ctgggatgat tattggggcc agggcaccac cctgaccgtg      420

agcagcggcg gcggcggcag cggcggcggc ggcagcggcg gcggcggcag cgatgtgcag      480

attacccaga gcccgagcta tctggcggcg agcccgggcg aaaccattac cattaactgc      540

cgcgcgagca aaagcattag caaagatctg gcgtggtatc aggaaaaacc gggcaaaacc      600

aacaaactgc tgatttatag cggcagcacc ctgcagagcg gcattccgag ccgctttagc      660

ggcagcggca gcggcaccga ttttaccctg accattagca gcctggaacc ggaagatttt      720

gcgatgtatt attgccagca gcataacaaa tatccgtata cctttggcgg cggcaccaaa      780

ctggaaatta aagagagcaa gtacggccct ccctgccccc cttgccctgc ccccgagttc      840

gagggcggac ccagcgtgtt cctgttcccc cccaagccca aggacaccct gatgatcagc      900

cggacccccg aggtgacctg cgtggtggtg gacgtgagcc aggaagatcc cgaggtccag      960

ttcaattggt acgtggacgg cgtggaagtg cacaacgcca agaccaagcc cagagaggaa     1020

cagttcaara gcacctaccg ggtggtgtct gtgctgaccg tgctgcacca ggactggctg     1080

aacggcaaag aatacaagtg caaggtgtcc aacaagggcc tgcccagcag catcgaaaag     1140
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accatcagca aggccaaggg ccagcctcgc gagccccagg tgtacaccct gcctccctcc     1200

caggaagaga tgaccaagaa ccaggtgtcc ctgacctgcc tggtgaaggg cttctacccc     1260

agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaac ggccagcctg agaacaacta caagaccacc     1320

cctcccgtgc tggacagcga cggcagcttc ttcctgtaca gccggctgac cgtggacaag     1380

agccggtggc aggaaggcaa cgtctttagc tgcagcgtga tgcacgaggc cctgcacaac     1440

cactacaccc agaagagcct gagcctgtcc ctgggcaaga tgttctgggt gctggtggtg     1500

gtgggcgggg tgctggcctg ctacagcctg ctggtgacag tggccttcat catcttttgg     1560

gtgcggagca agcggagcag aggcggccac agcgactaca tgaacatgac ccccagacgg     1620

cctggcccca cccggaagca ctaccagccc tacgccccac ccagggactt tgccgcctac     1680

cggtccggcg gagggcgggt gaagttcagc agaagcgccg acgcccctgc ctaccagcag     1740

ggccagaatc agctgtacaa cgagctgaac ctgggcagaa gggaagagta cgacgtcctg     1800

gataagcgga gaggccggga ccctgagatg ggcggcaagc ctcggcggaa gaacccccag     1860

gaaggcctgt ataacgaact gcagaaagac aagatggccg aggcctacag cgagatcggc     1920

atgaagggcg agcggaggcg gggcaagggc cacgacggcc tgtatcaggg cctgtccacc     1980

gccaccaagg atacctacga cgccctgcac atgcaggccc tgcccccaag g              2031

<210>  5

<211>  2052

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  sense nucleotide sequence of the 32716CAR(S228P+L235E) construct

<400>  5

cgatcgcggc ggtggtacga cgacgaccac tggtcggacg acgacacgct cgacggggtg       60

gggcggaaag acgactaggg ggtctaagtc gaccacgtct cgccgggcct tgactttttt      120

ggcccgcttt ggcactttta atcgacgttt cgctcgccga tataaaaatg gttgataccg      180

tacttgaccc actttgtccg cggcccgttt tcgaaattta cctacccgac ctaattgtgg      240

atatggccgc tttcgtggat atcgcgccta aaatttccgg cgaaacgcaa atcggacctt      300

tggtcgcgct cgtggcgcat agacgtataa ttgctagact ttttgcttct atggcgctgg      360

ataaaaacgc gcgcgtcgcc gccgatacta ggctacctaa taaccccggt cccgtggtcg      420

cactggcact cgtcgccgcc gccgccgtcg ccgccgccgc cgtcgccgcc gccgccgtcg      480

ctataacacg actgggtctc gggccgctcg gaccgccact cggacccggt cgcgcgctgg      540

taatcgacgg cgcgctcgct ttcgcaccta ttgataccgt tgtggaaata cgtaaccata      600
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gtcgtctttg gcccggtcgg cggctttgac gactaaatag cgcgctcgtt ggacctttcg      660

