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DESCRIPCION
Métodos para mejorar la eficacia y expansion de células que expresan un receptor de antigeno quimérico

Campo de la invencion

Esta solicitud reivindica prioridad respecto al documento de EE. UU. con N.° de serie 62/149 249 presentado el 17 de abril
de 2015.

LISTA DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene una Lista de secuencias que se ha presentado por via electronica en formato ASCII. Dicha
copia ASCII, creada el 14 de abril de 2016, tiene como nombre N2067-7094WO_SL.txt y tiene un tamafio de 720 042
bytes.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere de manera general a las células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK)
modificadas para expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR, por sus siglas en inglés), composiciones que las
comprenden asi como métodos para prepararlas y utilizarlas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La terapia de transferencia de células adoptivas (ACT, por sus siglas en inglés) con linfocitos T autélogos, especialmente
con linfocitos T transducidos con receptores de antigeno quimérico (CAR), se ha mostrado prometedora en varios ensayos
de cancer hematico. A pesar de estos resultados prometedores, muchos pacientes en proceso de evaluacion para la
inscripcion son, en ultima instancia, incapaces de continuar debido (al menos en parte) a rendimientos insuficientes de
producto producido de manera clinicamente viable. Tales limitaciones de productos producidos de manera clinicamente
viable pueden surgir como resultado de varios factores, que incluyen la incapacidad de recolectar linfocitos en una
cantidad suficiente y adecuada de un paciente, limitaciones de las células recolectadas y expansion celular ex vivo limitada.

Por lo tanto, resulta necesario mejorar la eficacia de la recoleccion de los linfocitos T y la capacidad para generar
cantidades mas grandes de células efectoras inmunitarias para generar un producto producido con calidad clinica.

El documento WO 2014/055771 divulga CAR con receptor de alfa-folato humano. Barrett et al., Cytotherapy
(2014);16(5):619-630 se refiere a la influencia de los métodos de cultivo celular sobre la eficacia de los linfocitos T. Kalos
et al., Sci Transl Med (201 1);3(95):95ra73 se refiere a linfocitos CAR-T en pacientes con leucemia avanzada. Flynn et al.,
Clin Transl Immunol (2014);3(7):e20 se refiere a linfocitos T de memoria madre (TSCM, por sus siglas en inglés). Cha et
al., Breast Cancer Res Treat (2010);122:359-369 estudia el efecto de ciertas citocinas sobre la expansion de linfocitos T.
Cheadle et al., Immunological Reviews (2013); 257(1):91-106, Hosing et al., Curr Hematol Malig Rep (2013);8(1):60-70,
Kohn et al., Mol Therapy (2011);19(3):432-438 y Koehler et al., Advances in Hematology (2012);2012:595060 revisan las
terapias con CAR. Singh et al., Sci Transl Med (2016);8(320):320ra3 se refiere a terapias con linfocitos T en neoplasias
malignas pediatricas. El documento WO 2016/164731 se refiere a CAR CD19, CD20 y CD22. Lee et al., Lancet
(2015);385:517-528 se refiere a un ensayo de fase 1 de un CAR CD19. Wang et al., J Immunother (2012);35(9):689-701
se refiere a linfocitos T de memoria central CD8+ humanos especificos para CD19.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona un método para evaluar la idoneidad de una poblacion de células efectoras inmunitarias para
Su uso en una terapia con CAR, que comprende

(i) proporcionar una poblacion de células efectoras inmunitarias a partir de un sujeto pediatrico que padece una
leucemia, en donde la poblacidon de células efectoras inmunitarias se adquiere antes de que se le haya
administrado al sujeto ciclofosfamida y/o citarabina; y

(i) evaluar dicha poblacion para dictar la presencia de al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un 2 %
de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central, en donde la
presencia de al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un 2 % de linfocitos T de memoria central
madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central es indicativo de la idoneidad de la poblacién de
células efectoras inmunitarias para su uso en la terapia con CAR.

La invencidon también proporciona una poblacion de células efectoras inmunitarias que expresa una molécula CAR

(«células que expresan CAR» o una «terapia con CAR») para su uso en un método para tratar leucemia en un sujeto
pediatrico, o proporcionar inmunidad antitumoral a un sujeto pediatrico que padece una leucemia, en donde dicha
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poblacion celular se administra en combinacion con quimioterapia que comprende ciclofosfamida y/o citarabina, en donde
el método comprende:

(i) adquirir células efectoras inmunitarias del sujeto pediatrico antes de que se le haya administrado al sujeto
ciclofosfamida y/o citarabina;

(i) seleccionar una poblacién de dichas células efectoras inmunitarias que incluye al menos un 20 % de linfocitos T
virgenes, al menos un 2 % de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de
memoria central;

(iii) introducir en la poblacion de células efectoras inmunitarias un acido nucleico que codifica una molécula CAR; y

(iv) administrar una cantidad eficaz de la poblaciéon de células efectoras inmunitarias que expresa la molécula CAR
al sujeto pediatrico.

DESCRIPCION DETALLADA

La informacién técnica que se expone a continuacion puede, en algunos aspectos, ir mas alla del alcance de la invencion,
que esta definida por las reivindicaciones adjuntas. La informacion técnica adicional se proporciona para ubicar la
invencion real en un contexto técnico mas amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados.

Ademas, no se debe interpretar que las referencias secundarias a métodos para el tratamiento del cuerpo humano o
animal mediante cirugia o terapia y los métodos de diagndstico practicados en el cuerpo humano o animal constituyen
una reivindicacion de proteccion para ese método tal cual, sino que deben ser consideradas como una referencia a
productos, en particular sustancias o composiciones, para su uso en cualquiera de estos métodos.

La presente divulgacion se refiere, al menos en parte, a métodos para mejorar la eficacia y/o expansion (p. ej., expansion
ex vivo) de células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) para su uso en la terapia celular. Los solicitantes
han descubierto un beneficio significativo en adquirir, p. €j., recolectar, células inmunitarias de un sujeto, p. €j., un paciente
con cancer, tan pronto como sea posible después del diagndstico (p. ej., antes de una terapia, o en un momento anterior
durante el transcurso de una terapia). Algunos casos descritos en el presente documento proporcionan un criterio para
evaluar y/u optimizar la idoneidad de una célula inmunitaria para su uso en la terapia celular, p. €j., terapia con receptor
antigeno quimérico (CAR). Sin desear ceiirse a la teoria, se cree que las células inmunitarias recolectadas tan pronto
como es posible después de un diagnostico, o después del tratamiento con una quimioterapia seleccionada, incluye una
poblacién de células efectoras inmunitarias menos diferenciadas (p. €j., linfocitos T virgenes y de memoria iniciales). Se
cree que las poblaciones de células efectoras inmunitarias menos diferenciadas tienen una mayor capacidad proliferativa,
de autorrenovacion y/o de supervivencia y, por lo tanto, tienen una mayor capacidad de expansién y/o una mayor eficacia
antitumoral.

En consecuencia, en algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento mejoran convenientemente la
aptitud de los linfocitos T (p. €j., idoneidad para su uso en la terapia celular) y eficacia adquiriendo células de los sujetos
poco después del diagnéstico de un cancer, p. €j., antes de la quimioterapia o antes de ciertos/multiples ciclos
quimioterapicos. En algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento utilizan células adquiridas de un
paciente antes de un ciclo quimioterapico que contiene farmacos que provocan una deplecién de los linfocitos T (p. €j.,
adquiridas antes de 2, 3, 4 o 5 ciclos de quimioterapia) o adquiridas antes de los ciclos de intensificacion retrasada o
consolidacion. En otros casos, los métodos optimizan la capacidad de expansién y/o eficacia antitumoral de las células
inmunitarias al incluir una seleccién del paciente, p. €j., basandose en el tipo de neoplasia maligna (p. ej., leucemia frente
a linfoma) o gravedad de la enfermedad (p. €j., riesgo estandar, alto o muy alto). En otros casos mas, los métodos
optimizan la capacidad de expansion y/o eficacia antitumoral de las células inmunitarias al incluir una seleccion de células,
p. €j., seleccidn de poblaciones de células que tienen un recuento de linfocitos T absoluto mayor o un porcentaje mayor
de linfocitos T menos diferenciados. Por lo tanto, los métodos divulgados en el presente documento se pueden utilizar
para optimizar una o mas composiciones y métodos para la terapia celular y/o métodos para preparar poblaciones de
células efectoras inmunitarias (p. €j., células que expresan CAR).

En consecuencia, en un aspecto, la divulgacion se refiere a un método para evaluar la idoneidad de una célula inmunitaria
(p. €j., una célula efectora inmunitaria o una poblacién de estas), para su uso en terapia celular, p. €j., terapia con CAR
(p. €j., una terapia contra el cancer). El método incluye adquirir un valor de uno, dos, tres, cuatro o mas (todos) de los
siguientes:

(i) la programacion de la adquisicion de las células inmunitarias (p. €j., recoleccion) a partir de un sujeto (p. €j., un
paciente con cancer);

(ii) la programacion de una terapia, p. ej., una quimioterapia, p. €j., en relacion con la adquisicién de células
inmunitarias (p. €j., recoleccion);
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(iii) el tipo de terapia, p. €j., quimioterapia;
(iv) la neoplasia maligna subyacente;

(v) un parametro de una célula inmunitaria (p. €j., linfocito T), p. €j., uno 0 mas de numero de linfocitos T, fenotipo de
linfocitos T o funcion de linfocitos T,

0 una combinacion de (i)-(v),

en donde el valor de cualquiera de (i)-(v) es indicativo de la idoneidad de la célula inmunitaria para su uso en la terapia
celular, p. €j., la terapia CAR. En un caso, el valor de cualquiera de (i)-(v) es indicativo de uno o mas de: capacidad de
expansion (p. ej., expansion ex vivo) de la célula inmunitaria, la eficacia de la célula inmunitaria para la terapia o el
rendimiento de la célula inmunitaria.

En consecuencia, la presente invencion proporciona un método para evaluar la idoneidad de una poblacion de células
efectoras inmunitarias para su uso en una terapia con CAR, que comprende

(i) proporcionar una poblacion de células efectoras inmunitarias a partir de un sujeto pediatrico que padece una
leucemia, en donde la poblacidon de células efectoras inmunitarias se adquiere antes de que se le haya
administrado al sujeto ciclofosfamida y/o citarabina; y

(i) evaluar dicha poblacion para dictar la presencia de al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un 2 %
de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central, en donde la
presencia de al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un 2 % de linfocitos T de memoria central
madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central es indicativo de la idoneidad de la poblacién de
células efectoras inmunitarias para su uso en la terapia con CAR.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a tratar, o proporcionar inmunidad antitumoral a, un sujeto que padece un cancer,
que incluye administrar al sujeto una cantidad eficaz de una célula inmunitaria (p. €j., una célula efectora inmunitaria o
una poblacion de estas) que es capaz de expresar una molécula CAR (una «célula que expresa CAR» o0 una «terapia con
CAR»), en combinacién con una terapia, p. €j., una quimioterapia. En ciertos casos, se adquiere (p. €j., se obtiene o se
recolecta) la célula inmunitaria (p. €j., una célula efectora inmunitaria o una poblacion de estas) optimizando uno, dos,
tres, cuatro o mas (todos) de los siguientes:

(i) la programacion de la adquisicion de las células inmunitarias (p. €j., recoleccion) a partir de un sujeto (p. €j., un
paciente con cancer);

(ii) la programacion de una terapia, p. ej., una quimioterapia, p. €j., en relacion con la adquisicién de células
inmunitarias (p. ej., recoleccion);

(iii) el tipo de terapia, p. €j., quimioterapia;
(iv) la neoplasia maligna subyacente;

(v) un parametro de una célula inmunitaria (p. €j., linfocito T), p. €j., uno 0 mas de numero de linfocitos T, fenotipo de
linfocitos T o funcion de linfocitos T,

0 una combinacion de (i)-(v).

En consecuencia, la presente invencion proporciona una poblacion de células efectoras inmunitarias que expresa una
molécula CAR («células que expresan CAR» o una «terapia con CAR») para su uso en un método para tratar leucemia
en un sujeto pediatrico, o proporcionar inmunidad antitumoral a un sujeto pediatrico que padece una leucemia, en donde
dicha poblacién celular se administra en combinacién con quimioterapia que comprende ciclofosfamida y/o citarabina, en
donde el método comprende:

(i) adquirir células efectoras inmunitarias del sujeto pediatrico antes de que se le haya administrado al sujeto
ciclofosfamida y/o citarabina;

(i) seleccionar una poblacién de dichas células efectoras inmunitarias que incluye al menos un 20 % de linfocitos T
virgenes, al menos un 2 % de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de
memoria central;

(iii) introducir en la poblacion de células efectoras inmunitarias un acido nucleico que codifica una molécula CAR; y
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(iv) administrar una cantidad eficaz de la poblacion de células efectoras inmunitarias que expresa la molécula CAR
al sujeto pediatrico.

En una realizacion, la célula inmunitaria se adquiere antes de la introduccion de la molécula CAR. En una realizacion, la
célula inmunitaria adquirida se expande antes de la introduccion de la molécula CAR. En otras realizaciones, la célula
inmunitaria se adquiere después de la introduccion de la molécula CAR. En una realizacion, la célula inmunitaria adquirida
se expande después de la introduccion de la molécula CAR. La célula inmunitaria se puede expandir y/o activar de acuerdo
con cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.

En algunos casos, la célula inmunitaria muestra un aumento en uno o mas de: la expansion (p. €j., expansion ex vivo) de
la poblacion de células inmunitarias, la eficacia de la poblacion de células inmunitarias para la terapia o el rendimiento de
la poblacién de células inmunitarias, cuando se optimiza cualquiera de (i)-(v).

En la presente invencion, el método comprende introducir en la célula inmunitaria adquirida (p. €j., poblacion de células)
un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., una molécula CAR descrita en el presente documento, p. ej., un CAR CD19
descrito en el presente documento (p. ej., CTL019).

En otro aspecto mas, la divulgacion presenta un método para enriquecer en, o preparar, una poblaciéon de células
inmunitarias (p. €j., una poblacion de células efectoras inmunitarias) adecuada para su uso en una terapia con CAR (p.
€j., una célula que expresa una molécula CAR). El método incluye adquirir (p. €j., recolectar) la poblacion de células
inmunitarias, de acuerdo con uno, dos, tres, cuatro o mas (todos) de los siguientes:

(i) la programacion de la adquisicion de las células inmunitarias (p. €j., recoleccion) a partir de un sujeto (p. €j., un
paciente con cancer);

(ii) la programacion de una terapia, p. ej., una quimioterapia, p. €j., en relacion con la adquisicién de células
inmunitarias (p. ej., recoleccion);

(iii) el tipo de terapia, p. €j., quimioterapia;
(iv) la neoplasia maligna subyacente;

(v) un parametro de una célula inmunitaria (p. €j., linfocito T), p. €j., uno 0 mas de numero de linfocitos T, fenotipo de
linfocitos T o funcion de linfocitos T,

0 una combinacion de (i)-(v).

En un caso, la poblacion de células inmunitarias se adquiere antes de la introduccién de la molécula CAR. En un caso, la
célula inmunitaria adquirida se expande antes de la introduccién de la molécula CAR. En otros casos, la célula inmunitaria
se adquiere después de la introduccion de la molécula CAR. En un caso, la célula inmunitaria adquirida se expande
después de la introduccién de la molécula CAR. La célula inmunitaria se puede expandir y/o activar de acuerdo con
cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.

En algunos casos, la poblacion de células inmunitarias muestra un aumento en uno o mas de: la expansion (p. €j.,
expansion ex vivo) de la poblacion de células inmunitarias, la eficacia de la poblacion de células inmunitarias para la
terapia o el rendimiento de la poblacién de células inmunitarias, cuando se optimiza cualquiera de (i)-(v).

En algunos casos, el método comprende ademas introducir en la célula inmunitaria (p. €j., poblacion de células) un acido
nucleico que codifica un CAR, p. €j., una molécula CAR descrita en el presente documento, p. ej., un CAR CD19 descrito
en el presente documento (p. ej., CTL019).

En otro aspecto, la divulgacion presenta un preparado de células inmunitarias o mezcla de reaccion, p. €j., que comprende
una poblacion de células efectoras inmunitarias (p. €j., que comprende una molécula CAR o un acido nucleico que codifica
una molécula CAR), preparados de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento.

Las caracteristicas o casos y realizaciones adicionales de cualquiera de los métodos, preparados y mezclas de reaccion
mencionados anteriormente incluyen uno o mas de los siguientes:

Sujetos

En una realizacion, el sujeto, p. €j., el sujeto a partir del cual se adquieren las células inmunitarias y/o el sujeto que se va
a tratar, es un ser humano, p. €j., un paciente con cancer. En ciertas realizaciones, el sujeto tiene una edad de 18 afios o
menos (p. €j., 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 0 menos [p. €j., 12 meses, 6 meses, 3 meses 0
menos])). En la presente invencion, el sujeto es un paciente pediatrico con cancer.
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En otros casos divulgados en el presente documento, el sujeto es un adulto, p. €j., el sujeto tiene mas de 18 afios de edad
(p. €j., tiene mas de 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 o mas). En un caso, el sujeto es un paciente
adulto con cancer.

En ciertos casos de la divulgacion, el sujeto padece una enfermedad asociada con la expresion de un antigeno asociado
a un tumor o a un cancer, p. €j., una enfermedad como se describe en el presente documento. En un caso, el sujeto
padece un cancer, p. €j. un cancer como se describe en el presente documento.

En un caso de la divulgacion, el sujeto padece un cancer que se elige entre un cancer hematico, un tumor sélido o una
lesion metastasica de este. Los canceres a modo de ejemplo incluyen, entre otros, leucemia linfocitica aguda de linfocitos
B (LLA-B), leucemia linfocitca aguda de linfocitos T (LLA-T), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mielégena crénica
(LMC), leucemia linfocitica cronica (LLC), leucemia promielocitica de linfocitos B, neoplasia blastica de células dendriticas
plasmocitoides, linfoma de Burkitt, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma folicular, tricoleucemia, linfoma folicular
microcitico o macrocitico, afecciones linfoproliferativas malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto (LCM),
linfoma de zonas marginales, mieloma multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no hodgkiniano (LNH),
linfoma de Hodgkin (LH), linfoma plasmoblastico, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides y macroglobulinemia de
Waldenstrém. En una realizacion el cancer es LLA. En otra realizacién el cancer es LLC.