ccgtaaggcc gcgcgaaatc gccgtcgccg tcggcgtggc taaaatggga ctggtaattg      720

ggccaccttc gcctactaca ccgctggata ataacggtcg tctcgttgct tctaggcggc      780

tggaaaccgc gcccgtggtt tgaccttgac tttctctcgt tcatgccggg agggacgggg      840

ggaacgggac gggggctcaa gctcccgcct gggtcgcaca aggacaaggg ggggttcggg      900

ttcctgtggg actactagtc ggcctggggg ctccactgga cgcaccacca cctgcactcg      960

gtccttctag ggctccaggt caagttaacc atgcacctgc cgcaccttca cgtgttgcgg     1020

ttctggttcg ggtctctcct tgtcaagttg tcgtggatgg cccaccacag acacgactgg     1080

cacgacgtgg tcctgaccga cttgccgttt cttatgttca cgttccacag gttgttcccg     1140

gacgggtcgt cgtagctttt ctggtagtcg ttccggttcc cggtcggagc gctcggggtc     1200

cacatgtggg acggagggag ggtccttctc tactggttct tggtccacag ggactggacg     1260

gaccacttcc cgaagatggg gtcgctgtag cggcacctca ccctctcgtt gccggtcgga     1320

ctcttgttga tgttctggtg gggagggcac gacctgtcgc tgccgtcgaa gaaggacatg     1380

tcggccgact ggcacctgtt ctcggccacc gtccttccgt tgcagaaatc gacgtcgcac     1440

tacgtgctcc gggacgtgtt ggtgatgtgg gtcttctcgg actcggacag ggacccgttc     1500

tacaagaccc acgaccacca ccacccgccc cacgaccgga cgatgtcgga cgaccactgt     1560

caccggaagt agtagaaaac ccacgcctcg ttcgcctcgt ctccgccggt gtcgctgatg     1620

tacttgtact gggggtctgc cggaccgggg tgggccttcg tgatggtcgg gatgcggggt     1680

gggtccctga aacggcggat ggccaggccg cctcccgccc acttcaagtc gtcttcgcgg     1740

ctgcggggac ggatggtcgt cccggtctta gtcgacatgt tgctcgactt ggacccgtct     1800

tcccttctca tgctgcagga cctattcgcc tctccggccc tgggactcta cccgccgttc     1860

ggagccgcct tcttgggggt ccttccggac atattgcttg acgtctttct gttctaccgg     1920

ctccggatgt cgctctagcc gtacttcccg ctcgcctccg ccccgttccc ggtgctgccg     1980

gacatagtcc cggacaggtg gcggtggttc ctatggatgc tgcgggacgt gtacgtccgg     2040

gacgggggtt cc                                                         2052

<210>  6

<211>  2031

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  sense nucleotide sequence of the 26292CAR(S228P+L235E) construct

<400>  6
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cgatcgcggc ggtggtacga cgacgaccac tggtcggacg acgacacgct cgacggggtg       60

gggcggaaag acgactaggg ggtccacgtc gacgtcgtcg gcccgcgcct tgaccacgcg      120

ggcccgcgct cgcactttga ctcgacgttt cgctcgccga tatggaaatg gtcgataacc      180

tacttgaccc actttgtcgc gggcctagtc ccggacctta cctaaccggc gtaactaggc      240

atactatcgc tttgggtaat attggtcttt aaatttctat ttcgctaaga ctggcaccta      300

ttttcgtcgt cgtggcgcat atacgtcgac tcgtcggact ggtcgcttct atcgcgccac      360

ataataacgc gcgcgccgtt gaccctacta ataaccccgg tcccgtggtg ggactggcac      420

tcgtcgccgc cgccgccgtc gccgccgccg ccgtcgccgc cgccgccgtc gctacacgtc      480

taatgggtct cgggctcgat agaccgccgc tcgggcccgc tttggtaatg gtaattgacg      540

gcgcgctcgt tttcgtaatc gtttctagac cgcaccatag tcctttttgg cccgttttgg      600

ttgtttgacg actaaatatc gccgtcgtgg gacgtctcgc cgtaaggctc ggcgaaatcg      660

ccgtcgccgt cgccgtggct aaaatgggac tggtaatcgt cggaccttgg ccttctaaaa      720

cgctacataa taacggtcgt cgtattgttt ataggcatat ggaaaccgcc gccgtggttt      780

gacctttaat ttctctcgtt catgccggga gggacggggg gaacgggacg ggggctcaag      840

ctcccgcctg ggtcgcacaa ggacaagggg gggttcgggt tcctgtggga ctactagtcg      900

gcctgggggc tccactggac gcaccaccac ctgcactcgg tccttctagg gctccaggtc      960

aagttaacca tgcacctgcc gcaccttcac gtgttgcggt tctggttcgg gtctctcctt     1020

gtcaagttgt cgtggatggc ccaccacaga cacgactggc acgacgtggt cctgaccgac     1080

ttgccgtttc ttatgttcac gttccacagg ttgttcccgg acgggtcgtc gtagcttttc     1140

tggtagtcgt tccggttccc ggtcggagcg ctcggggtcc acatgtggga cggagggagg     1200

gtccttctct actggttctt ggtccacagg gactggacgg accacttccc gaagatgggg     1260

tcgctgtagc ggcacctcac cctctcgttg ccggtcggac tcttgttgat gttctggtgg     1320

ggagggcacg acctgtcgct gccgtcgaag aaggacatgt cggccgactg gcacctgttc     1380

tcggccaccg tccttccgtt gcagaaatcg acgtcgcact acgtgctccg ggacgtgttg     1440

gtgatgtggg tcttctcgga ctcggacagg gacccgttct acaagaccca cgaccaccac     1500

cacccgcccc acgaccggac gatgtcggac gaccactgtc accggaagta gtagaaaacc     1560

cacgcctcgt tcgcctcgtc tccgccggtg tcgctgatgt acttgtactg ggggtctgcc     1620

ggaccggggt gggccttcgt gatggtcggg atgcggggtg ggtccctgaa acggcggatg     1680

gccaggccgc ctcccgccca cttcaagtcg tcttcgcggc tgcggggacg gatggtcgtc     1740

ccggtcttag tcgacatgtt gctcgacttg gacccgtctt cccttctcat gctgcaggac     1800

ctattcgcct ctccggccct gggactctac ccgccgttcg gagccgcctt cttgggggtc     1860
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cttccggaca tattgcttga cgtctttctg ttctaccggc tccggatgtc gctctagccg     1920

tacttcccgc tcgcctccgc cccgttcccg gtgctgccgg acatagtccc ggacaggtgg     1980

cggtggttcc tatggatgct gcgggacgtg tacgtccggg acgggggttc c              2031

<210>  7

<211>  2052

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  sense nucleotide sequence of the 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) 