En la presente invencion, el sujeto padece una leucemia, p. €j., LLA. En la presente invencion, el sujeto padece leucemia,
p. €j., LLA, y es un paciente pediatrico, p. €j., tiene una edad de 18 afios o menos (p. €j. 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10,
9,8,7,6,5,4, 3,2,10menos (p. €., 12 meses, 6 meses, 3 meses 0 Menos)).

En una realizacion, el sujeto padece LLA, p. €j., se clasifica como LLA del riesgo estandar, riesgo alto o riesgo muy alto.
En una realizacion, el sujeto padece LLA, p. €j., se clasifica como LLA de riesgo estandar, riesgo alto un riesgo muy alto
y es un sujeto pediatrico, p. €j., tienen una edad de 18 afios 0 menos. En una realizacion, el sujeto se clasifica como uno
que padece LLA de riesgo estandar. En las realizaciones, el sujeto se clasifica como uno que padece LLA de riesgo
estandar y es un sujeto pediatrico, p. €j., tiene una edad de 18 afios 0 menos. En otra realizacion, el sujeto no se clasifica
como uno que padece LLA de riesgo alto o riesgo muy alto. En las realizaciones, el sujeto no se clasifica como uno que
padece LLA de riesgo alto o riesgo muy alto y es un sujeto pediatrico, p. €j., tiene una edad de 18 afios 0 menos.

En las realizaciones, el sujeto no padece un linfoma, p. €j., el sujeto no padece linfoma no hodgkiniano (LNH). En las
realizaciones, el sujeto es un sujeto pediatrico, p. €j., tiene una edad de 18 afios 0 menos y no padece LNH.

En otras realizaciones, el sujeto padece un linfoma, p. ej., LNH. En las realizaciones, el sujeto es un sujeto pediatrico, p.
€j., tiene una edad de 18 afios 0 menos y padece LNH.

En las realizaciones, el sujeto no padece un cancer en recaida. En las realizaciones, el sujeto es un sujeto pediatrico, p.
ej., tiene una edad de 18 afios 0 menos y no padece un cancer en recaida. En otras realizaciones, el sujeto padece un
cancer en recaida. En las realizaciones, el sujeto es un sujeto pediatrico, p. €j., tiene una edad de 18 afios o menos y
padece un cancer en recaida.

En la presente invencion, la célula inmunitaria (p. €j., la poblacion de células efectoras inmunitarias) se adquiere, p. €j.,
obtiene, a partir de un sujeto que padece un cancer hematico, que es una leucemia, p. €j., LLC, LLA.

Programacion de la recoleccién/administracién de la quimioterapia

En ciertas realizaciones, una programacion temprana de la adquisicién de células inmunitarias, p. ej., recoleccion (p. €j.,
después del diagndstico) es indicativo de una mayor idoneidad de la célula inmunitaria para su uso en terapia celular, p.
€j., la terapia con CAR. En las realizaciones, la programacion temprana de la recoleccion de células inmunitarias aumenta
la capacidad de uno o mas de: la expansion (p. ej. expansion ex vivo) de la célula inmunitaria, la adecuacion de la célula
inmunitaria para la terapia o el rendimiento de produccion de la célula inmunitaria.

En una realizacion, la recoleccion de la célula inmunitaria antes de la administracion de una terapia, p. €j., una
quimioterapia, al sujeto da como resultado una mayor idoneidad de la célula inmunitaria para su uso en la terapia celular,
p. €j., terapia con CAR. En otras realizaciones, la recoleccion de la célula inmunitaria temprano durante el transcurso de
una terapia, p. €j., una quimioterapia (p. €j., antes de que el sujeto se haya sometido a 2, 3, 4 0 5 ciclos de quimioterapia)
al sujeto da como resultado una mayor idoneidad de la célula inmunitaria para su uso en la terapia celular, p. €j., terapia
con CAR.

En las realizaciones de los métodos divulgados en el presente documento, la recoleccion de la célula inmunitaria ocurre
antes de la administracién de una terapia, p. €j., una quimioterapia, al sujeto. En las realizaciones, la recoleccién ocurre
temprano durante el transcurso de una terapia, p. €j., una quimioterapia, al sujeto. En una realizacion, la recoleccion de
las células inmunitarias se produce antes de que el sujeto se haya sometido a 2, 3, 4 0 5 ciclos de quimioterapia. En una
realizacion, la recoleccion de células inmunitarias se produce después de que el sujeto se haya sometido a 1 ciclo de
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quimioterapia, pero antes de que el sujeto se haya sometido a mas de 1 ciclo (p. ej., mas de 1, 2, 3, 4 0 5 ciclos) de
quimioterapia.

En ciertas realizaciones, la quimioterapia o ciclo de quimioterapia incluye uno o mas de un ciclo de induccion, de
consolidaciéon, de mantenimiento intermedio, de intensificacion retrasada o de terapia de mantenimiento. En una
realizacion, las células efectoras inmunitarias se recolectan del sujeto antes de que el sujeto se haya sometido a un ciclo
de consolidacion de quimioterapia o un ciclo de induccién de quimioterapia. En las realizaciones, las células se recolectan
antes de que el sujeto se haya sometido a un ciclo de consolidacion de quimioterapia. En las realizaciones, el sujeto se
clasifica como uno que padece un cancer (p. €j., LLA) de riesgo alto o riesgo muy alto y las células se recolectan antes
de que el sujeto se haya sometido a un ciclo de consolidacion. En otra realizacion, las células efectoras inmunitarias se
recolectan del sujeto antes de que el sujeto se haya sometido a un ciclo de intensificacion retrasado. En algunas
realizaciones, el sujeto se clasifica como uno que padece un cancer (p. €j., LLA) de riesgo estandar y las células se
recolectaron antes de que el sujeto se haya sometido a un ciclo de intensificacién retrasado. En las realizaciones, el ciclo
o los ciclos de quimioterapia se eligen a partir de la Tabla 8.

En algunas realizaciones, la quimioterapia comprende un farmaco elegido a partir de la Tabla 8. En las realizaciones, la
quimioterapia comprende un farmaco y pauta posoldgica descrita en la Tabla 8. En las realizaciones, la quimioterapia
puede incluir vincristina, dexametasona, PEG-L-asparaginasa, daunorrubicina, 6-mercaptopurina, ciclofosfamida,
citarabina, metrotrexato, doxorrubicina, 6-tioguanina y/o prednisona.

En la presente invencion, las células efectoras inmunitarias se recolectan a partir del sujeto antes de que se haya
administrado al sujeto ciclofosfamida y/o citarabina.

Parametros de las células efectoras inmunitarias

En algunas realizaciones, las células efectoras inmunitarias recolectadas incluyen un niumero elevado de linfocitos T
menos diferenciados, p. €j., un nimero mas elevado de uno o mas de linfocitos T virgenes, linfocitos T de memoria central
madre y/o linfocitos T de memoria central, p. €j., en comparacion con un valor de referencia (p. €j., una muestra del sujeto
en un momento posterior o después de la exposicion a ciclos adicionales de quimioterapia). En la presente invencion, las
células efectoras inmunitarias recolectadas incluyen al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un 2 % de
linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central.

En las realizaciones, un recuento de linfocitos T absoluto (RTA) aumentado es indicativo de una mayor idoneidad de la
célula inmunitaria para su uso en la terapia celular, p. €j., terapia con CAR. En una realizacion, las células efectoras
inmunitarias recolectadas comprenden un recuento absoluto de linfocitos T de al menos 400 células/microlitro, un recuento
absoluto de linfocitos T virgenes de al menos 200 células/microlitro, un recuento absoluto de linfocitos T de memoria
central madre de al menos 20 células/microlitro y/o un recuento absoluto de linfocitos T de memoria central de al menos
40 células/microlitro.

En las realizaciones, la poblacién de células efectoras inmunitarias se selecciona basandose en la expresion de uno o
mas marcadores, p. €j., CCR7, CD62L, CD45R0O y CD95, p. €j., la poblacion de células efectoras inmunitarias (p. €j.,
linfocitos T) es CCR7+ y CD62L+.

En las realizaciones, los linfocitos T virgenes se identifican basandose en un patrén de expresiéon de CCR7+, CD62L+,
CD45R0O-, CD95-, en donde los linfocitos T de memoria central madre se identifican basandose en un patrén de expresion
de CCR7+, CD62L+, CD45RO-, CD95+, y en donde los linfocitos T de memoria central se identifican basandose en un
patron de expresion de CCR7+, CD62L+, CD45R0O+, CD95+.

Moléculas CAR

De acuerdo con los métodos, preparados y mezclas de reaccion descritos en el presente documento, se puede modificar
una célula efectora inmunitaria, p. €j., obtenida mediante un método descrito en el presente documento, para contener
una molécula CAR (también denominada en el presente documento « CAR») que tiene como diana uno o mas antigenos
paraneoplasicos. En algunas realizaciones, el antigeno paraneoplasico (antigenos tumorales) se escoge entre uno o mas
de: CD19; CD123; CD22; CD30; CD171; CS-1 (también denominado subconjunto 1 de CD2, CRACC, SLAMF7, CD319y
19A24); molécula 1 similar a lectina de tipo C (CLL-1 o CLECL1); CD33; variante lll del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFRUVIII); ganglidsido G2 (GD2); gangliésido GD3 (aNeu5Ac(2-8)aNeij5Ac(2-3)bDGalp(1-4)bDGlcp(1-1)Cer);
maduracion de linfocitos B de miembros de la familia de receptores de TNF (BCMA); antigeno Tn ((Tn Ag) o (GalNAco-
Ser/Thr)); antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA); receptor huérfano de tipo tirosina--cinasa 1 (ROR1);
tirosina--cinasa 3 de tipo Fms (FLT3); glucoproteina 72 asociada a tumores (TAG72); CD38; CD44v6; antigeno
carcinoembrionario (CEA); molécula de adhesion de células epiteliales (EPCAM); B7H3 (CD276); KIT (CD117); subunidad
alfa-2 del receptor de interleucina-13 (IL-13Ra2 o CD213A2); mesotelina; receptor alfa de interleucina 11 (IL-11Ra);
antigeno de células madre prostaticas (PSCA); proteasa serina 21 (testisina o PRSS21); receptor 2 del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR2); antigeno de Lewis(Y); CD24; receptor beta del factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGFR-beta); antigeno embrionario 4 especifico de etapa (SSEA-4); CD20; receptor de folato alfa; proteina
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tirosina--cinasa receptora ERBB2 (Her2/neu); Mucina 1, asociada a la superficie celular (MUC1); receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR); molécula de adhesion de células neurales (NCAM); prostasa; fosfatasa acida prostatica
(PAP); factor de elongacion 2 mutado (ELF2M); efrina B2; proteina alfa de activacion de fibroblastos (FAP); receptor del
factor insulinico de crecimiento 1 (receptor de IGF-I), anhidrasa carbénica IX (CAIX); subunidad de proteasoma (prosoma,
macropaina), tipo beta, 9 (LMP2); glucoproteina 100 (gp100); proteina de fusién de oncogén que consiste en la regién de
agrupamiento de puntos de ruptura (BCR) y el homdlogo 1 del oncogén virico de la leucemia murina de Abelson (Abl)
(bcr-abl); tirosinasa; receptor 2 de efrina de tipo A (EphA2); fucosil GM1; molécula de adhesion de sialilo de Lewis (sLe);
gangliésido GM3 (aNeu5Ac(2-3)bDGalp(1-4)bDGlcp(1-1)Cer); transglutaminasa 5 (TGS5); antigeno asociado a
melanoma de alto peso molecular (HMWMAA); ganglidsido o-acetil-GD2 (OAcGD2); receptor de folato beta; marcador
endotelial tumoral 1 (TEM1/CD248); relacionado con el marcador endotelial tumoral 7 (TEM7R); claudina 6 (CLDNG);
receptor de la hormona estimulante del tiroides (TSHR); receptor acoplado a proteina G clase C grupo 5, miembro D
(GPRC5D); marco de lectura abierto 61 del cromosoma X (CXORF61); CD97; CD179a; cinasa de linfoma anaplasico
(ALK); acido polisialico; especifico de placenta 1 (PLAC1); porcion de hexasacarido de glucoceramida globoH (GloboH);
antigeno de diferenciacion de glandula mamaria (NY-BR-1); uroplaquina 2 (UPK2); receptor celular 1 del virus de la
hepatitis A (HAVCR1); adrenoceptor beta 3 (ADRB3); panexina 3 (PANX3); receptor acoplado a proteina G 20 (GPR20);
complejo de antigeno de linfocitos 6, locus K 9 (LY6K); receptor olfativo 51E2 (OR51E2); Proteina de Marco de Lectura
Alternativa TCR Gamma (TARP); proteina del tumor de Wilms (WT1); antigeno de cancer/testiculo 1 (NY-ESO-1);
antigeno de cancer/testiculo 2 (LAGE-1a); antigeno 1 asociado al melanoma (MAGE-A1); gen 6 variante de translocacion
de ETS, ubicado en el cromosoma 12p (ETV6-AML); proteina de espermatozoide 17 (SPA17); familia de antigenos X,
miembro 1A (XAGE1); receptor de superficie celular de unién a angiopoyetina 2 (Tie 2); antigeno de testiculo y cancer
melanoma 1 (MAD-CT-1); antigeno de testiculo y cancer melanoma 2 (MAD-CT-2); antigeno 1 relacionado con Fos;
proteina tumoral p53 (p53); p53 mutada; prosteina; survivina; telomerasa; antigeno tumoral de carcinoma de préstata-1
(PCTA-1 o Galectina 8), antigeno de melanoma reconocido por linfocitos T 1 (MelanA o MARTI); mutante de sarcoma de
rata (Ras); transcriptasa inversa de telomerasa humana (hTERT); puntos de rotura de translocacion de sarcoma; inhibidor
de la apoptosis de melanoma (ML-IAP); ERG (proteasa transmembrana, gen de fusién de ETS y serina 2 (TMPRSS2));
N-acetilglucosaminil--transferasa V (NA17); proteina de caja emparejada Pax-3 (PAX3); receptor de andrégenos; ciclina
B1; homologo derivado del neuroblastoma del oncogén virico de la mielocitomatosis aviar v-myc (MYCN); miembro C de
la familia de homologos de Ras (RhoC); proteina 2 relacionada con la tirosinasa (TRP-2); citocromo P450 1B1 (CYP1B1);
similar al factor de unién a CCCTC (proteina de dedo de zinc) (BORIS o hermano del regulador de sitios impresos),
antigeno de carcinoma de células escamosas reconocido por linfocitos T 3 (SART3); proteina de caja emparejada Pax-5
(PAX5); proteina de union a proacrosina sp32 (OY-TES1); proteina tirosina--cinasa especifica de linfocitos (LCK); proteina
de anclaje A cinasa 4 (AKAP-4); sarcoma sinovial, punto de rotura 2 de X (SSX2); receptor para productos finales de
glucacion avanzada (RAGE-1); renal ubicuo 1 (RU1); renal ubicuo 2 (RU2); legumaina; virus del papiloma humano E6
(VPH EB); virus del papiloma humano E7 (VPH E7); carboxil--esterasa intestinal; proteina de choque térmico 70-2 mutada
(hsp70-2 mut); CD79a; CD79b; CD72; receptor 1 de tipo inmunoglobulina asociado a leucocitos (LAIR1); fragmento Fc
del receptor de IgA (FCAR o CD89); miembro 2 de la subfamilia A del receptor de tipo inmunoglobulina leucocitaria
(LILRAZ2); miembro f de la familia de tipo molécula CD300 (CD300LF); miembro A de la familia 12 de dominios de lectina
de tipo C (CLEC12A); antigeno 2 de células estromales de la médula ésea (BST2); tipo receptor de hormona de tipo
mucina que contiene médulo de tipo EGF 2 (EMR2); antigeno de linfocitos 75 (LY75); Glipicano-3 (GPC3); proteina 5
similar al receptor Fc 5 (FCRL5); y el polipéptido 1 de tipo inmunoglobulina lambda (IGLL1).

En una realizacién, el antigeno paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es CD19, p. €j., un CAR CD19 descrito
en el presente documento (p. ej., CTL019). En una realizacién, el CAR CD19 comprende una secuencia de aminoacidos
o tiene una secuencia de nucledtidos que se muestra en la Tabla 4.

En una realizacion, el antigeno paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es BCMA, p. €j., un CAR anti-BCMA
descrito en el presente documento. En una realizacion, el CAR anti-BCMA comprende una secuencia de aminoacidos o
tiene una secuencia de nucleétidos que se muestra en la Tabla 11.

En una realizacion, el antigeno paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es EGFRUVIII, p. €j., un CAR anti-EGFRuvlI|
descrito en el presente documento, p. €j., descrito en el documento US2014/0322275A1. En las realizaciones, el CAR
anti-EGFRvIIl comprende una secuencia de aminoacidos o tiene una secuencia de nucleétidos que se muestra en el
documento US2014/0322275A1.

En una realizacion, el antigeno paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es CD123, p. €j., un CAR anti-CD123
descrito en el presente documento, p. €j., descrito en el documento US2014/0322212A1 o US2016/0068601A1. En las
realizaciones, el CAR anti-CD123 comprende una secuencia de aminoacidos o tiene una secuencia de nucleétidos que
se muestra en el documento US2014/0322212A1 o US2016/0068601A1.

En una realizacion, el antigeno asociado paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es la mesotelina, p. €j., un
CAR anti-mesotelina descrito en el presente documento, p. e€j., descrito en el documento WO 2015/090230. En las
realizaciones, el CAR antimesotelina comprende una secuencia de aminoacidos o tiene una secuencia de nucleétidos
que se muestra en el documento WO 2015/090230.
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En una realizacion, el antigeno paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es la mesotelina, p. €j., un CAR anti-
CLL1 descrito en el presente documento, p. €j., descrito en el documento US2016/0051651A1. En las realizaciones, el
CAR anti-CLL1 comprende una secuencia de aminoacidos o tiene una secuencia de nucleétidos que se muestra en el
documento US2016/0051651A1.

En una realizacion, el antigeno paraneoplasico que es diana de la molécula CAR es la mesotelina, p. €j., un CAR anti-
CD33 descrito en el presente documento, p. €j., descrito en el documento US2016/0096892A1. En las realizaciones, el
CAR anti-CD33 comprende una secuencia de aminoacidos o tiene una secuencia de nucledtidos que se muestra en el
documento US2016/0096892A1. En algunas realizaciones, el dominio de uniéon al antigeno de la molécula CAR
comprende un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un scFv, un Fv, un Fab, un (Fab')2, un anticuerpo de dominio Unico
(SDAB, por sus siglas en inglés), un dominio VH o VL o un dominio VHH de camélido.

En algunas realizaciones, el dominio transmembrana de la molécula CAR comprende un dominio transmembrana elegido
entre el dominio transmembrana de una cadena alfa, beta o zeta de un receptor de linfocitos T, CD28, CD3 épsilon, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, KIRDS2, OX40, CD2,
CD27, LFA-1 (CD11a, CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD40, BAFFR, HVEM (LIGHTR), SLAMF7, NKp80
(KLRF1), CD160, CD19, IL2R beta, IL2R gamma, IL7R a, ITGA1, VLA1, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGA6, VLA-6,
CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE, CD103, ITGAL, CD11a, LFA-1, ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2,
CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile), CEACAM1, CRTAM, Ly9
(CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME
(SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, PAG/Cbp, NKp44, NKp30, NKp46, NKG2D y/o NKG2C.

En ciertas realizaciones, el dominio transmembrana de la molécula CAR comprende una secuencia de aminoacidos de
un dominio transmembrana de CD8 que tiene al menos una, dos o tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 0 5
modificaciones de una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6, o una secuencia con un 95-99 % de identidad
respecto a una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6. En una realizacién, el dominio transmembrana comprende
la secuencia de la SEQ ID NO: 6.

En otras realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio transmembrana de CD8 comprende la
secuencia de la SEQ ID NO: 17, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con esta.

En ciertas realizaciones, el dominio de union al antigeno esta conectado al dominio transmembrana mediante una region
bisagra. En una realizacion, la region bisagra comprende la secuencia de aminoacidos de una bisagra de CD8, p. €j., la
SEQ ID NO: 2; o la secuencia de aminoacidos de una bisagra de 1gG4, p. €j., la SEQ ID NO: 36 o una secuencia con un
95-99 % de identidad respecto a la SEQ ID NO: 2 o 36. En otras realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica
la region bisagra comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 13 o la SEQ ID NO: 37, correspondiente a una bisagra de
CD8 o una bisagra de IgG4, respectivamente, o una secuencia con un 95-99 % de identidad respecto a la SEQ ID NO:
13 0 37.

En otras realizaciones, el CAR comprende un dominio de sefializacion intracelular, p. €j., un dominio de sefalizacion
primario y/o un dominio de sefializacién coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacion intracelular
comprende un dominio de sefalizacion primario. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacién intracelular
comprende un dominio de sefializacion coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacion intracelular
comprende un dominio de sefializacién primario y un dominio de sefializacion coestimulador.

En ciertas realizaciones, el dominio de sefializacion primario comprende un dominio de sefalizacién funcional de una
proteina seleccionada del grupo que consiste en CD3 zeta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, FcR gamma comun
(FCER1G), FcR beta (Fc Epsilon R1b), CD79a, CD79b, Fcgamma Rlla, DAP10 y DAP12.

En una realizacién, el dominio de sefializaciéon primario de la molécula CAR comprende un dominio de sefalizacion
funcional de CD3 zeta. El dominio de sefalizacion primario de CD3 zeta puede comprender una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos una, dos o tres modificaciones, pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10, o una secuencia con un 95-99 % de identidad respecto a una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
primario comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10. En otras realizaciones, la secuencia de &cido
nucleico que codifica el dominio de sefalizacién primario comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 20 o la SEQ ID
NO: 21, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con esta.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular de la molécula CAR comprende un dominio de
sefializacion coestimulador. Por ejemplo, el dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio de
sefializacion primario y un dominio de sefalizacion coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacion
coestimulador comprende un dominio de sefalizaciéon funcional de una proteina escogida entre una o mas de CD27,
CD28, 4-1BB (CD137), OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno 1 asociado a la funcién linfocitaria (LFA-1), CD2, CD7,
LIGHT, NKG2C, B7-H3, un ligando que se une especificamente a CD83, CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR, HVEM (LIGHTR),
SLAMF7, NKp80 (KLRF1), CD160, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL2R beta, IL2R gamma, IL7R alfa, ITGA4, VLA1,

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2948 133 T3

CD49a, ITGA4, |1A4, CD49D, ITGAG6, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE, CD103, ITGAL, CD11a, LFA-1, ITGAM,
CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226),
SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile), CEACAM1, CRTAM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100
(SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162),
LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG/Cbp, NKp44, NKp30, NKp46 o NKG2D.

En ciertas realizaciones, el dominio de sefalizacidon coestimulador de la molécula CAR comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos una, dos o tres modificaciones pero no mas de 20, 10 o 5 modificaciones de una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 16, o una secuencia con un 95-99 % de identidad respecto
a una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 16. En una realizacion, el dominio de sefializacion
coestimulador comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, la secuencia
de acido nucleico que codifica el dominio de sefalizacién coestimulador comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 18
ola SEQ ID NO: 15, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con esta.

En otras realizaciones, el dominio intracelular de la molécula CAR comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 9 o la SEQ
ID NO: 10, y la secuencia de la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 16, en donde la secuencia o las secuencias de aminoacidos
que comprenden el dominio de sefalizacién intracelular se expresan en el mismo marco y como una uUnica cadena
polipeptidica.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de sefializacion intracelular comprende
una secuencia de la SEQ ID NO: 18 o la SEQ ID NO: 15, o una secuencia con un 95-99 % de identidad con esta, y una
secuencia de la SEQ ID NO: 20 o la SEQ ID NO: 21 o una secuencia con un 95-99 % de identidad con esta.

En algunas realizaciones, el CAR comprende ademas una secuencia lider. En una realizacién, la secuencia lider
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1.

En ciertas realizaciones, el dominio de union al antigeno de la molécula CAR tiene una KD de afinidad de union de 10+
Ma 108 M.

En una realizacion, el dominio de union al antigeno de la molécula CAR es un dominio de union al antigeno descrito en el
presente documento, p. €j., un dominio de unién al antigeno descrito en el presente documento para una diana
proporcionada anteriormente.

En algunas realizaciones, el CAR comprende un CAR CD19, p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento. En
las realizaciones, el CAR CD19 comprende un dominio de unién al antigeno descrito en el presente documento, p. €j., en
la Tabla 1 o 4.

Tratamiento/terapias combinadas

De acuerdo con el tratamiento de un trastorno como se describe en el presente documento (p. €j., un cancer) y el
suministro de inmunidad antitumoral que se describen en el presente documento, en algunos casos de la divulgacion, el
método comprende administrar al sujeto una molécula CAR o una poblacién de células efectoras inmunitarias preparadas
mediante un método descrito en el presente documento. La presente invencion proporciona una poblaciéon de células
efectoras inmunitarias que expresa una molécula CAR («células que expresan CAR» o una «terapia con CAR») para su
uso en un método para tratar la leucemia en un sujeto pediatrico, o para proporcionar inmunidad antitumoral a un sujeto
pediatrico que padece una leucemia, donde el método es como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones,
la poblacion de células efectoras inmunitaria se modifica para expresar una molécula CAR, p. ej., un CAR descrito en el
presente documento, p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento. En las realizaciones, el método comprende
ademas administrar una terapia, p. €j., una quimioterapia descrita en el presente documento, al sujeto.

También se divulga en el presente documento una composicién que comprende una célula efectora inmunitaria (p. €j.,
una poblacién de células efectoras inmunitarias) que comprende una molécula CAR (p. €j., una molécula CAR como se
describe en el presente documento) para su uso en tratamiento de un sujeto que padece una enfermedad asociada con
la expresion de un antigeno tumoral, p. €j., un trastorno como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la quimioterapia (p. e€j., ciclo de quimioterapia) y la terapia con CAR se administran
simultaneamente. En otras realizaciones, la quimioterapia (p. e€j., ciclo de quimioterapia) y la terapia con CAR se
administran secuencialmente, p. €j., una detras de la otra. En las realizaciones, hay menos de 1 semana (p. €j., menos
de 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 dia) de solapamiento en la administracion de la quimioterapia (p. €j., ciclo de quimioterapia) y la
terapia con CAR. En las realizaciones, hay al menos 1 semana (p. €j., al menos 1, 2, 3, 4, 5 semanas, 1, 2, 3, 4,5, 6
meses 0 mas) de solapamiento en la administracion de la quimioterapia (p. €j., ciclo de quimioterapia) y la terapia con
CAR.

En algunas realizaciones, la terapia con CAR se administra antes de la quimioterapia, p. €j., antes de un ciclo de
quimioterapia. En las realizaciones, la terapia con CAR se administra antes de un primer ciclo, segundo ciclo, tercer ciclo,
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cuarto ciclo o quinto ciclo de quimioterapia. En las realizaciones, la terapia con CAR se administra antes de un ciclo de
induccion, ciclo de consolidacion, cinco de mantenimiento intermedio, ciclo de intensificacion retrasada o ciclo de
mantenimiento de la quimioterapia. En las realizaciones, la terapia con CAR se administra antes de una quimioterapia, p.
€j., ciclo de quimioterapia, que comprende un farmaco descrito el presente documento, p. €j., un farmaco descrito en la
Tabla 8. En las realizaciones, la administracion de la terapia con CAR comienza antes de la administracion de una
quimioterapia, p. ej., antes de un ciclo de quimioterapia, y la administracion posterior de la terapia con CAR vy la
quimioterapia contintia simultdneamente durante un periodo de tiempo.

En las realizaciones, la terapia con CAR se administra después de la quimioterapia, p. ej., después de un ciclo de
quimioterapia. En las realizaciones, la terapia con CAR se administra después de un primer ciclo, segundo ciclo, tercer
ciclo, cuarto ciclo o quinto ciclo de quimioterapia. En las realizaciones, la terapia con CAR se administra después de un
ciclo de induccion, ciclo de consolidacion, cinco de mantenimiento intermedio, ciclo de intensificacion retrasada o ciclo de
mantenimiento de la quimioterapia. En las realizaciones, la terapia con CAR se administra después de una quimioterapia,
p. €j., ciclo de quimioterapia, que comprende un farmaco descrito en el presente documento, p. €j., un farmaco descrito
en la Tabla 8. En las realizaciones, la administracion de la terapia con CAR comienza después de la administracion de
una quimioterapia, p. ej., después de un ciclo de quimioterapia, y la administraciéon posterior de la terapia con CAR y la
quimioterapia contintia simultdneamente durante un periodo de tiempo.

En un caso de la divulgacion, el cancer es un cancer hematico tal como, p. €j., LLA o LLC. En un caso, el cancer, p. €j.,
un cancer hematico descrito en el presente documento, tal como, p. €j., una leucemia (p. €j., LLA o LLC) o un linfoma (p.
ej., LCM, LH o LNH). En la presente invencién del sujeto padece una leucemia.

En casos de la divulgacion, incluidas realizaciones de la invencion, una enfermedad asociada con un antigeno tumoral, p.
€j., un antigeno tumoral descrito en el presente documento, p. ej., CD19, se selecciona entre una enfermedad proliferativa
tal como un cancer o una neoplasia maligna, o una afeccién precancerosa tal como una mielodisplasia, un sindrome
mielodisplasico o una preleucemia, o es una indicacion no relacionada con el cancer asociada con la expresion de un
antigeno tumoral descrito en el presente documento. En un caso, la enfermedad es un cancer descrito en el presente
documento, p. €j., un cancer descrito en el presente documento como asociado con una diana descrita en el presente
documento. En la presente invencion, el cancer hematico es leucemia. En casos de la divulgacion, incluidas realizaciones
de la invencién, el cancer se selecciona del grupo que consiste en una o mas leucemias agudas incluidas, entre otras,
LLA-B, LLA-T, LLA; una o mas leucemias crénicas incluidas, entre otras, la leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia
linfocitica cronica (LLC); canceres hematicos adicionales o afecciones hematicas que incluyen, entre otros, leucemia
prolinfocitica de linfocitos B, neoplasia blastica de células dendriticas plasmocitoides, linfoma de Burkitt, linfoma difuso de
linfocitos B grandes, linfoma folicular, tricoleucemia, linfoma folicular microcitico o macrocitico, afecciones
linfoproliferativas malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto, linfoma de zonas marginales, mieloma multiple,
mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no hodgkiniano, linfoma de Hodgkin, linfoma plasmoblastico, neoplasia
de células dendriticas plasmocitoides, macroglobulinemia de Waldenstréom y/o «preleucemia» (p. €j., una coleccion
diversa de afecciones hematicas que tienen en comun una produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas
mieloides). En ciertos casos, incluidas ciertas realizaciones, una enfermedad asociada con la expresioén de un antigeno
tumoral descrito en el presente documento incluye, entre otros, canceres atipicos y/o no clasicos, neoplasias malignas,
afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas que expresan un antigeno tumoral como se describe en el
presente documento; y cualquier combinacion de estos.

En algunos casos, incluidas algunas realizaciones, la enfermedad asociada con la expresion del antigeno tumoral se
selecciona del grupo que consiste en una enfermedad proliferativa, una afecciéon precancerosa, un cancer y una afeccion
no relacionada con un cancer asociados con la expresion del antigeno tumoral.

En otro caso, la enfermedad asociada con un antigeno tumoral descrita en el presente documento es un tumor solido. En
algunos casos, el cancer se elige entre cancer de colon, cancer de recto, carcinoma de células renales, cancer de higado,
carcinoma no microcitico de pulmon, cancer de intestino delgado, cancer de esofago, melanoma, cancer de huesos,
cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutaneo o intraocular, cancer de utero,
cancer de ovario, cancer de recto, cancer de la regién anal, cancer de estdmago, cancer de testiculo, cancer de utero,
carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma de cuello uterino, carcinoma de vagina,
carcinoma de vulva, enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula
tiroides, cancer de la glandula paratiroides, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de
uretra, cancer de pene, tumores solidos de la infancia, cancer de vejiga, cancer de rifidon o de uréter, carcinoma de pelvis
renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal,
glioma del tronco encefalico, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi, cancer epidermoide, cancer de células escamosas,
linfoma de linfocitos T, canceres inducidos por el medio ambiente, combinaciones de dichos canceres y lesiones
metastasicas de dichos canceres.

En ciertas realizaciones de los métodos o usos reivindicados, el antigeno tumoral asociado con la enfermedad se elige
entre uno o mas de: CD19, CD123, CD22, CD30, CD171, CS-1, CLL-1 (CLECL1), CD33, EGFRuvlll, GD2, GD3, BCMA,
Tn Ag, PSMA, ROR1, FLT3, TAG72, CD38, CD44v6, CEA, EPCAM, B7H3, KIT, IL-13Ra2, mesotelina, IL-11Ra, PSCA,
PRSS21, VEGFR2, LewisY, CD24, PDGFR-beta, SSEA-4, CD20, receptor de folato alfa, ERBB2 (Her2/neu), MUC1,

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2948 133 T3

EGFR, NCAM, prostasa, PAP, ELF2M, efrina B2, FAP, receptor de IGF-1, CAIX, LMP2, gp100, bcr-abl, tirosinasa, EphA2,
fucosil GM1, sLe, GM3, TGS5, HMWMAA, o-acetil-GD2, receptor de folato beta, TEM1/CD248, TEM7R, CLDN6, TSHR,
GPRC5D, CXORF61, CD97, CD179a, ALK, acido polisialico, PLAC1, GloboH, NY-BR-1, UPK2, HAVCR1, ADRB3, PANX3,
GPR20, LY6K, OR51E2, TARP, WT1, NY-ESO-1, LAGE-1a, MAGE-A1, MAGE A1, ETV6-AML, proteina espermatica 17,
XAGE1, Tie 2, MAD-CT-1, MAD-CT-2, antigeno 1 relacionado con Fos, p53, mutante de p53, prosteina, survivina y
telomerasa, PCTA-1/galectina 8, MelanA/MART1, mutante de Ras, hTERT, puntos de rotura de traslocaciéon, ML-IAP,
ERG (gen de fusion TMPRSS2 ETS), NA17, PAX3, receptor androgénico, ciclina B 1, MYCN, RhoC, TRP-2, CYP1B1,
BORIS, SART3, PAX5, OY-TES1, LCK, AKAP-4, SSX2, RAGE-1, transcriptasa inversa de la telomerasa humana, RU1,
RU2, legumaina, HPV EG6, E7, carboxil--esterasa intestinal, mut hsp70-2, CD79a, CD79b, CD72, LAIR1, FCAR, LILRA2,
CD300LF, CLEC12A, BST2, EMR2, LY75, GPC3, FCRL5 y IGLL1.

La poblacion de células es autéloga respecto al sujeto al que se administra la poblacion. En una realizacion, el sujeto es
un ser humano.

En una realizacion, la poblacion de células efectoras inmunitarias transducidas con un &cido nucleico que codifica un CAR,
p. €j., un CAR descrito en el presente documento, p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento, se expande,
p. €j., mediante un método descrito en el presente documento. En una realizacion, las células se expanden durante un
periodo de 8 dias o menos, p. €j. 7, 6, 5, 4 0 3 dias. En una realizacion, las células, p. ej., una célula CAR CD19 descrita
en el presente documento, se expanden en cultivo durante 5 dias y las células resultantes son mas potentes que las
mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo, p. €j., como se describe en el
presente documento.