       construct

<400>  7

cgatcgcggc ggtggtacga cgacgaccac tggtcggacg acgacacgct cgacggggtg       60

gggcggaaag acgactaggg ggtctaagtc gaccacgtct cgccgggcct tgactttttt      120

ggcccgcttt ggcactttta atcgacgttt cgctcgccga tataaaaatg gttgataccg      180

tacttgaccc actttgtccg cggcccgttt tcgaaattta cctacccgac ctaattgtgg      240

atatggccgc tttcgtggat atcgcgccta aaatttccgg cgaaacgcaa atcggacctt      300

tggtcgcgct cgtggcgcat agacgtataa ttgctagact ttttgcttct atggcgctgg      360

ataaaaacgc gcgcgtcgcc gccgatacta ggctacctaa taaccccggt cccgtggtcg      420

cactggcact cgtcgccgcc gccgccgtcg ccgccgccgc cgtcgccgcc gccgccgtcg      480

ctataacacg actgggtctc gggccgctcg gaccgccact cggacccggt cgcgcgctgg      540

taatcgacgg cgcgctcgct ttcgcaccta ttgataccgt tgtggaaata cgtaaccata      600

gtcgtctttg gcccggtcgg cggctttgac gactaaatag cgcgctcgtt ggacctttcg      660

ccgtaaggcc gcgcgaaatc gccgtcgccg tcggcgtggc taaaatggga ctggtaattg      720

ggccaccttc gcctactaca ccgctggata ataacggtcg tctcgttgct tctaggcggc      780

tggaaaccgc gcccgtggtt tgaccttgac tttctctcgt tcatgccggg agggacgggg      840

ggaacgggac gggggctcaa gctcccgcct gggtcgcaca aggacaaggg ggggttcggg      900

ttcctgtggg actactagtc ggcctggggg ctccactgga cgcaccacca cctgcactcg      960

gtccttctag ggctccaggt caagttaacc atgcacctgc cgcaccttca cgtgttgcgg     1020

ttctggttcg ggtctctcct tgtcaaggty tcgtggatgg cccaccacag acacgactgg     1080

cacgacgtgg tcctgaccga cttgccgttt cttatgttca cgttccacag gttgttcccg     1140

gacgggtcgt cgtagctttt ctggtagtcg ttccggttcc cggtcggagc gctcggggtc     1200

cacatgtggg acggagggag ggtccttctc tactggttct tggtccacag ggactggacg     1260

등록특허 10-2297918

- 56 -



gaccacttcc cgaagatggg gtcgctgtag cggcacctca ccctctcgtt gccggtcgga     1320

ctcttgttga tgttctggtg gggagggcac gacctgtcgc tgccgtcgaa gaaggacatg     1380

tcggccgact ggcacctgtt ctcggccacc gtccttccgt tgcagaaatc gacgtcgcac     1440

tacgtgctcc gggacgtgtt ggtgatgtgg gtcttctcgg actcggacag ggacccgttc     1500

tacaagaccc acgaccacca ccacccgccc cacgaccgga cgatgtcgga cgaccactgt     1560

caccggaagt agtagaaaac ccacgcctcg ttcgcctcgt ctccgccggt gtcgctgatg     1620

tacttgtact gggggtctgc cggaccgggg tgggccttcg tgatggtcgg gatgcggggt     1680

gggtccctga aacggcggat ggccaggccg cctcccgccc acttcaagtc gtcttcgcgg     1740

ctgcggggac ggatggtcgt cccggtctta gtcgacatgt tgctcgactt ggacccgtct     1800

tcccttctca tgctgcagga cctattcgcc tctccggccc tgggactcta cccgccgttc     1860

ggagccgcct tcttgggggt ccttccggac atattgcttg acgtctttct gttctaccgg     1920

ctccggatgt cgctctagcc gtacttcccg ctcgcctccg ccccgttccc ggtgctgccg     1980

gacatagtcc cggacaggtg gcggtggttc ctatggatgc tgcgggacgt gtacgtccgg     2040

gacgggggtt cc                                                         2052

<210>  8

<211>  2031

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  sense nucleotide sequence of the 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) 