En una realizacion, al sujeto se le administran de 10* a 10° células efectoras inmunitarias por kg de peso corporal del
sujeto. En una realizacion, el sujeto recibe una administracion inicial de una poblacion de células efectoras inmunitarias
(p. €j., una administracion inicial de 10* a 108 células efectoras inmunitarias por kg de peso corporal del sujeto, p. €j., de
10* a 10° células efectoras inmunitarias por kg de peso corporal del sujeto), donde una pluralidad de las cuales comprende
el acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento, p. ej., un CAR CD19 descrito en
el presente documento, y una o mas administraciones posteriores de una poblacion de células efectoras inmunitarias (p.
ej., una o mas administraciones posteriores de 10* a 10° células efectoras inmunitarias por kg de peso corporal del sujeto,
p. €j., de 10* a 10° células efectoras inmunitarias por kg de peso corporal del sujeto), donde una pluralidad de las cuales
comprende un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento, p. €j., un CAR CD19
descrito en el presente documento. En una realizacion, la una o mas administraciones posteriores se administran menos
de 15 dias, p. €j., 14, 13,12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 dias después de la administracion anterior, p. €j., menos de 4,
3, 2 dias después de la administracion anterior. En una realizacion, el sujeto recibe un total de aproximadamente 108
células efectoras inmunitarias por kg de peso corporal del sujeto durante el transcurso de al menos tres administraciones
de una poblacion de células efectoras inmunitarias, p. €j., el sujeto recibe una dosis inicial de 1 x 10° células efectoras
inmunitarias, una segunda administracién de 3 x 10° células efectoras inmunitarias y una tercera administracion de 6 x
105 células efectoras inmunitarias y, p. ej., cada administracion se administra menos de 4, 3, 2 dias después de la
administracién anterior.

En ciertas realizaciones, los métodos o usos se llevan a cabo en combinacién con un agente que aumenta la eficacia de
la célula efectora inmunitaria, p. ej., un agente como se describe en el presente documento.

Realizaciones y casos de los métodos, preparados y mezclas de reaccion adicionales

Los métodos y usos reivindicados pueden comprender ademas eliminar los linfocitos T reguladores, p. €j., linfocitos T
CD25+, de la poblacién de células inmunitarias, p. €j., para proporcionar de esta manera una poblacion de células con
deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., células con deplecion de CD25+, que son adecuadas para la expresion de un
CAR.

En una realizacion, la poblacién de células con deplecion de linfocitos T reguladores contiene menos de un 30 %, 25 %,
20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+.

En un caso, la poblacion de células inmunitarias incluye células de un sujeto que padece cancer, p. €j., un sujeto que
padece un cancer que expresa CD25 tal como, p. €j., leucemia linfocitica cronica (LLC). En una realizacion, la poblacion
de células con deplecion de linfocitos T reguladores contiene menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %,
5%, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %,
2 %, 1 % de células tumorales.

La poblacién de células inmunitarias es autéloga respecto al sujeto al cual se administraran las células para el tratamiento.
En una realizacion, los linfocitos T reguladores, p. €j., linfocitos T CD25+, se eliminan de la poblacion utilizando un

anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, o un ligando de unién a CD25, p. ej., IL-2. En una realizacién, el anticuerpo
anti-CD25, o fragmento de este, o ligando de uniéon a CD25 se conjuga con un sustrato, por ejemplo, una perla, o se utiliza
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para recubrir de otra manera un sustrato, p. €j., una perla. En una realizacién, el anticuerpo anti-CD25, o fragmento de
este, se conjuga con un sustrato como se describe en el presente documento.

En una realizacion, los linfocitos T reguladores, p. €j., linfocitos T CD25+, se eliminan de la poblacion utilizando un reactivo
de deplecion de CD25 de Militenyi™. En una realizacion, la proporcion de células respecto al reactivo de deplecion de
CD25 es de 1e7 células respecto a 20 uL, o de 1e7 células respecto a 15 uL, o de 1e7 células respecto a 10 uL, o de 1e7
células respecto a 5 uL, o de 1e7 células respecto a 2,5 uL, o de 1e7 células respecto a 1,25 uL.

En una realizacion, la poblacién de células con deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., células con depleciéon de
CD25+, es adecuada para la expresion de un CAR descrito en el presente documento, p. ej., un CAR CD19 descrito en
el presente documento. En una realizacion, la poblacidon de células con deplecién de linfocitos T reguladores contiene
menos de un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de las células de leucemia, p. €j., células de LLC o
células de LLA. En una realizacion, la poblacién de células efectoras inmunitarias se obtiene de un sujeto que padece
LLC, y la poblacion de células con deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., células con deplecion de CD25+, contiene
menos de un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de las células de leucemia, p. €j., células de LLC y
es adecuada para la expresion de un CAR CD19 descrito en el presente documento. En una realizacion, la poblacién de
células con deplecion de linfocitos T reguladores contienen menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
CD25+ y menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales, p. €j., células tumorales que expresan
CD25, p. €j., células de LLC. En una realizacion, la poblacion de células con deplecion de linfocitos T reguladores contiene
menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
tumorales, p. €j., células tumorales que expresan CD25, p. €j., células de LLC.

En las realizaciones, las células efectoras inmunitaria se recolectan de la sangre, p. €j., sangre periférica, del sujeto.

En una realizacién, la poblacion de células efectoras inmunitarias son linfocitos T aislados de linfocitos de la sangre
periférica. En una realizacién, la poblacion de linfocitos T se obtiene lisando glébulos rojos sanguineos y/o mediante la
deplecion de los monocitos. En una realizacion, la poblacion de linfocitos T se aisla de linfocitos periféricos utilizando, p.
ej., un método descrito en el presente documento.

En una realizacion, la poblacién de células efectoras inmunitarias se puede obtener a partir de una muestra de sangre de
un sujeto, p. ej., obtenerse mediante aféresis. En una realizacion, las células recolectadas mediante aféresis se lavan
para eliminar la fraccion plasmatica y, opcionalmente, las células se proporcionan en un tampon o medio apropiado para
los pasos de procesamiento posteriores. En una realizacion, las células se lavan con un tampdn tal como, p. €j., solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). En una realizacion, las células se lavan en una solucién de lavado que carece de
uno o mas cationes divalentes tales como calcio y magnesio. En una realizacion, las células se lavan en un tampén que,
sustancialmente, no tenga cationes divalentes.

En las realizaciones, las células efectoras inmunitarias se recolectan de la sangre utilizando centrifugacion con densidad.

En una realizacién, el método de preparacion comprende ademas eliminar células de la poblacion que expresan un
antigeno tumoral, p. €j., un antigeno tumoral que no comprende CD25, p. €j., CD19, CD30, CD38, CD123, CD20, CD14
o0 CD11b, para proporcionar de esta manera una poblacion con deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., con deplecion
de CD25+, y células con deplecion del antigeno tumoral que son adecuadas para la expresion de un CAR, p. €j., un CAR
descrito en el presente documento. En una realizacion, las células que expresan un antigeno tumoral se eliminan
simultaneamente que los linfocitos T reguladores, p. €j., CD25+. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de
este, y un anticuerpo anti-antigeno tumoral, o fragmento de este, se pueden unir al mismo sustrato, p. €j., perla, que se
puede utilizar para eliminar las células o un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, o el anticuerpo anti-antigeno
tumoral, o fragmento de este, se puede unir a perlas separadas, y una mezcla de estas se puede utilizar para eliminar las
células. En ofras realizaciones, la eliminacién de linfocitos T reguladores, p. ej., células CD25+, y la eliminacion de las
células que expresan un antigeno tumoral es secuencial y puede ocurrir, p. €j., en cualquier orden.

En una realizacién, el método de preparacion comprende ademas eliminar células de la poblacion que expresan un
inhibidor de un punto de control, p. €j., un inhibidor de un punto de control descrito en el presente documento, p. €j., una
0 mas células PD1+, células LAG3+ y células TIM3+, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con
deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., células con deplecidon de CD25+, y células con deplecion de un inhibidor de
un punto de control, p. €j., células con deplecion de PD1+, LAG3+ y/o TIM3+. En una realizacion, las células que expresan
un inhibidor de un punto de control se eliminan simultdneamente con los linfocitos T reguladores, p. ej., CD25+. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, y un anticuerpo anti-inhibidor de un punto de control, o fragmento
de este, se pueden unir a la misma perla, que se puede utilizar para eliminar las células o un anticuerpo anti-CD25, o
fragmento de este, y el anticuerpo anti-inhibidor de un punto de control, o fragmento de este, se pueden unir a perlas
separadas, y puede utilizarse una mezcla de las cuales para eliminar las células. En otras realizaciones, la eliminacion de
linfocitos T reguladores, p. €j., células CD25+, y la eliminacion de las células que expresan un inhibidor de un punto de
control es secuencial y puede ocurrir, p. €j., en cualquier orden.
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En una realizacion, la poblacién de células que se van a eliminar no son linfocitos T reguladores ni células tumorales, sino
células que afectan negativamente de otra manera a la expansion y/o funcion de los linfocitos CART, p. €j., células que
expresan CD14, CD11b, CD33, CD15 u otros marcadores expresados por células potencialmente inmunosupresoras. En
una realizacién, se contempla que tales células se eliminen a la vez que los linfocitos T reguladores y/o células tumorales,
o tras dicha deplecion, o en otro orden.

En una realizacion, el método comprende ademas eliminar células de la poblacion que expresan CD14 para proporcionar
de esta manera una poblacion de células con deplecién de linfocitos T reguladores, p. €j., células con deplecion de CD25+
y células con deplecion de CD14+. En una realizacion, las células CD14+ se eliminan simultdneamente con los linfocitos
T reguladores, p. ej., CD25+. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, y un anticuerpo anti-CD14, o
fragmento de este, pueden unirse a la misma perla que se puede utilizar para eliminar las células; o un anticuerpo anti-
CD25, o fragmento de este, y el anticuerpo anti-CD14, o fragmento de este, pueden unirse a perlas separadas, y puede
utilizarse una mezcla de las cuales para eliminar las células. En otras realizaciones, la eliminacion de linfocitos T
reguladores, p. €j., células CD25+, y la eliminacion de las células CD14+ es secuencial y puede ocurrir, p. €j., en cualquier
orden.

En una realizacién, la poblacion de células efectoras inmunitarias proporcionada se ha seleccionado basandose en la
expresion de uno o mas marcadores, p. €j., CD3, CD28, CD4, CD8, CD27, CD127, CD45RA y CD45RO, p. €j., la poblacion
proporcionada de células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T) son CD3+ y/o CD28+.

En una realizacion, el método comprende ademas obtener una poblacion de células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos
T, enriquecidas en la expresion de uno o mas marcadores, p. €j., CD3, CD28, CD4, CD8, CD27, CD127, CD45RA y
CD45R0. En una realizacion, la poblacion de células efectoras inmunitarias esta enriquecida en células CD3+ y/o CD28+.
Por ejemplo, se obtienen linfocitos T aislados por incubaciéon con perlas conjugadas con anti-CD3/anti-CD28. En una
realizacion, el método comprende ademas seleccionar células de la poblacion de células con deplecion de linfocitos T
reguladores, p. €j., células con deplecion de CD25+, que expresan uno o mas marcadores, p. ej., CD3, CD28, CD4, CD8,
CD45RA y CD45RO0.

En una realizacion, el método comprende ademas activar la poblacion de células con deplecion de linfocitos T reguladores,
p. €j., células con deplecion de CD25+, p. gj., mediante un método descrito en el presente documento.

En las realizaciones, el método comprende ademas transducir una célula de la poblacion de células efectoras inmunitarias
con un vector que comprende un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento,
p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento. En las realizaciones, el método comprende ademas expandir la
poblacién de células efectoras inmunitarias modificadas para expresar un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente
documento, p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento, p. €j., mediante un método descrito en el presente
documento. En las realizaciones, la poblacion de células se expande en presencia de una citocina, p. €j., IL-15 y/o IL-7
(p. Ej., IL-15 e IL-7).

En una realizacion, el método de preparacion comprende ademas transducir una célula de la poblacion de células con
deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., la poblacion de células con deplecién de CD25+, con un vector que comprende
un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento, p. €j., un CAR CD19 descrito
en el presente documento. En una realizacion, el vector se selecciona del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un
plasmido, un vector lentivirico, un vector adenovirico o un vector retrovirico. En una realizacion, la célula de la poblacion
de células con deplecion de linfocitos T reguladores, p. €j., la poblacion de células con deplecion de CD25+, se transduce
con un vector una vez, p. €j., en un plazo de un dia desde que la poblaciéon de células efectoras inmunitarias se haya
obtenido de una muestra sanguinea de un sujeto, p. €j., obtenido mediante aféresis.

En una realizacion, el método comprende ademas generar una poblacion de células con ARN modificado que expresan
de manera transitoria ARN exdgeno a partir de la poblacion de células con deplecién de linfocitos T reguladores, p. €j., la
poblacién de células con deplecion de CD25+. El método comprende introducir un ARN transcrito in vitro o ARN sintético
en una célula de la poblacion, donde el ARN comprende un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito
en el presente documento, p. ej., un CAR CD19 descrito en el presente documento.

En una realizacion, las células transducidas con un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el
presente documento, p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento, se expanden, p. €j., mediante un método
descrito en el presente documento. En una realizacion, las células se expanden en cultivo durante un periodo de varias
horas (p. €j., aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 18, 21 horas) a aproximadamente 14 dias (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13 0 14 dias). En una realizacion, las células se expanden durante un periodo de 4 a 9 dias. En una
realizacion, las células se expanden durante un periodo de 8 dias o menos, p. €j. 7, 6, 5, 4 0 3 dias. En una realizacion,
las células, p. €j., una célula CAR CD19 descrita en el presente documento, se expanden en cultivo durante 5 dias y las
células resultantes son mas potentes que las mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas
condiciones de cultivo. La potencia se puede definir, p. ej., mediante diversas funciones de linfocitos T, p. €j., proliferacion,
eliminacion de células diana, produccion de citocinas, activacion, migracion o combinaciones de estas. En una realizacion,
las células, p. €j., una célula CAR CD19 descrita en el presente documento, expandidas durante 5 dias muestran al menos
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un aumento de una, dos, tres o cuatro veces en duplicaciones celulares tras la estimulacion con antigeno en comparacion
con las mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo. En una realizacion,
las células, p. €j., las células que expresan un CAR CD19 descritas en el presente documento, se expanden en cultivo
durante 5 dias, y las células resultantes presentan una mayor produccion de citocinas proinflamatorias, p. €j., niveles de
IFN-y y/o GM-CSF, en comparacién con las mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas
condiciones de cultivo. En una realizacién, las células, p. €j., una célula CAR CD19 descrita en el presente documento,
expandidas durante 5 dias muestran un aumento de al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, diez veces o mas en pg/mL
de produccién de citocinas proinflamatorias, p. €j., niveles de IFN-y y/o GM-CSF, en comparacién con las mismas células
expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo.

En una realizacion, las células se expanden cultivando las células en presencia de un agente que estimula una sefal
asociada el complejo CD3/TCR y un ligando que estimula una molécula coestimuladora en la superficie de las células, p.
ej., como se describe en el presente documento. En una realizacion, el agente es una perla conjugada con un anticuerpo
anti-CD3, o un fragmento de este, y/o un anticuerpo anti-CD28, o un fragmento de este.

En una realizacion, las células se expanden en un medio apropiado (p. €j., medio descrito en el presente documento) que
puede, opcionalmente, contener uno o mas factores para la proliferacion y/o viabilidad, incluidos suero (p. ej., suero
humano o bovino fetal), interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21, TGFB y TNF-
a o cualesquiera otros aditivos para el crecimiento de las células.

En una realizacion, las células se expanden en un medio apropiado (p. €j., medios descritos en el presente documento)
que incluye una o mas interleucinas que dan como resultado un aumento de al menos 200 veces (p. €j., 200 veces,
250 veces, 300 veces, 350 veces) de las células durante un periodo de expansién de 14 dias, p. €j., segun lo medido
mediante un método descrito en el presente documento, tal como citometria de flujo. En una realizacion, las células se
expanden en presencia de IL-15 y/o IL-7 (p. €j., IL-15 e IL-7).

En una realizacion, las células se crioconservan después del periodo de expansiéon apropiado. En una realizacion, las
células se crioconservan de acuerdo con un método descrito en el presente documento. En una realizacion, las células
expandidas se crioconservan en un medio apropiado, p. €j., un método que se puede infundir, p. €., como se describe en
el presente documento.

En una realizacion, el método de preparacion comprende ademas poner en contacto la poblacion de células efectoras
inmunitarias con un acido nucleico que codifica una subunidad de telomerasa, p. €j., hnTERT. En una realizacion, el acido
nucleico es ADN o ARN.

En una realizacion, el método comprende ademas, antes de la expansion, eliminar los linfocitos T reguladores, p. €j.,
linfocitos T CD25+, de la poblacion, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con deplecion de linfocitos
T reguladores, p. €j., células con deplecién de CD25+ para ser expandida. En una realizacion, los linfocitos T reguladores,
p. €j., células CD25+, se eliminan mediante un método descrito en el presente documento.

En una realizacion, el método comprende ademas, antes de la expansion, eliminar los linfocitos T reguladores, p. €j.,
células CD14+, de la poblacion, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con deplecion de CD14+ para
ser expandida. En una realizacién, los linfocitos T reguladores, p. €j., células CD14+, se eliminan mediante un método
descrito en el presente documento.

En una realizacion, el método comprende ademas poner en contacto la poblacion de células efectoras inmunitarias con
un acido nucleico que codifica una subunidad de telomerasa, p. €j., hTERT. En una realizacion, el acido nucleico es ADN
o0 ARN.

En las realizaciones, el método comprende poner en contacto la poblacion de células efectoras inmunitarias con un acido
nucleico que codifica un CAR, y un acido nucleico que codifica una subunidad de telomerasa, p. ej., hTERT, en
condiciones que permitan la expresién de CAR y telomerasa.

En una realizacion, el acido nucleico que codifica la subunidad de telomerasa es ARN. En otra realizacién, el acido
nucleico que codifica la subunidad de telomerasa es ADN. En una realizacion, el acido nucleico que codifica la subunidad
de telomerasa comprende un promotor capaz de impulsar la expresion de la subunidad de telomerasa.

En las realizaciones, el método de preparacion comprende poner en contacto la poblaciéon de células efectoras
inmunitarias con un acido nucleico que codifica un CAR, y un ARN que codifica una subunidad de telomerasa, p. €j.,
hTERT, en condiciones que permitan la expresion de CAR y la telomerasa.

En una realizacién, el acido nucleico que codifica el CAR y el ARN que codifica la subunidad de telomerasa son parte de

la misma molécula de acido nucleico. En una realizacién, el &cido nucleico que codifica el CAR y el ARN que codifica la
subunidad de telomerasa son parte de moléculas de acido nucleico separadas.
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En una realizacion, el método comprende poner en contacto la poblacién de células efectoras inmunitarias con un acido
nucleico que codifica el CAR y el ARN que codifica la subunidad de telomerasa sustancialmente a la vez. En una
realizacion, el método de preparacion comprende poner en contacto la poblacion de células efectoras inmunitarias con un
acido nucleico que codifica el CAR antes de poner en contacto la poblacion de células efectoras inmunitarias con el ARN
que codifica la subunidad de telomerasa. En una realizacion, el método comprende poner en contacto la poblacion de
células efectoras inmunitarias con un acido nucleico que codifica el CAR después de poner en contacto la poblacién de
células efectoras inmunitarias con el ARN que codifica la subunidad de telomerasa.

En una realizacion, el ARN que codifica la subunidad de telomerasa es ARNm. En una realizacién, el ARN que codifica la
subunidad de telomerasa comprende una cola de poli(A). En una realizacion, el ARN que codifica la subunidad de
telomerasa comprende una estructura de caperuza en 5'.

En una realizacién, el método comprende transfectar las células efectoras inmunitarias con el ARN que codifica la
subunidad de telomerasa. En una realizacion, el método de preparaciéon comprende transducir las células efectoras
inmunitarias con el ARN que codifica la subunidad de telomerasa. En una realizacion, el método de preparacion
comprende electroporar las células efectoras inmunitarias con el ARN que codifica la subunidad de telomerasa, en
condiciones que permiten la expresién de CAR y telomerasa.

En las realizaciones, el método comprende proporcionar una poblacion de células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos
T o linfocitos NK) que expresan un CAR y/o comprenden un acido nucleico que codifica un CAR; y poner en contacto la
poblacion de células efectoras inmunitarias con un acido nucleico que codifica una subunidad de telomerasa, p. ej., hnTERT,
en condiciones que permitan la expresion de hTERT.

En las realizaciones, el método comprende proporcionar una poblacion de células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos
T o linfocitos NK) que expresan acido nucleico que codifica una subunidad de telomerasa, p. €j., hTERT, y poner en
contacto la poblacion de células efectoras inmunitarias con un acido nucleico que codifica un CAR, en condiciones que
permitan la expresion de CAR.

Preparados de células efectoras inmunitarias

Un preparado de células efectoras inmunitarias (p. €j., una mezcla de reaccion o una poblacion de células efectoras
inmunitarias) descrito en el presente documento se puede preparar mediante un método descrito en el presente
documento.

En algunos casos, el preparado de células efectoras inmunitarias (p. €j., mezcla de reaccién) se escoge entre:

(i) la poblacion de células efectoras inmunitarias comprende al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un
2 % de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central, y/o

(i) la poblacion de células efectoras inmunitarias comprende un recuento absoluto de linfocitos T de al menos 400
células/microlitro, un recuento absoluto de linfocitos T virgenes de al menos 200 células/microlitro, un recuento
absoluto de linfocitos T de memoria central madre de al menos 20 células/microlitro y/o un recuento absoluto de
linfocitos T de memoria central de al menos 40 células/microlitro.

En algunos casos, la poblacion de células efectoras inmunitarias se ha seleccionado basandose en la expresién de uno
0 mas marcadores, p. €j.,, CCR7, CD62L, CD45RO y CD95, p. €j., la poblacion de células efectoras inmunitarias (p. €j.,
linfocitos T) es CCR7+ y CD62L+.

En algunos casos, los linfocitos T virgenes se identifican basandose en un patron de expresiéon de CCR7+, CD62L+,
CD45R0-, CD95-, en donde los linfocitos T de memoria central madre se identifican basandose en un patrén de expresion
de CCR7+, CD62L+, CD45RO-, CD95+, y en donde los linfocitos T de memoria central se identifican basandose en un
patron de expresion de CCR7+, CD62L+, CD45R0O+, CD95+.

En algunos casos, el preparado de células efectoras inmunitarias descrito en el presente documento comprende un acido
nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR como se describe en el presente documento.

En algunos casos, un preparado de células efectoras inmunitarias descrito en el presente documento comprende un acido
nucleico que codifica una subunidad de telomerasa exdgena, p. ej., hTERT. En un caso, el acido nucleico que codifica
una subunidad de telomerasa exdgena es ARN, p. ej., ARNm.

En algunos casos, un preparado de células efectoras inmunitarias descrito en el presente documento comprende un CAR,
p. €j., un CAR como se describe en el presente documento; y una subunidad de telomerasa exégena, p. €j., hTERT. En
un caso, la célula no comprende ADN que codifica la subunidad de telomerasa exdgena.

Por ejemplo, la célula puede haberse puesto en contacto con ARNm que codifica la subunidad de telomerasa exdgena.
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En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias es una poblaciéon de células con deplecion de linfocitos T
reguladores que contiene menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
CD25+. En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias es una poblacion de células con deplecién de linfocitos
T reguladores que contienen menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
CD25+ y menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales que
expresan CD25, p. ej., células de LLC. En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias contiene menos de un
15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
tumorales, p. €j., células tumorales que expresan CD25, p. ej., células de LLC. En un caso, el preparado de células
efectoras inmunitarias contiene menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 10 %, 5 %,
4%, 3 %, 2%, 1 % de células tumorales, p. €j., células tumorales que expresan CD25, p. €j., células de LLC.

En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias es una poblacion de células con deplecion de linfocitos T
reguladores que contienen menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
CD25+ y menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células que expresan un
inhibidor de un punto de control, p. €j., células PD1+, células LAG3+ o células TIM3+.

En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias es una poblacion de células con deplecion de linfocitos T
reguladores que contienen menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
CD25+ y menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD14+.

En algunos casos, el preparado de células efectoras inmunitarias descrito en el presente documento comprende una
poblacion de células efectoras inmunitarias autélogas, p. €j., donde una pluralidad de las cuales se transfecta o transduce
con un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente
documento, p. €j., un CAR CD19 descrito en el presente documento, en donde el preparado de células efectoras
inmunitarias contiene menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+
y menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales, p. €j., células
de LLC. En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias contiene menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %,
2 %, 1% de células CD25+ y menos de un 15 %, 10 %, 5%, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales, p. €j., células
tumorales que expresan CD25, p. €j., células de LLC. En un caso, el preparado de células efectoras inmunitarias contiene
menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
tumorales, p. €j., células tumorales que expresan CD25, p. €j., células de LLC.

En un caso, la mezcla de reaccion puede comprender ademas un agente que activa y/o expande las células de la
poblacién, p. ej., un agente que estimula una sefal asociada al complejo CD3/TCR y/o un ligando que estimula una
molécula coestimuladora en la superficie de las células, p. ej., como se describe en el presente documento. En un caso,
el agente es una perla conjugada con un anticuerpo anti-CD3, o un fragmento de este, y/o un anticuerpo anti-CD28, o un
fragmento de este.

En algunos casos, la mezcla de reaccion descrita en el presente documento comprende una poblacién de células con
deplecién de linfocitos T reguladores que contiene menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %,
3 %, 2 %, 1 % de células CD25+. En un caso, la mezcla de reaccién comprende una poblacion de células con deplecion
de linfocitos T reguladores que contienen menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %,
1 % de células CD25+ y menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células
tumorales que expresan CD25, p. ej., células de LLC. En un caso, la poblacion de células contiene menos de un 15 %,
10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales,
p. €j., células tumorales que expresan CD25, p. €j., células de LLC. En un caso, la poblacion de células contiene menos
de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales,
p. €j., células tumorales que expresan CD25, p. €j., células de LLC.

En un caso, la mezcla de reaccién comprende una poblacion de células con depleciéon de linfocitos T reguladores que
contienen menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos
de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células que expresan un inhibidor de un
punto de control, p. ej., células PD1+, células LAG3+ o células TIM3+. La mezcla de reaccion puede comprender ademas
un tampon u otro reactivo, p. €j., una solucion que contiene PBS.

En un caso, la mezcla de reaccién comprende una poblacion de células con depleciéon de linfocitos T reguladores que
contienen menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos
de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD14+. La mezcla de reaccion
puede comprender ademas un tampon u otro reactivo, p. €j., una solucidon que contiene PBS.

En un caso, la mezcla de reaccion comprende ademas uno o mas factores para la proliferacién y/o viabilidad, incluidos
suero (p. €j., suero humano o bovino fetal), interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12, IL-15,
IL-21, TGFB y TNF-a o cualquier otro aditivo para el crecimiento de células. En un caso, la mezcla de reaccion comprende
ademas IL-15 y/o IL-7.
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En un caso, una pluralidad de las células de la poblacién en la mezcla de reaccién comprenden una molécula de acido
nucleico, p. €j., una molécula de acido nucleico descrita en el presente documento, que comprende una secuencia que
codifica un CAR, p. €j., una secuencia que codifica un CAR CD19, p. €j., como se describe en el presente documento.

En un caso, una pluralidad de células de la poblacion en la mezcla de reaccion comprenden un vector que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR, p. ej., un CAR descrito en el presente documento, p. €j., un CAR
CD19 descrito en el presente documento. En un caso, el vector es un vector descrito en el presente documento, p. €j., un
vector seleccionado del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector lentivirico, un vector adenovirico
0 un vector retrovirico.

En un caso, la mezcla de reaccién comprende ademas un crioprotector o estabilizante tal como, p. €j., un sacarido, un
oligosacarido, un polisacarido y un poliol (p. €j., trehalosa, manitol, sorbitol, lactosa, sacarosa, glucosa y dextrano), sales
y éteres corona. En un caso, el crioprotector es dextrano.

En algunos casos, la mezcla de reaccion comprende una poblaciéon de células efectoras inmunitarias en donde una
pluralidad de las células de la poblacion en la mezcla de reaccion comprenden una molécula de acido nucleico, p. €j., una
molécula de acido nucleico descrita en el presente documento, que comprende una secuencia que codifica un CAR, p.
€j., una secuencia que codifica un CAR CD19, p. €j., como se describe en el presente documento, e IL-7 y/o IL-15.

En un caso, una pluralidad de células de la poblacion en la mezcla de reaccion comprenden un vector que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR, p. ej., un CAR descrito en el presente documento, p. €j., un CAR
CD19 descrito en el presente documento. En un caso, el vector es un vector descrito en el presente documento, p. €j., un
vector seleccionado del grupo que consiste en un ADN, un ARN, un plasmido, un vector lentivirico, un vector adenovirico
0 un vector retrovirico.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos cientificos y técnicos utilizados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque se
pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la practica o
evaluacion de la presente invencién, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no se pretende que sean limitantes.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-1D muestran los efectos diferenciales de citocinas y. e IL-18 en la acumulacion de linfocitos
CAR-T. La Figura 1A es un diagrama esquematico del vector CAR C4-27z. La Figura 1B es un grafico que
muestra la acumulacion global de linfocitos CAR-T en respuesta a la exposicion a diversas citocinas. Los
linfocitos T se transdujeron y expusieron a diversas citocinas exdgenas con concentraciones finales de 10 ng/mL
a partir del siguiente dia (dia 0). Se calcul6 la cantidad de linfocitos CAR-T basandose en el numero de linfocitos
T y los porcentajes de expresion de CAR. Las curvas son representativas de 6 donantes. *P <0,05, ***P <0,001.
NC, no citocina. La Figura 1C es un histograma que muestra la proliferacién de los linfocitos T en respuesta a
diversas citocinas. El dia 7 después de la transduccidn con lentivirus, los linfocitos T en el grupo NC se marcaron
con CFSE (2,5 uM) y a continuacién se expusieron a diversas citocinas. Siete dias después, se analizaron los
linfocitos T para determinar la diluciéon de CFSE mediante citometria de flujo. La Figura 1D es un grafico que
muestra la viabilidad de los linfocitos T 15 dias después de la transduccion lentivirica. Se tifieron linfocitos T de
varios grupos de citocinas con anexina V' y 7-AAD, y después se analizaron para determinar las proporciones de
células viables (negativas para anexina V 'y 7-AAD). *P <0,05, **P <0,01 frente al grupo de IL-2 (n=6).

Las Figuras 2A-2F muestran los subconjuntos de linfocitos T de memoria de los linfocitos CAR-T. La Figura 2A
muestra la expresion de CD95 en la subpoblacion CD45RA+CD62L+ de linfocitos T antes de la transduccion y
linfocitos CAR-T 15 dias después de la transduccion. Las Figuras 2B y 2C son graficos que muestran el aumento
de las proporciones de linfocitos T madre de memoria (Tscm) en linfocitos T CD4+ (Figura 2B) y linfocitos T
CD8+ (Figura 2C) después de la transduccion lentivirica. Los Tscm se definen como subconjuntos de linfocitos
T CD45RA+CD62L+CD95+CCRY7+. La Figura 2D es un grafico que muestra la correlacion entre la cantidad de
linfocitos T virgenes (Tn, definidos como subpoblacion CD45RA+CD62L+CD95-) en los linfocitos T antes de la
transduccion y la proporcion de Tscm en los linfocitos CAR-T después de la transduccién (n=6). Las barras de la
izquierda representan los porcentajes de Tn en linfocitos T CD4+ y CD8+ antes de la transduccion y las barras
de la derecha representan los porcentajes de Tscm en los linfocitos CAR-T CD4+ y CD8+. *P <0,05, **P<0,01.
La Figura 2E es un grafico que muestra la autorrenovacion y diferenciacion de diferentes subconjuntos de
linfocitos CAR-T. Los linfocitos Tscm, Tcm, Tern y Temra CAR+ clasificados por FACS se cultivan expuestos a
IL-2 (10 ng/mL) durante 3 dias, después se analizan los fenotipos basandose en la expresion de CD45RA y
CD62L (n=3). La Figura 2F es un histograma que muestra la proliferacion de varios subconjuntos de linfocitos
CAR-T en respuesta a IL-2. Los linfocitos Tscm, Tcm, Tern y Temra CAR+ clasificados por FACS se marcaron
con CFSE (2,5 uM), y después se cultivaron expuestos a IL-2 (10 ng/mL) durante 3 dias. Tres dias después, se
analizaron los linfocitos T para determinar la dilucién de CFSE.
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Las Figuras 3A-3B muestran la correlacion entre la expresion de CD45 RA y la intensidad de CFSE. La Figura
3A demuestra que la expresion de CD45RA se correlaciona inversamente con la intensidad de CFSE. La Figura
3B muestra que para todos los grupos de citocinas (IL-2, IL-7, IL-15, IL-18 e IL-21), los linfocitos T CD45RA+
exhibieron niveles mucho mas bajos de CFSE que los linfocitos T negativos para CD45RA y con expresion tenue
de CD45RA lo que indica que los linfocitos T CD45RA+ tenian una actividad de proliferacion mas fuerte que los
linfocitos T CD45RA-.

La Figura 4 muestra los fenotipos de linfocitos CAR-T resultado de la exposicién a diferentes citocinas. La Figura
4 es una serie de graficos que muestra la cuantificacion de la expresion de CD45RA, CD62L, CCR7, CD27, CD28
e IL7Ra por FACS en la superficie de los linfocitos CAR-T en los grupos de citocinas indicados. Los histogramas
representan el valor medio + EEM de los niveles de expresiéon de 6 donantes independientes. *P <0,05, **P <0,01
frente al grupo de IL-2.

Las Figuras 5A-5D muestran el analisis funcional de los linfocitos CAR-T expuestos a diferentes citocinas. Las
Figuras 5A, 5B y 5C son representaciones cuantitativas que muestran los porcentajes de linfocitos CAR-T
productores de citocinas en diversos grupos de citocinas (n=6) para la produccién de IFNy (Figura 5A), TNF-a
(Figura 5B) e IL-2 (Figura 5C). Los linfocitos T transducidos con lentivirus se exponen a las citocinas indicadas
durante 14 dias, y después se cocultivan con células SKOV3 durante 5 horas antes de la recoleccion para el
analisis por citometria de flujo. La Figura 5D es un grafico que muestra la actividad citotdxica especifica del
antigeno de los linfocitos CAR-T. Catorce dias después de la exposicion a las citocinas indicadas, se evaluo la
capacidad citolitica de los linfocitos CAR-T utilizando un ensayo con luciferasa después de un cocultivo de 18
horas con SKOV3 en las relaciones E/T indicadas. Los linfocitos T no transducidos (UNT) sirvieron como
controles efectores negativos. Los datos mostrados con el valor medio + EEM de seis ensayos citoliticos
independientes.

Las Figuras 6A-6C muestran el fenotipo y funcion de los linfocitos CAR-T descritos anteriormente en la Figura
5. Las Figuras 6A y 6B muestran que los linfocitos CAR-T CD62L+ (Tscm y Tcm) exhibieron menos actividad
de produccioén de citocinas (Figura 6A y 6B) y menor capacidad citolitica (Figura 6C) en comparacion con
linfocitos CAR-T CD62L- (Tern y Temra).

Las Figuras 7A-7B muestran la expansion y el fenotipo de los linfocitos CAR-T expuestos a una provocacion
antigénica. La Figura 7A presenta dos graficos que muestran la acumulacion y viabilidad globales de CAR-T
expuestos previamente a las citocinas indicadas tras la provocacion antigénica. Los linfocitos T expuestos a las
citocinas indicadas se recolectan el dia 15 y después se cocultivan con SKOV3 con relaciones E/T de 5:1 durante
7 dias. Se calculan las expansiones de los linfocitos CAR-T y se evalla la viabilidad de los linfocitos T en el
séptimo dia. La Figura 7B son dos graficos que muestran la distribucién de subconjuntos T de memoria de
linfocitos CAR-T CD4+ y CD8+ en diversos grupos de citocinas. N.S.: sin diferencia estadistica.