       construct

<400>  8

cgatcgcggc ggtggtacga cgacgaccac tggtcggacg acgacacgct cgacggggtg       60

gggcggaaag acgactaggg ggtccacgtc gacgtcgtcg gcccgcgcct tgaccacgcg      120

ggcccgcgct cgcactttga ctcgacgttt cgctcgccga tatggaaatg gtcgataacc      180

tacttgaccc actttgtcgc gggcctagtc ccggacctta cctaaccggc gtaactaggc      240

atactatcgc tttgggtaat attggtcttt aaatttctat ttcgctaaga ctggcaccta      300

ttttcgtcgt cgtggcgcat atacgtcgac tcgtcggact ggtcgcttct atcgcgccac      360

ataataacgc gcgcgccgtt gaccctacta ataaccccgg tcccgtggtg ggactggcac      420

tcgtcgccgc cgccgccgtc gccgccgccg ccgtcgccgc cgccgccgtc gctacacgtc      480

taatgggtct cgggctcgat agaccgccgc tcgggcccgc tttggtaatg gtaattgacg      540

gcgcgctcgt tttcgtaatc gtttctagac cgcaccatag tcctttttgg cccgttttgg      600
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ttgtttgacg actaaatatc gccgtcgtgg gacgtctcgc cgtaaggctc ggcgaaatcg      660

ccgtcgccgt cgccgtggct aaaatgggac tggtaatcgt cggaccttgg ccttctaaaa      720

cgctacataa taacggtcgt cgtattgttt ataggcatat ggaaaccgcc gccgtggttt      780

gacctttaat ttctctcgtt catgccggga gggacggggg gaacgggacg ggggctcaag      840

ctcccgcctg ggtcgcacaa ggacaagggg gggttcgggt tcctgtggga ctactagtcg      900

gcctgggggc tccactggac gcaccaccac ctgcactcgg tccttctagg gctccaggtc      960

aagttaacca tgcacctgcc gcaccttcac gtgttgcggt tctggttcgg gtctctcctt     1020

gtcaagttyt cgtggatggc ccaccacaga cacgactggc acgacgtggt cctgaccgac     1080

ttgccgtttc ttatgttcac gttccacagg ttgttcccgg acgggtcgtc gtagcttttc     1140

tggtagtcgt tccggttccc ggtcggagcg ctcggggtcc acatgtggga cggagggagg     1200

gtccttctct actggttctt ggtccacagg gactggacgg accacttccc gaagatgggg     1260

tcgctgtagc ggcacctcac cctctcgttg ccggtcggac tcttgttgat gttctggtgg     1320

ggagggcacg acctgtcgct gccgtcgaag aaggacatgt cggccgactg gcacctgttc     1380

tcggccaccg tccttccgtt gcagaaatcg acgtcgcact acgtgctccg ggacgtgttg     1440

gtgatgtggg tcttctcgga ctcggacagg gacccgttct acaagaccca cgaccaccac     1500

cacccgcccc acgaccggac gatgtcggac gaccactgtc accggaagta gtagaaaacc     1560

cacgcctcgt tcgcctcgtc tccgccggtg tcgctgatgt acttgtactg ggggtctgcc     1620

ggaccggggt gggccttcgt gatggtcggg atgcggggtg ggtccctgaa acggcggatg     1680

gccaggccgc ctcccgccca cttcaagtcg tcttcgcggc tgcggggacg gatggtcgtc     1740

ccggtcttag tcgacatgtt gctcgacttg gacccgtctt cccttctcat gctgcaggac     1800

ctattcgcct ctccggccct gggactctac ccgccgttcg gagccgcctt cttgggggtc     1860

cttccggaca tattgcttga cgtctttctg ttctaccggc tccggatgtc gctctagccg     1920

tacttcccgc tcgcctccgc cccgttcccg gtgctgccgg acatagtccc ggacaggtgg     1980

cggtggttcc tatggatgct gcgggacgtg tacgtccggg acgggggttc c              2031

<210>  9

<211>  679

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  amino acid sequence of the 32716CAR(S228P+L235E) construct

<400>  9

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro 
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1               5                   10                  15      

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu 

            20                  25                  30          

Leu Lys Lys Pro Gly Glu Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

        35                  40                  45              

Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Phe Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr 

                85                  90                  95      

Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu His Ile Asn Asp Leu Lys Asn Glu Asp 

            100                 105                 110         

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp 

        115                 120                 125             

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Val Leu Thr 

145                 150                 155                 160 

Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met 

            180                 185                 190         

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr 

        195                 200                 205             

Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala Asp 

225                 230                 235                 240 

Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr 

                245                 250                 255     
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Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro 