Las Figuras 8A-8C muestran la actividad antitumoral de diversos linfocitos CAR-T con exposicidon previa a
citocinas. La Figura 8A muestra las curvas de crecimiento tumoral de ratones tratados con linfocitos CAR-T C4-
27z expuestos a diversas citocinas, linfocitos CAR-T anti-CD19-27z y linfocitos T no transducidos. Los datos se
presentan como valor medio + EEM. La flecha indica el momento de la infusion de linfocitos T. La Figura 8B es
un grafico que muestra la cuantificacion de los recuentos de linfocitos T CD4+ y CD8+ humanos circulantes en
sangre periférica de ratones 15 dias después de la primera dosis de infusion de linfocitos CAR-T. La Figura 8C
es un grafico que muestra la cuantificacion de la expresion de CAR en linfocitos T CD4+ y CD8+ humanos
circulantes en sangre de ratones.

La Figura 9 es una serie de graficos FACS (parte superior) que muestran las poblaciones de CD3 y CD19 e
histogramas (parte inferior) que muestran la expresion de CD14 de células procedentes de la aféresis, células
seleccionadas con anti-CD3/CD28, células con deplecion de CD25 y células enriquecidas en CD25.

Las Figuras 10A, 10B y 10C muestran la comparacion de la capacidad de proliferacion entre células con
seleccion de CD3/CD28 y células con deplecion de CD25. La Figura 10A es un grafico que muestra el numero
total de células en los dias de cultivo indicados. La Figura 10B es un grafico que muestra las duplicaciones de
la poblacion cuantificadas en cada dia de cultivo indicado. La Figura 10C muestra el porcentaje de células viables
en los dias de cultivo indicados.

La Figura 11 es una serie de graficos FACS que muestra la distribucion de CD3 y CD19 en PBMC no
manipuladas y PBMC con deplecion de CD25 después del cultivo con los complementos de citocinas indicados,
IL-7, IL-15 0 IL-7 e IL-15.

La Figura 12 es un conjunto de graficos que muestran el perfil de expansion en las duplicaciones de la poblacion
(grafico de la izquierda) y tamafio medio (fL) (grafico de la derecha) de PBMC que han sido estimuladas con
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perlas anti-CD3 y CD28, y que se han dejado sin manipular (UTD) o se han transducido con un CAR CD19
(CD19.BBz), se han eliminado las perlas, y después se han recolectado en el Dia 5y D9.

La Figura 13 es un conjunto de graficos que muestran la citotoxicidad como una lisis porcentual de células K562
que expresan CD19 tratadas con PMBC que han sido estimuladas con perlas anti-CD3 y CD28, y se han dejado
sin manipular (UTD) o se han transducido con un CAR CD19 (CD19.BBz), se han eliminado las perlas y después
se han recolectado en el Dia 5 y D9.

La Figura 14 es un conjunto de graficos que muestran la proliferacion de PBMC estimuladas con perlas anti-
CD3 y CD28 (3 x 28 perlas), células K562 de tipo natural, células K562 que expresan CD19, células de LLA
(Nalm6) o células de LLC (PI114). Las PBMC se han dejado sin manipular (UTD) o se han transducido con un
CAR CD19 (CART19), se han eliminado las perlas y después se han recolectado en el Dia 5 y D9.

La Figura 15 es una representacion esquematica de un esquema de produccion ejemplar.
La Figura 16 es una representacion esquematica de un esquema de produccion ejemplar.

La Figura 17 es un conjunto de graficos que muestran el nivel de proliferacion celular de dos lotes de produccion
diferentes de células donantes transfectadas con el CAR CTL019, CHP959-115 y CHP959-121, expandidas
durante un periodo de 0 a 9 dias.

La Figura 18 es un conjunto de graficos que muestran la produccién de citocinas proinflamatorias, IFN-y, GM-
CSF, TNF-a e IL-4 de dos lotes de produccion diferentes de células donantes transfectadas con CAR CTL019,
concretamente CHP959-115, o un ss1-mesoCAR, concretamente CHP959-121, y expandidas durante un periodo
de 0 a 9 dias después de la aféresis.

La Figura 19 es un conjunto de graficos que muestran niveles de produccion de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-2,
IL-1B, GM-CSF e IL-4 en células donantes estimuladas con perlas con anticuerpo anti-idiotipo CAR19 o perlas
de control, transfectadas con CAR CTL019 y expandidas durante de 5 a 9 dias. Con las perlas de control no se
detectaron niveles de citocinas o se detectaron niveles de citocinas bajos (<200 pg/mL).

La Figura 20 es un grafico que muestra la destruccion celular basandose en los lisados totales utilizando un
ensayo con luciferasa de células Nalm6 (LLA) de PBMC que se dejaron se manipular (UTD) o se transdujeron
con un CAR CD19 (CART19), se eliminaron las perlas y después se recolectaron en el Dia 5 y D9. Se cultivaron
diversas proporciones de PMBC respecto a células Nalm6 (efector (E):Diana (T)). Como se muestra, las células
CART19 recolectadas en el dia 5 muestran una mejor capacidad destructora.

La Figura 21 es un grafico que muestra la capacidad de destruccion in vivo a largo plazo de PBMC que se
dejaron se manipular (UTD) o se transdujeron con un CAR CD19 (CART19), se eliminaron las perlas y después
se recolectaron en el Dia 5 y D9. Las PBMC se introdujeron en ratones con inmunodeficiencia combinada
grave/diabéticos no obesos inoculados con células Nalm6.

La Figura 22A es un grafico de barras que muestra el porcentaje de muestras de sangre periférica que tuvieron
éxito en la expansion de prueba a partir de pacientes con LLA y LNH. La Figura 22B es un grafico de barras que
muestra el porcentaje de muestras de sangre periférica que tuvieron éxito en la expansion de prueba a partir de
pacientes con LLA-RE y LLA-RA/RMA. La Figura 22C es un grafico de barras que muestra los recuentos
absolutos de linfocitos de sangre periférica en diversos momentos de recogida de todos los pacientes con una
expansion superior (tienen éxito) o inferior (no tienen éxito) a 5 veces el umbral de expansién in vitro. La Figura
22D es un grafico de barras que muestra los recuentos absolutos de linfocitos T de sangre periférica en diversos
momentos de recogida de todos los pacientes que tuvieron éxito o no tuvieron éxito en cuanto a superar el valor
de 5 veces del umbral de expansion in vitro. La Figura 22E es un grafico de barras que muestra los recuentos
absolutos de linfocitos (en células por microlitro) de sangre periférica en diversos puntos de recogida de todos
los pacientes con leucemia o linfoma. La Figura 22F es un grafico de barras que muestra los recuentos absolutos
de linfocitos T (en células por microlitro) de sangre periférica en diversos puntos de recogida de pacientes con
leucemia o linfoma. Las diferencias significativas se indican con un «*» por encima de cada columna y
representan P < 0,05. Se puede consultar el analisis estadistico en la Tabla 12.

Las Figuras 23A-230 son graficos de barras que muestran los fenotipos de memoria de linfocitos T recolectados
de sangre periférica de pacientes que se estan sometiendo a quimioterapia. Se muestran los recuentos absolutos
de células a partir de muestras que tuvieron éxito o no tuvieron éxito en cuanto a superar elHR valor superior a
cinco veces del umbral de expansion [columna 1, de Figura 23A a Figura 23E], pacientes con LLA o LNH
[columna 2, de Figura 23F a Figura 23J] y pacientes con LLA-RE y LLA-RA/RMA [columna 3, de Figura 23K a
Figura 230]. Las diferencias significativas se indican con un «*» por encima de cada columna y representan P <
0,05. Se puede consultar el analisis estadistico en la Tabla 13, y se puede consultar una tabla de resumen en la
Tabla 9.
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La Figura 24 es un grafico de barras que muestra los recuentos absolutos de linfocitos T (en células por microlitro)
de sangre periférica en diversos puntos de recogida de todos los pacientes con LLA-RE y LLA-RA/RMA. Las
diferencias significativas se indican con un «*» por encima de cada columna y representan P < 0,05. Se puede
consultar el andlisis estadistico en la Tabla 12.

La Figura 25A y 25B son graficos de barras que muestran el efecto de IL-7 e IL-15 en el fenotipo y expansién
de linfocitos T. Las muestras recogidas se dividieron en dos cultivos estimuladores, con o sin IL-7 e IL-15 como
se describe en el Ejemplo 4. La Figura 25A es un grafico de barras que muestra el cambio porcentual en el
recuento absoluto de células con fenotipo de memoria en pacientes con leucemia y linfoma después del cultivo
con citocinas. Las diferencias significativas se indican con un «*» por encima de cada columna y representan P
< 0,05. La Figura 25B es un grafico de barras que muestra porcentajes de muestras que tuvieron éxito en la
expansion de prueba evaluadas después del cultivo con o sin citocinas. «Todas las muestras» representa cada
muestra expandida sin citocinas, algunas de las cuales se recogieron antes del protocolo de division del cultivo.
Se puede consultar el analisis estadistico en la Tabla 14.

La Figura 26 es un conjunto de diagramas de sectores que muestran fenotipos después de la expansion de
muestras que tuvieron éxito y no tuvieron éxito en la expansion de prueba. Los fenotipos se evaluaron al final de
la expansion de prueba.

DESCRIPCION DETALLADA ADICIONAL

La invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la aptitud de las células efectoras inmunitarias (p.
ej., linfocitos T o linfocitos NK) para su uso en la terapia celular (p. €j., una terapia con CAR, p. €j., como se describe en
el presente documento) se correlaciona con varios factores, incluidos la programacion de la quimioterapia respecto a la
adquisicion de células de un sujeto, el tipo de quimioterapia que se administra a un sujeto a partir del cual se han adquirido
las células, la neoplasia maligna subyacente de un sujeto (del cual se adquieren las células), la gravedad de la neoplasia
maligna (p. €j., LLA de riesgo estandar, riesgo alto o riesgo muy alto), porcentaje de linfocitos T menos diferenciados (p.
€j., linfocitos T virgenes, linfocitos T de memoria central madre o linfocitos T de memoria central), porcentaje de linfocitos
T efectores terminales y numero de linfocitos T adquiridos de un sujeto (p. €j., recuento absoluto de linfocitos T).

Como se describe detalladamente en los Ejemplos, se observd una expansion mejorada de linfocitos T (p. €j., que puede
indicar idoneidad para su uso en la terapia celular) utilizando células adquiridas de un paciente pronto durante su
quimioterapia (p. €j., antes de la administracion de un ciclo quimioterapico que provocd deplecion de linfocitos T con
capacidad muy proliferativa). Sin desear cefirse a la teoria, se cree que la adquisicion de células de un paciente pronto
durante su quimioterapia genera poblaciones celulares que estan menos deterioradas, p. €j., en su capacidad de
expansion. Por ejemplo, se observd una expansion mejorada de linfocitos T utilizando células adquiridas de pacientes
antes de un ciclo de intensificacion retrasado o ciclo de consolidacion de quimioterapia. La gravedad de la enfermedad
puede afectar el deterioro de las células, p. €j., la capacidad de expansion en las células. En algunos casos, las células
adquiridas de pacientes que padecian una enfermedad menos grave (p. €j., LLA de riesgo estandar) se expandieron mejor
que las células adquiridas de pacientes que padecian una enfermedad mas grave (p. €j., LLA de riesgo alto o riesgo muy
alto). Los pacientes con una enfermedad mas grave (p. €j., LLA de riesgo alto o riesgo muy alto) pueden requerir la
adquisicion de células en un momento anterior en la quimioterapia (p. €j., antes del ciclo 2 o un ciclo de consolidacion) en
comparacion con pacientes con una enfermedad menos grave (p. €j., LLA de riesgo estandar). Se pueden adquirir células
capaces de expansion de pacientes con una enfermedad menos grave (p. €j., LLA de riesgo estandar) en un momento
posterior en la quimioterapia (p. €j., antes del ciclo 4 o un ciclo de intensificacion retrasado) en comparacion con pacientes
con una enfermedad mas grave. En otros casos, las células adquiridas de pacientes con leucemia (p. €j., LLA, p. €j., LLA
pediatrica) tuvieron una capacidad de expansion mejor que las células adquiridas de pacientes con linfoma (p. ej., LNH,
p. €j., LNH pediatrico). Ademas, las poblaciones de células adquiridas que contenian un recuento absoluto de linfocitos T
mayor también tendieron a expandirse mejor que aquellas con un recuento absoluto de linfocitos T menor. Las poblaciones
de células adquiridas que contenian porcentajes mayores de células efectoras inmunitarias menos diferenciadas (p. €j.,
linfocitos T menos diferenciados), que tendieron a tener una capacidad de proliferacion y supervivencia mayor, mostraron
también una mejor capacidad de expansion.

Sin desear cefirse a ninguna teoria, se cree que los farmacos utilizados en algunos ciclos quimioterapicos, tales como
ciclofosfamida y citarabina, provocan una deplecion significativa de linfocitos T muy proliferativos (p. €., linfocitos T menos
diferenciados), y este efecto es mas pronunciado en pacientes con una enfermedad mas grave. Una duracion mayor de
exposicion o dosis mas elevadas de farmacos quimioterapicos pueden dar lugar a una deplecion mayor de estas
poblaciones de linfocitos T. Asimismo, se cree que una poblacion mayor de linfocitos T menos diferenciados da lugar a
una mayor capacidad de expansion, persistencia y eficacia de linfocitos T como terapia anticancerosa con linfocitos T.

En consecuencia, en el presente documento se divulgan métodos que mejoran convenientemente la aptitud de los
linfocitos T (idoneidad para su uso en la terapia celular) y eficacia adquiriendo células de los sujetos poco después del
diagnostico de un cancer, p. €j., antes de la quimioterapia o antes de ciertos/multiples ciclos quimioterapicos. En la
presente invencion, las células efectoras inmunitarias se adquieren antes de que se le haya administrado al sujeto
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ciclofosfamida y/o citarabina. En las realizaciones, los métodos utilizan células adquiridas de pacientes antes de ciclos
quimioterapicos que contienen farmacos que provoca la deplecion de linfocitos T, adquiridas antes de 2, 3, 4 o 5 ciclos de
quimioterapia, o adquiridas antes de ciclos de intensificacion retrasada o consolidacién. En otras realizaciones, los
métodos ademas optimizan la capacidad de expansién y/o eficacia antitumoral de las células inmunitarias al incluir una
seleccioén del paciente, p. €j., basandose en el tipo de neoplasia maligna (p. €j., leucemia frente a linfoma) o gravedad de
la enfermedad (p. €j., riesgo estandar, alto o muy alto). En otras realizaciones mas, los métodos optimizan ademas la
capacidad de expansién y/o eficacia antitumoral de las células inmunitarias al incluir una seleccién de células, p. €j.,
seleccion de poblaciones de células que tienen un recuento de linfocitos T absoluto mayor o un porcentaje mayor de
linfocitos T menos diferenciados. Se describen realizaciones adicionales mas detalladamente en el presente documento.

Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todas las expresiones y términos técnicos y cientificos utilizados en el presente
documento tienen el mismo significado que entienden comunmente los expertos en la técnica a la que pertenece la
invencion.

El término «un» y «uno/a» se refiere a uno 0 a mas de uno (es decir, a al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A
modo de ejemplo, «un elemento» significa un elemento 0 mas de un elemento.

Se entiende que el término «aproximadamente», cuando se refiere a un valor medible tal como una cantidad, una duracion
temporal y similares, pretende abarcar variaciones de £20 % o en algunos casos +10 %, o en algunos casos +5 %, o en
algunos casos 11 %, o en algunos casos +0,1 % del valor especificado, ya que tales variaciones son adecuadas para
realizar los métodos divulgados.

«Adquirir» 0 «que adquiere», tal como los términos se utilizan en el presente documento, se refieren a obtener la posesion
de una entidad fisica (p. €j., una muestra, una célula o poblacién de células, un polipéptido, un acido nucleico o una
secuencia), o un valor, p. €j., un valor numérico, al «adquirir directamente» o «adquirir indirectamente» la entidad fisica o
valor. En una realizacion, «adquirir» se refiere a obtener o recolectar una célula o poblacion de células (p. €j., una célula
efectora inmunitaria o poblacion como se describe en el presente documento). «Adquirir directamente» se refiere a realizar
un proceso (p. €j., realizar un método sintético o analitico o de purificacién) para obtener la entidad fisica o valor. «Adquirir
indirectamente» se refiere a recibir la entidad fisica o valor de otra parte o fuente (p. €j., otro laboratorio que adquiere
directamente la entidad fisica o valor). «Adquirir directamente» una entidad fisica incluye realizar un proceso que incluye
un cambio fisico en una sustancia fisica, p. €j., un material de partida. Los cambios a modo de ejemplo incluyen preparar
una entidad fisica partir de dos o mas materiales de partida, cizallar o fragmentar una sustancia, separar o purificar una
sustancia, combinar dos o mas entidades separadas en una mezcla, realizar una reaccion quimica que incluye la rotura
o formacion de un enlace covalente o no covalente. Adquirir directamente un valor incluye realizar un proceso que incluye
un cambio fisico en una muestra u otra sustancia, p. ej., realizar un proceso analitico que incluye un cambio fisico en una
sustancia, p. €j., una muestra, analito o reactivo (denominado a veces en el presente documento «analisis fisico»), realizar
un método analitico, p. €j., un método que incluye uno o mas de los siguientes: separar o purificar una sustancia, p. €j.,
un analito, o un fragmento o derivado de este, de otra sustancia; combinar un analito, o fragmento u otro derivado de este,
con otra sustancia, p. €j., un tampédn, disolvente o reactivo; o cambiar la estructura de un analito o un fragmento u otro
derivado de este, p. €j., rompiendo o formando un enlace covalente o no covalente, entre un primer y un segundo atomo
del analito; o cambiando la estructura de un reactivo, o un fragmento u otro derivado de este, p. ej., rompiendo o formando
un enlace covalente o no covalente, entre un primer y un segundo atomo del reactivo.

El término "bioequivalente" se refiere una cantidad de un agente que no es el compuesto de referencia (p. ej., RAD001),
necesaria para producir un efecto equivalente al efecto producido por la dosis de referencia o cantidad de referencia del
compuesto de referencia (p. ej., RAD0O01). En una realizacion, el efecto es el nivel de inhibicion de mTOR, p. €j., medido
por la inhibicién de la cinasa P70 S6, p. €j., segun se evalla en un ensayo in vivo o in vitro, p. €j., segun se mide mediante
un ensayo descrito en el presente documento, p. €j., el ensayo de Boulay o la medida de los niveles de S6 fosforilado por
inmunoelectrotransferencia. En una realizacion, el efecto es la alteracion de la proporcion de linfocitos T positivos para
PD-1/negativos para PD-1, medidos por clasificacion celular. En una realizacién, una cantidad o dosis bioequivalente de
un inhibidor de mTOR es la cantidad o dosis que alcanza el mismo nivel de inhibicion de la cinasa P70 S6 que la dosis de
referencia o la cantidad de referencia de un compuesto de referencia. En una realizacion, una cantidad o dosis
bioequivalente de un inhibidor de mTOR es la cantidad o dosis que logra el mismo nivel de alteracion en la proporcion de
linfocitos positivos para PD-1/negativos para PD-1 que la dosis de referencia o la cantidad de referencia de un compuesto
de referencia.

La expresion "receptor de antigeno quimérico" o, como alternativa, un "CAR" se refiere a un conjunto de polipéptidos,
normalmente dos en las realizaciones mas sencillas, que, cuando estan en una célula efectora inmunitaria, proporcionan
a la célula especificidad para una célula diana, normalmente una célula cancerosa, y generacion de sefiales intracelulares.
En algunas realizaciones, un CAR comprende al menos un dominio de union al antigeno extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio de sefializacion citoplasmatico (también denominado en el presente documento "un dominio
de sefalizacion intracelular") que comprende un dominio de sefalizacion funcional derivado de una molécula estimuladora
y/o una molécula coestimuladora como se define mas adelante. En algunos aspectos, el conjunto de polipéptidos son
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contiguos entre si, p. €j., estan en la misma cadena polipéptidica, p. €j., que comprende una proteina de fusién quimérica.
En algunas realizaciones, el conjunto de polipéptidos no son contiguos entre si, p. €j., estan en diferentes cadenas
polipeptidicas. En algunas realizaciones, el conjunto de polipéptidos incluye un conmutador de la dimerizacién que, tras
la presencia de una molécula de dimerizacion, puede acoplar los polipéptidos entre si, p. €j., puede acoplar un dominio
de unidn al antigeno a un dominio de sefalizacion intracelular. En un aspecto, la molécula estimuladora es la cadena zeta
asociada con el complejo receptor de linfocitos T. En un aspecto, el dominio de sefializacion citoplasmatico comprende,
ademas, uno o mas dominios de sefializacion funcionales derivados de al menos una molécula coestimuladora tal como
se define mas adelante. En un aspecto, la molécula coestimuladora se selecciona entre las moléculas coestimuladoras
descritas en el presente documento, p. €j., 4-1BB (es decir, CD137), CD27 y/o CD28. En un aspecto, el CAR comprende
una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de union al antigeno extracelular, un dominio transmembrana
y un dominio de sefializacion intracelular que comprende un dominio de sefializacion funcional derivado de una molécula
estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusion quimérica que comprende un dominio de union
al antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular que comprende un dominio
de sefalizacién funcional derivado de una molécula coestimuladora y un dominio de sefalizacién funcional derivado de
una molécula estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de fusién quimérica que comprende un
dominio de union al antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular que
comprende dos dominios de sefializacién funcionales derivados de una o mas moléculas coestimuladoras y un dominio
de sefializacion funcional derivado de una molécula estimuladora. En un aspecto, el CAR comprende una proteina de
fusion quimérica que comprende un dominio de union al antigeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio
de sefializacion intracelular que comprende al menos dos dominios de sefalizacion funcionales derivados de una o mas
moléculas coestimuladoras y un dominio de sefializacion funcional derivado de una molécula estimuladora. En un aspecto,
el CAR comprende una secuencia lider opcional en el extremo amino (N-ter) de la proteina de fusion CAR. En un aspecto,
el CAR comprende, ademas, una secuencia lider en el extremo N del dominio de union al antigeno extracelular, en donde
la secuencia lider se escinde opcionalmente del dominio de union al antigeno (p. €j., un scFv) durante el procesamiento
celular y la ubicacion del CAR en la membrana celular.

Un CAR que comprende un dominio de unién al antigeno (p. €j., un scFv o TCR) que tiene como diana un antigeno tumoral
X especifico, tal como los descritos en el presente documento, también se denomina XCAR. Por ejemplo, un CAR que
comprende un dominio de unién al antigeno que tiene como diana CD19 se denomina CARCD19.

La expresién «dominio de sefializacion» se refiere a la porcion funcional de una proteina que actua transmitiendo la
informacion dentro de la célula para regular la actividad celular a través de rutas de sefalizacion definidas, generando
segundos mensajeros o funcionando como efectores al responder a dichos mensajeros.

El término «anticuerpo», tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una proteina o secuencia polipeptidica
derivada de una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno. Los anticuerpos pueden ser
inmunoglobulinas policlonales o monoclonales, de cadena sencilla o multiple, o intactas, y pueden proceder de fuentes
naturales o de fuentes recombinantes. Los anticuerpos pueden ser tetrameros de moléculas de inmunoglobulina.

La expresion "fragmento de anticuerpo” se refiere a al menos una porcion de un anticuerpo, que conserva la capacidad
de interactuar especificamente con (p. e€j., mediante unién, impedimento estérico, estabilizacién/desestabilizacion,
distribucion espacial) un epitopo de un antigeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen, entre otros,
fragmentos Fab, Fab', F(ab'),, Fv, fragmentos de anticuerpos scFv, Fv enlazados por disulfuro (sdFv), un fragmento Fd
que consiste en los dominios VH y CH1, anticuerpos lineales, anticuerpos de dominio unico tales como sdAb (ya sea VL
0 VH), dominios VHH de camélidos, anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos, tales
como un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por un puente disulfuro en la regién bisagra,
y una CDR aislada u otros fragmentos de unién al epitopo de un anticuerpo. También se puede incorporar un fragmento
de union al antigeno en anticuerpos de dominio Unico, maxicuerpos, minicuerpos, nanocuerpos, intracuerpos, diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase, p. €j., Hollinger y Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136, 2005).
Los fragmentos de unién al antigeno también se pueden injertar en esqueletos de base polipéptidica tales como una
fibronectina de tipo Il (Fn3) (véase la patente de EE. UU. N.°: 6 703 199, que describe minicuerpos polipeptidicos de
fibronectina).

El término "scFVv" se refiere a una proteina de fusion que comprende al menos un fragmento de anticuerpo que comprende
una region variable de una cadena ligera y al menos un fragmento de anticuerpo que comprende una region variable de
una cadena pesada, en donde las regiones variables de cadena ligera y pesada estan enlazadas de forma contigua, p.
ej., a través de un conector sintético, p. ej., un conector polipeptidico flexible corto, y capaz de expresarse como un
polipéptido monocatenario, y en donde el scFv conserva la especificidad del anticuerpo intacto del que procede. A menos
que se especifique, tal como se utiliza en el presente documento, un scFv puede tener las regiones variables VL y VH en
cualquier orden, p. ej., con respecto a los extremos N-terminal y C-terminal del polipéptido, el scFv puede comprender
VL-conector-VH o puede comprender VH-conector-VL.

La porcion de un CAR que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de este puede existir en diversas formas
en las que el dominio de unién al antigeno se expresa como parte de una cadena polipeptidica contigua que incluye, por
ejemplo, un fragmento de anticuerpo de dominio Unico (sdAb), un anticuerpo monocatenario (scFv) y un anticuerpo
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humanizado (Harlow et al., 1999, En: Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY;
Harlow et al., 1989, En: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York; Houston et al., 1988, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-426). En una realizacion, el dominio de union al
antigeno de un CAR comprende un fragmento de anticuerpo. En una realizaciéon adicional, el CAR comprende un
fragmento de anticuerpo que comprende un scFv. Los limites exactos de la secuencia de aminoacidos de una CDR dada
pueden determinarse usando cualquiera de varios esquemas bien conocidos, incluidos los descritos por Kabat et al. (1991),
"Sequences of Proteins of Immunological Interest”, 5.2 Ed. Public Health Service, Institutos Nacionales de la Salud,
Bethesda, MD (esquema de numeracién de "Kabat"), Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273,927-948 (esquema de numeracion
de "Chothia") o una combinacion de estos.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "dominio de unién" o "molécula de anticuerpo” se refiere a una
proteina, p. €j., una cadena de inmunoglobulina o fragmento de esta, que comprende al menos una secuencia del dominio
variable de inmunoglobulina. La expresion "dominio de union" o "molécula de anticuerpo" abarca anticuerpos y fragmentos
de anticuerpos. En una realizacion, una molécula de anticuerpo es una molécula de anticuerpo multiespecifico, p. €j.,
comprende una pluralidad de secuencias del dominio variable de inmunoglobulina, en donde una primera secuencia del
dominio variable de inmunoglobulina de la pluralidad tiene especificidad de unién por un primer epitopo y una segunda
secuencia del dominio variable de inmunoglobulina de la pluralidad tiene especificidad de unién por un segundo epitopo.
En una realizacién, una molécula de anticuerpo multiespecifico es una molécula de anticuerpo biespecifico. Un anticuerpo
biespecifico tiene especificidad por dos antigenos como maximo. Una molécula de anticuerpo biespecifico esta
caracterizada por una primera secuencia del dominio variable de inmunoglobulina que tiene especificidad de unién por un
primer epitopo y una segunda secuencia del dominio variable de inmunoglobulina que tiene especificidad de unidn por un
segundo epitopo.

La expresion «region determinante de la complementariedad» o «CDRy, tal como se utiliza en el presente documento, se
refiere a las secuencias de aminoacidos dentro de las regiones variables del anticuerpo que confieren especificidad y
afinidad de union por el antigeno. Por ejemplo, en general, hay tres CDR en cada region variable de la cadena pesada (p.
ej.,, HCDR1, HCDR2, y HCDR3) y tres CDR en cada region variable de la cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3). Los
limites exactos de la secuencia de aminoacidos de una CDR dada pueden determinarse usando cualquiera de varios
esquemas bien conocidos, incluidos los descritos por Kabat et al. (1991), "Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, 5.2 Ed. Public Health Service, Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, MD (esquema de numeracion de
"Kabat"), Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273,927-948 (esquema de numeracion de "Chothia") o una combinacién de estos.
En algunas realizaciones, segun el esquema de numeracion de Kabat, los residuos aminoacidicos de la CDR en el dominio
variable de la cadena pesada (VH) tienen la numeracién 31-35 (HCDR1), 50-65 (HCDR2) y 95-102 (HCDR3); y los
residuos aminoacidicos de la CDR en el dominio variable de la cadena ligera (VL) tienen la numeracion 24-34 (LCDR1),
50-56 (LCDR2) y 89-97 (LCDR3). En algunas realizaciones, segun el esquema de numeracion de Chothia, los
aminoacidos de CDR en el VH se numeran 26-32 (HCDR1), 52-56 (HCDR2) y 95-102 (HCDR3); y los residuos
aminoacidicos de CDR en el VL se numeran 26-32 (LCDR1), 50-52 (LCDR2) y 91-96 (LCDR3). En algunas realizaciones,
en un esquema de numeracion combinado de Kabat y Chothia, las CDR corresponden a los residuos aminoacidicos que
forman parte de una CDR de Kabat, una CDR de Chothia o ambas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las CDR
corresponden a los residuos aminoacidicos 26-35 (HCDR1), 50-65 (HCDR2) y 95-102 (HCDR3) en una VH, p. €j., una
VH de mamifero, p. €j., una VH humana; y los residuos aminoacidicos 24-34 (LCDR1), 50-56 (LCDR2) y 89-97 (LCDR3)
en una VL, p. ej., una VL de mamifero, p. €j., una VL humana.

La porcién del CAR utilizada en la invencién que comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de este puede
existir en diversas formas en las que el dominio de union al antigeno se expresa como parte de una cadena polipeptidica
contigua que incluye, p. €j., un fragmento de anticuerpo de dominio unico (sdAb), un anticuerpo monocatenario (scFv), un
anticuerpo humanizado o un anticuerpo biespecifico (Harlow et al., 1999, En: Using Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow et al., 1989, En: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
Nueva York; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-426). En
un aspecto, el dominio de union al antigeno de una composicion de CAR utilizada en la invencion comprende un fragmento
de anticuerpo. En un aspecto adicional, el CAR comprende un fragmento de anticuerpo que comprende un scFv.

La expresion "cadena pesada del anticuerpo” se refiere a la mayor de los dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes
en las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones de origen natural y que normalmente determina la clase a la que
pertenece el anticuerpo.

La expresion "cadena ligera de anticuerpo” se refiere a la menor de los dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes en
las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones de origen natural. Las cadenas ligeras kappa (k) y lambda (A) se
refieren a los dos isotipos principales de cadenas ligeras de anticuerpos.

La expresidon "anticuerpo recombinante" se refiere a un anticuerpo que se genera utilizando tecnologia de ADN
recombinante, tal como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un bacteriéfago o un sistema de expresién en levaduras.
También se debe entender que la expresion se refiere a un anticuerpo que ha sido generado por la sintesis de una
molécula de ADN que codifica el anticuerpo y donde la molécula de ADN expresa una proteina de anticuerpo, o una
secuencia de aminoacidos que especifica el anticuerpo, en donde la secuencia de ADN o de aminoéacidos se ha obtenido
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utilizando tecnologia de ADN recombinante o de secuencias de aminoacidos que esta disponible y es muy conocida en
la técnica.

El término "antigeno" o "Ag" se refiere a una molécula que provoca una respuesta inmunitaria. Esta respuesta inmunitaria
puede implicar la produccién de anticuerpos o la activacién de células inmunocompetentes especificas, o ambas. El
experto en la técnica comprendera que cualquier macromolécula, incluidas practicamente todas las proteinas o péptidos,
puede actuar como antigeno. Ademas, los antigenos pueden proceder de ADN recombinante o genémico. Un experto en
la técnica comprendera que cualquier ADN, que comprenda una secuencia de nucleétidos o una secuencia de nucleétidos
parcial que codifique una proteina que provoca una respuesta inmunitaria, codifica por lo tanto un "antigeno" tal como se
utiliza ese término en el presente documento. Ademas, un experto en la técnica comprendera que no es necesario que
un antigeno sea codificado Unicamente por una secuencia de nucleétidos de longitud completa de un gen. Es evidente
que la presente invencién incluye, entre otros, el uso de secuencias de nucledtidos parciales de mas de un gen y que
estas secuencias de nucledtidos estan dispuestas en diversas combinaciones para codificar polipéptidos que provocan la
respuesta inmunitaria deseada. Ademas, un experto en la técnica entendera que no es necesario que un antigeno esté
codificado por un "gen" en absoluto. Es obvio que un antigeno se puede generar, sintetizar o proceder de una muestra
biolégica, o puede ser una macromolécula ademas de un polipéptido. Una muestra biologica de este tipo puede incluir,
entre otros, una muestra tisular, una muestra tumoral, una célula o un liquido con otros componentes biolégicos.

El término "autdlogo” se refiere a cualquier material procedente del mismo individuo en el que se reintroducira mas tarde.

El término "alogénico" se refiere a cualquier material procedente de un animal diferente que es de la misma especie que
el individuo en el que se introduce el material. Se dice que dos 0 mas individuos son alogénicos entre si cuando los genes
en uno o mas loci no son idénticos. En algunos aspectos, el material alogénico de individuos de la misma especie puede
ser lo suficientemente diferente desde el punto de vista genético para interactuar de forma antigénica.

El término "xenogénico" se refiere a cualquier material procedente de un animal de una especie diferente.

El término "cancer" se refiere a una enfermedad caracterizada por el crecimiento descontrolado de células aberrantes.
Las células cancerosas pueden diseminarse localmente o a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico a otras
partes del cuerpo. En el presente documento se describen ejemplos de diversos canceres y estos incluyen, entre otros,
cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel, cancer de pancreas,
cancer colorrectal, cancer renal, cancer de higado, cancer de cerebro, linfoma, leucemia, cancer de pulmon y similares.
Los términos "tumor" y "cancer" se utilizan indistintamente en el presente documento, p. ej., ambos términos abarcan
tumores sélidos y liquidos, p. €j., difusos o circulantes. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cancer"
o "tumor” incluye canceres y tumores premalignos, asi como malignos.

La expresion "derivado de", como se utiliza en el presente documento, indica una relaciéon entre una primera y una segunda
molécula. Se refiere de manera general a la similitud estructural entre la primera molécula y una segunda molécula, y no
connota ni incluye una limitacion, en cuanto a la fuente o el proceso, de una primera molécula que procede de una segunda
molécula. Por ejemplo, en el caso de un dominio de sefalizacién intracelular que procede de una molécula CD3zeta, el
dominio de sefalizacion intracelular conserva suficiente estructura de CD3zeta para que tenga la funcién requerida, en
concreto, la capacidad para generar una sefal en las condiciones apropiadas. No connota ni incluye una limitacién a un
proceso particular para producir el dominio de sefializacion intracelular, p. ej., no significa que, para proporcionar el
dominio de sefializacion intracelular, se deba comenzar con una secuencia de CD3zeta y eliminar la secuencia no deseada,
o imponer mutaciones, para conseguir el dominio de sefializacion intracelular.