            260                 265                 270         

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser Val 

        275                 280                 285             

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

    290                 295                 300                 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu 

305                 310                 315                 320 

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

                325                 330                 335     

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

            340                 345                 350         

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

        355                 360                 365             

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile 

    370                 375                 380                 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

385                 390                 395                 400 

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

                405                 410                 415     

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

            420                 425                 430         

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

        435                 440                 445             

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

    450                 455                 460                 

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

465                 470                 475                 480 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met 

                485                 490                 495     

Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu 
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            500                 505                 510         

Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser 

        515                 520                 525             

Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly 

    530                 535                 540                 

Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala 

545                 550                 555                 560 

Ala Tyr Arg Ser Gly Gly Gly Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp 

                565                 570                 575     

Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn 

            580                 585                 590         

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg 

        595                 600                 605             

Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly 

    610                 615                 620                 

Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu 

625                 630                 635                 640 

Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu 

                645                 650                 655     

Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His 

            660                 665                 670         

Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg 

        675                 

<210>  10

<211>  672

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  amino acid sequence of the 26292CAR(S228P+L235E) construct

<400>  10

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro 

1               5                   10                  15      

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu 
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            20                  25                  30          

Leu Val Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

        35                  40                  45              

Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Asp 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Tyr Asp Ser Glu Thr 

65                  70                  75                  80  

His Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Asp Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 

            100                 105                 110         

Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Asn Trp Asp Asp Tyr Trp Gly 

        115                 120                 125             

Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

    130                 135                 140                 

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Val Gln Ile Thr Gln Ser Pro 

145                 150                 155                 160 

Ser Tyr Leu Ala Ala Ser Pro Gly Glu Thr Ile Thr Ile Asn Cys Arg 

                165                 170                 175     

Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Asp Leu Ala Trp Tyr Gln Glu Lys Pro 

            180                 185                 190         

Gly Lys Thr Asn Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser 

        195                 200                 205             

Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

    210                 215                 220                 

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Met Tyr Tyr Cys 

225                 230                 235                 240 

Gln Gln His Asn Lys Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu 

                245                 250                 255     

Glu Ile Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala 

            260                 265                 270         
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Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

        275                 280                 285             

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 

    290                 295                 300                 

Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val 

305                 310                 315                 320 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

                325                 330                 335     

Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 

            340                 345                 350         

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly 

        355                 360                 365             

Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro 

    370                 375                 380                 

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr 

385                 390                 395                 400 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 

                405                 410                 415     

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

            420                 425                 430         

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 

        435                 440                 445             

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe 

    450                 455                 460                 

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

465                 470                 475                 480 

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met Phe Trp Val Leu Val Val Val 

                485                 490                 495     

Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile 

            500                 505                 510         

Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr 
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        515                 520                 525             

Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln 

    530                 535                 540                 

Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Gly Gly Gly 

545                 550                 555                 560 

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly 

                565                 570                 575     

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr 

            580                 585                 590         

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys 

        595                 600                 605             

Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys 

    610                 615                 620                 

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg 

625                 630                 635                 640 

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala 

                645                 650                 655     

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg 

            660                 665                 670         

<210>  11

<211>  679

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  amino acid sequence of the 32716CAR(S228P+L235E+N297Q) construct

<400>  11

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro 

1               5                   10                  15      

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu 

            20                  25                  30          

Leu Lys Lys Pro Gly Glu Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

        35                  40                  45              
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Tyr Ile Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Phe Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Thr Tyr Ser Ala Asp Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr 

                85                  90                  95      

Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu His Ile Asn Asp Leu Lys Asn Glu Asp 

            100                 105                 110         

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly Gly Tyr Asp Pro Met Asp 

        115                 120                 125             

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly 

    130                 135                 140                 

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Val Leu Thr 

145                 150                 155                 160 

Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Asp Asn Tyr Gly Asn Thr Phe Met 

            180                 185                 190         

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr 

        195                 200                 205             

Arg Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    210                 215                 220                 

Gly Ser Arg Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala Asp 

225                 230                 235                 240 

Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr 

                245                 250                 255     

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro 

            260                 265                 270         

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser Val 

        275                 280                 285             

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 
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    290                 295                 300                 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu 

305                 310                 315                 320 

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

                325                 330                 335     

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Gln Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

            340                 345                 350         

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

        355                 360                 365             

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile 

    370                 375                 380                 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

385                 390                 395                 400 

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

                405                 410                 415     

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

            420                 425                 430         

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

        435                 440                 445             

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

    450                 455                 460                 

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

465                 470                 475                 480 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met 

                485                 490                 495     

Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu 

            500                 505                 510         

Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser 

        515                 520                 525             

Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly 

    530                 535                 540                 
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Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala 

545                 550                 555                 560 

Ala Tyr Arg Ser Gly Gly Gly Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp 

                565                 570                 575     

Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn 

            580                 585                 590         

Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg 

        595                 600                 605             

Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly 

    610                 615                 620                 

Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu 

625                 630                 635                 640 

Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu 

                645                 650                 655     

Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His 

            660                 665                 670         

Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg 

        675                 

<210>  12

<211>  672

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  amino acid sequence of the 26292CAR(S228P+L235E+N297Q) construct

<400>  12

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro 

1               5                   10                  15      

Ala Phe Leu Leu Ile Pro Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu 

            20                  25                  30          

Leu Val Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

        35                  40                  45              

Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Asp 
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    50                  55                  60                  

Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Tyr Asp Ser Glu Thr 

65                  70                  75                  80  

His Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Asp Lys Ala Ile Leu Thr Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 

            100                 105                 110         

Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Asn Trp Asp Asp Tyr Trp Gly 

        115                 120                 125             

Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

    130                 135                 140                 

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Val Gln Ile Thr Gln Ser Pro 

145                 150                 155                 160 

Ser Tyr Leu Ala Ala Ser Pro Gly Glu Thr Ile Thr Ile Asn Cys Arg 

                165                 170                 175     

Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Asp Leu Ala Trp Tyr Gln Glu Lys Pro 

            180                 185                 190         

Gly Lys Thr Asn Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser 

        195                 200                 205             

Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

    210                 215                 220                 

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Met Tyr Tyr Cys 

225                 230                 235                 240 

Gln Gln His Asn Lys Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu 

                245                 250                 255     

Glu Ile Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala 

            260                 265                 270         

Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

        275                 280                 285             

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 

    290                 295                 300                 
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Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val 

305                 310                 315                 320 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

                325                 330                 335     

Phe Gln Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 

            340                 345                 350         

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly 

        355                 360                 365             

Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro 

    370                 375                 380                 

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr 

385                 390                 395                 400 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 

                405                 410                 415     

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

            420                 425                 430         

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 

        435                 440                 445             

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe 

    450                 455                 460                 

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

465                 470                 475                 480 

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Met Phe Trp Val Leu Val Val Val 

                485                 490                 495     

Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile 

            500                 505                 510         

Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Gly Gly His Ser Asp Tyr 

        515                 520                 525             

Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln 

    530                 535                 540                 

Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Gly Gly Gly 
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545                 550                 555                 560 

Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly 

                565                 570                 575     

Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr 

            580                 585                 590         

Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys 

        595                 600                 605             

Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys 

    610                 615                 620                 

Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg 

625                 630                 635                 640 

Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala 

                645                 650                 655     

Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg 

            660                 665                 670         

<210>  13

<211>  229

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  13

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe 

1               5                   10                  15      

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 

        35                  40                  45              

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 

    50                  55                  60                  

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser 

65                  70                  75                  80  

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 
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                85                  90                  95      

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser 

            100                 105                 110         

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 

        115                 120                 125             

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln 

    130                 135                 140                 

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 

145                 150                 155                 160 

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

                165                 170                 175     

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu 

            180                 185                 190         

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 

        195                 200                 205             

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Ser Leu Gly Lys 

225
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