La frase «enfermedad asociada con la expresion de un antigeno tumoral» como se describe en el presente documento
incluye, entre otras, una enfermedad asociada con la expresion de un antigeno tumoral como se describe en el presente
documento o una afeccién asociada con células que expresan un antigeno tumoral como se describe en el presente
documento que incluye, p. €j., enfermedades proliferativas tales como un cancer o una neoplasia maligna o una afeccion
precancerosa, tal como una mielodisplasia, un sindrome mielodisplasico o una preleucemia; o una indicacién no
relacionada con el cancer asociada con células que expresan un antigeno tumoral como se describe en el presente
documento. En un caso, un cancer asociado con la expresion de un antigeno tumoral como se describe en el presente
documento es un cancer hematico. En un caso, un cancer asociado con la expresion de un antigeno tumoral como se
describe en el presente documento es un cancer solido. Las enfermedades adicionales asociadas con la expresion de un
antigeno tumoral como se describe en el presente documento incluyen, entre otros, p. €j., canceres atipicos y/o no clasicos,
neoplasias malignas, afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas asociadas con la expresion de un antigeno
tumoral como se describe en el presente documento. Las indicaciones no relacionadas con el cancer asociadas con la
expresion de un antigeno tumoral como se describe en el presente documento incluyen, entre otras, p. €j., enfermedad
autoinmunitaria (p. €j., lupus), trastornos inflamatorios (alergia y asma) y trasplantes. En algunos casos, las células que
expresan el antigeno tumoral expresan, o han expresado en algun momento, el ARNm que codifica el antigeno tumoral.
En un caso, las células que expresan el antigeno tumoral producen la proteina del antigeno tumoral (p. €j., de tipo natural
o mutante), y la proteina del antigeno tumoral puede estar presente en niveles normales o niveles reducidos. En un caso,
las células que expresan el antigeno tumoral produjeron niveles detectables de una proteina antigénica tumoral en un
punto y posteriormente no produjeron sustancialmente ninguna proteina antigénica tumoral detectable.
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Tal como se utiliza en el presente documento, el término "CD19" se refiere a la proteina de grupo de diferenciacion 19,
que es un determinante antigénico detectable en las células precursoras de leucemia. Las secuencias de aminoacidos y
acidos nucleicos humanos y murinos se pueden consultar en una base de datos publica, tal como GenBank, UniProt y
Swiss-Prot. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de CD19 humana se puede encontrar como el n.° de acceso de
UniProt/Swiss-Prot P15391 y la secuencia de nucleétidos que codifica la CD19 humana se puede encontrar en el n.° de
acceso NM_001178098. Tal como se utiliza en el presente documento, "CD19" incluye proteinas que comprenden
mutaciones, p. ej., mutaciones puntuales, fragmentos, inserciones, supresiones y variantes de corte y empalme de CD19
de tipo natural de longitud completa. CD19 se expresa en la mayoria de los canceres de linaje B, que incluyen, p. €j.,
leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cronica y linfoma no hodgkiniano. Mas adelante se proporcionan otras
células con expresion de CD19 en la definicion de «enfermedad asociada con la expresion de CD19». También es un
marcador precoz de progenitores de linfocitos B. Véase, p. €j., Nicholson et al. Mol. Immun. 34 (16-17): 1157-1165 (1997).
En un aspecto, la porcidon de union al antigeno del CART reconoce y se une a un antigeno dentro del dominio extracelular
de la proteina CD19. En un aspecto, la proteina CD19 se expresa en una célula cancerosa.

La frase "enfermedad asociada con la expresion de CD19" incluye, entre otras, una enfermedad asociada con la expresion
de CD19 (p. €j., CD19 de tipo natural o mutante) o afeccidon asociada con células que expresan, o han expresado en algun
momento, CD19 (p. ej., CD19 de tipo natural o mutante) incluidas, p. €j., enfermedades proliferativas tales como un cancer
0 neoplasia maligna o una afeccién precancerosa tal como una mielodisplasia, un sindrome mielodisplasico o una
preleucemia; o una indicacion no relacionada con el cancer asociada con células que expresan CD19. Para evitar dudas,
una enfermedad asociada con la expresién de CD19 puede incluir una afeccién asociada con células que actualmente no
expresan CD19, p. gj., porque la expresion de CD19 ha disminuido de forma regulada, p. ej., debido al tratamiento con
una molécula que tiene como diana CD19, p. ej., CAR CD19, pero que en algun momento expresé CD19. En un aspecto,
un cancer asociado con la expresion de CD19 es un cancer hematico. En un aspecto, el cancer hematico es una leucemia
o un linfoma. En un aspecto, un cancer asociado con la expresion de CD19 incluye canceres y neoplasias malignas que
incluyen, entre otras, p. €j., una 0 mas leucemias agudas, que incluyen entre otras, p. €j., leucemia linfoide aguda de
linfocitos B (LLAB), leucemia linfoide aguda de linfocitos T (LLAT), leucemia linfoide aguda (LLA); una o mas leucemias
cronicas que incluyen, entre otras, p. €j., leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia linfoide crénica (LLC). Los canceres
hematicos o las afecciones hematicas adicionales asociados con la expresién de CD19, comprenden, entre otros, p. €j.,
leucemia prolinfocitica de linfocitos B, neoplasia blastica de células dendriticas plasmocitoides, linfoma de Burkitt, linfoma
difuso de linfocitos B grandes, linfoma folicular, tricoleucemia, linfoma folicular microcitico o macrocitico, afecciones
linfoproliferativas malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto (LCM), linfoma de zonas marginales, mieloma
multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplasico, linfoma no hodgkiniano, linfoma de Hodgkin, linfoma plasmoblastico,
neoplasia de células dendriticas plasmocitoide, macroglobulinemia de Waldenstrom y "preleucemia”, que son un conjunto
diverso de afecciones hematicas que tienen en comun la produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides
y similares. Las enfermedades adicionales asociadas con la expresion de CD19 incluyen, entre otros, p. €j., canceres
atipicos y/o no clasicos, neoplasias malignas, afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas asociadas con la
expresion de CD19. Las indicaciones no relacionadas con el cancer asociadas con la expresion de CD19 incluyen, entre
otras, p. €j., enfermedad autoinmunitaria (p. €j., lupus), trastornos inflamatorios (alergia y asma) y trasplantes. En algunas
realizaciones, las células que expresan CD19 expresan, o han expresado en alguin momento, ARNm de CD19. En una
realizacion, las células que expresan CD19 producen una proteina CD19 (p. €j., de tipo natural o mutante) y la proteina
CD19 puede estar presente en niveles normales o niveles reducidos. En una realizacion, las células que expresan CD19
produjeron niveles detectables de una proteina CD19 en un momento y posteriormente sustancialmente no produjeron
una proteina CD19 detectable.

La expresion "modificaciones de secuencia conservadoras" se refiere a modificaciones de aminoacidos que no afectan ni
alteran de manera significativa las caracteristicas de unién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo que contiene la
secuencia de aminoacidos. Tales modificaciones conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y deleciones de
aminoacidos. Pueden introducirse modificaciones en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la divulgacion mediante
técnicas convencionales conocidas en este campo, tales como mutagénesis dirigida y mutagénesis mediada por PCR.
Las sustituciones de aminoacidos conservadoras son aquellas en las que el residuo aminoacidico se reemplaza por un
residuo aminoacidico que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos aminoacidicos
que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoécidos con cadenas laterales basicas (p. €j., lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. €j., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga
(p. €j., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (p. €j.,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (p. €j., treonina,
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o
mas residuos aminoacidicos dentro de un CAR descrito en el presente documento pueden ser reemplazados por otros
residuos aminoacidicos de la misma familia de cadenas laterales y el CAR alterado se puede estudiar usando los ensayos
funcionales descritos en el presente documento.

El término "estimulacion" se refiere a una respuesta primaria inducida por la uniéon de una molécula estimuladora (p. €j.,

un complejo TCR/CD3 o CAR) con su ligando afin (o antigeno tumoral en el caso de un CAR) que media de este modo
en un evento de transduccion de sefales, tal como, entre otros, la transduccién de sefiales a través del complejo TCR/CD3
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o la transduccion de sefales a través del receptor de NK adecuado o los dominios de sefializacion del CAR. La
estimulacion puede mediar en la expresion alterada de ciertas moléculas.

La expresion "molécula estimuladora” se refiere a una molécula expresada por una célula inmunitaria (p. €j., linfocito T,
linfocito NK, linfocito B) que proporciona la secuencia o las secuencias de sefializacion citoplasmatica que regulan la
activacion de la célula inmunitaria de forma estimuladora para al menos algun aspecto de la ruta de sefializacion de las
células inmunitarias. En un aspecto, la sefial es una sefal primaria que se inicia, por ejemplo, mediante la unién de un
complejo TCR/CD3 con una molécula de MHC cargada con péptido, y que da lugar a la mediacion de una respuesta de
linfocitos T, que incluye, entre otros, proliferacion, activacion, diferenciacion y similares. Una secuencia de sefializacion
citoplasmica primaria (también denominada como «dominio de sefializacion primario») que actia de manera estimuladora
puede contener un motivo de sefializacion que se conoce como motivo de activacion de inmunorreceptores basado en
tirosina o ITAM. Los ejemplos de una secuencia de sefalizacion citoplasmatica que contiene un ITAM que es de uso
particular en la divulgacioén incluye, entre otras, las derivadas de CD3 zeta, FcR gamma comun (FCER1G), Fc gamma
Rlla, FcR beta (Fc épsilon R1b), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD79a, CD79b, DAP10 y DAP12. En un CAR
especifico utilizado en la invencion, el dominio de sefializacion intracelular en uno o méas cualesquiera CAR utilizados en
la invencion comprende una secuencia de sefalizacion intracelular, p. €j., una secuencia de sefalizacion primaria de CD3-
zeta. En un CAR especifico de uso en la invencion, la secuencia de sefializaciéon primaria de CD3-zeta es la secuencia
proporcionada como la SEQ ID NO:9 o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor, mono,
simio y similares. En un CAR especifico de uso en la invencion, la secuencia de sefializacién primaria de CD3-zeta es la
secuencia proporcionada en la SEQ ID NO: 10 o los restos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratén, roedor,
mono, simio y similares.

La expresién «célula presentadora de antigenos» o «APC» se refiere a una célula del sistema inmunitario tal como una
célula accesoria (p. €j., un linfocito B, una célula dendritica y similares) que presenta un antigeno exdégeno en complejo
con complejos mayores de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) en su superficie. Los linfocitos T pueden
reconocer estos complejos usando sus receptores de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés). Las APC procesan
antigenos y los presentan a los linfocitos T.

Un «dominio de sefalizacion intracelular», tal como se usa la expresion en el presente documento, se refiere a una porcion
intracelular de una molécula. El dominio de sefializacién intracelular genera una sefial que fomenta una funcion efectora
inmunitaria de la célula que contiene el CAR, p. €j., un linfocito CART. Los ejemplos de la funcion efectora inmunitaria, p.
€j., en un linfocito CART, incluyen actividad citolitica y actividad auxiliar, incluida la secrecion de citocinas. En realizaciones,
el dominio de sefializacion intracelular es la porcion de una proteina que transduce la sefial de la funcion efectora y dirige
a la célula para que realice una funcion especializada. Aunque habitualmente se puede emplear todo el dominio de
sefalizacion intracelular, en muchos casos no es necesario usar la cadena completa. En la medida en que se use una
porcion truncada del dominio de sefalizacion intracelular, dicha porcion truncada puede usarse en lugar de la cadena
intacta, siempre que transduzca la sefial de la funcién efectora. Por lo tanto, la expresion «dominio de sefializacion
intracelular» pretende incluir cualquier porcion truncada del dominio de sefializacién intracelular suficiente para transducir
la sefal de la funcion efectora.

En una realizacion, el dominio de sefalizacién intracelular puede comprender un dominio de sefializacion intracelular
primario. Los dominios de sefializacion intracelulares primarios de ejemplo incluyen los derivados de las moléculas
responsables de la estimulacion primaria o la estimulacion dependiente del antigeno. En una realizacion, el dominio de
sefializaciéon intracelular puede comprender un dominio intracelular coestimulador. Los dominios de sefalizacion
intracelulares coestimuladores de ejemplo incluyen los procedentes de moléculas responsables de las sefales
coestimuladoras o la estimulacion independiente del antigeno. Por ejemplo, en el caso de un CART, un dominio de
sefalizacion intracelular primario puede comprender una secuencia citoplasmatica de un receptor de linfocitos T y un
dominio de sefializacion intracelular coestimulador puede comprender una secuencia citoplasmatica del correceptor o
molécula coestimuladora.

Un dominio de sefalizacion intracelular primario puede comprender un motivo de sefializacién que se conoce como motivo
de activacion de inmunorreceptores basado en tirosina o ITAM. Los ejemplos de secuencias de sefializacion
citoplasmatica primaria que contienen ITAM incluyen, entre otras, las procedentes de CD3 zeta, FcR gamma, FcR beta,
CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, Cd79b, y CD66d, CD278 («ICOS»), FceRI, CD66d, CD32,
DAP10 y DAP12.

El término «zeta» o, como alternativa, «cadena zeta», «CD3-zeta» o «TCR-zeta» se define como la proteina
proporcionada como N.° de acceso de GenBank BAG36664.1, o los residuos equivalentes de una especie no humana, p.
€j., ratdn, roedor, mono, simio y similares, y un «dominio estimulador zeta» o, como alternativa, un «dominio estimulador
de CD3-zeta» o un «dominio estimulador de TCR-zeta» se define como los residuos aminoacidicos del dominio
citoplasmico de la cadena zeta que son suficientes para transmitir funcionalmente una sefial inicial necesaria para la
activacion de los linfocitos T. En un aspecto, el dominio citoplasmico de zeta comprende los residuos de 52 a 164 del n.°
de acceso de GenBank BAG36664.1 o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., raton, roedor, mono,
simio y similares, que son ortdlogos funcionales de este. En un aspecto, el «dominio estimulador zeta» o un «dominio
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estimulador de CD3-zeta» es la secuencia proporcionada como la SEQ ID NO:9. En un aspecto, el «dominio estimulador
zeta» o un «dominio estimulador de CD3-zeta» es la secuencia proporcionada como la SEQ ID NO:10.

La expresidon "molécula coestimuladora" se refiere al participante en la union afin en un linfocito T que se une
especificamente con un ligando coestimulador, y media de esta manera en una respuesta coestimuladora por parte del
linfocito T, tal como, entre otras, la proliferacion. Las moléculas coestimuladoras son moléculas de la superficie celular
distintas de los receptores de antigenos o sus ligandos que contribuyen a una respuesta inmunitaria eficaz. Las moléculas
coestimuladoras incluyen, entre otras, una molécula de MHC de clase |, una proteina receptora de TNF, una proteina de
tipo inmunoglobulina, un receptor de citocinas, una integrina, una molécula de activacion de linfocitos de sefalizacion
(proteina SLAM), un receptor de linfocitos NK activador, BTLA, un receptor de un ligando Toll, OX40, CD2, CD7, CD27,
CD28, CD30, CD40, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), 4-1BB (CD137), B7-H3, CDS, ICAM-1, ICOS (CD278), GITR,
BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2, SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alfa,
CD8beta, IL2R beta, IL2R gamma, IL7R alfa, ITGA4, VLA1, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGAG, VLA-6, CD49f, ITGAD,
CD11d, ITGAE, CD103, ITGAL, CD11a, LFA-1, ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1,
ITGB7, NKG2D, NKG2C, TNFR2, TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile),
CEACAM1, CRTAM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM
(SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a y un
ligando que se une especificamente con CD83. Un dominio de sefalizacién intracelular coestimulador se refiere a la
porcion intracelular de una molécula coestimuladora. El dominio de sefializacion intracelular puede comprender la porcion
intracelular completa, o el dominio de sefalizacion intracelular nativo completo, de la molécula de la que procede, o un
fragmento funcional de este.

El término «4-1BB» se refiere a un miembro de la superfamilia de TNFR con una secuencia de aminoacidos proporcionada
como el n.° de acceso de GenBank AAA62478.2, o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., raton,
roedor, mono, simio y similares; y un "dominio coestimulador de 4-1BB" se define como los residuos aminoacidicos 214-
255 del n.° de acceso de GenBank AAA62478.2, o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., raton,
roedor, mono, simio y similares. En un aspecto, el «dominio coestimulador de 4-1BB» es la secuencia proporcionada
como la SEQ ID NO:7 o los residuos equivalentes de una especie no humana, p. €j., ratdn, roedor, mono, simio y similares.

«Célula efectora inmunitaria», tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que esta involucrada
en una respuesta inmunitaria, p. €j., en la promocién de una respuesta efectora inmunitaria. Los ejemplos de células
efectoras inmunitarias incluyen linfocitos T, p. €j., linfocitos T alfa/beta y linfocitos T gammal/delta, linfocitos B, linfocitos
citoliticos naturales (NK), linfocitos T citoliticos naturales (NKT), mastocitos y fagocitos de origen mieloide.

La «funcion efectora inmunitaria o respuesta efectora inmunitaria», tal como se utiliza la expresion en el presente
documento, se refiere a una funcion o respuesta, p. €j., de una célula efectora inmunitaria, que potencia o fomenta un
ataque inmunitario de una célula diana. P. ej., una funcion o respuesta efectora inmunitaria se refiere a una propiedad de
un linfocito T o NK que fomenta la destruccion o la inhibicién del crecimiento o la proliferacion de una célula diana. En el
caso de un linfocito T, la estimulacion primaria y la coestimulacién son ejemplos de funcion o respuesta efectora
inmunitaria.

El término «codificar» se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucleétidos en un polinucleétido,
tal como un gen, un ADNc o un ARNm, para servir como moldes para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas en
procesos bioldgicos que tienen una secuencia definida de nucledtidos (p. ej., ARNr, ARNt y ARNm) o una secuencia
definida de aminoacidos y las propiedades bioldgicas resultantes de esta. Por lo tanto, un gen, ADNc o ARN codifica una
proteina si la transcripcion y traduccién del ARNm correspondiente a ese gen produce la proteina en una célula u otro
sistema bioldgico. Se puede hacer referencia tanto a la hebra codificante, cuya secuencia de nucleétidos es idéntica a la
secuencia de ARNm y habitualmente se proporciona en listas de secuencias, como a la hebra no codificante, utilizada
como molde para la transcripcion de un gen o ADNc, como la que codifica la proteina u otro producto de ese gen o ADNc.

A menos que se especifique otra cosa, una «secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos»
incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican la misma secuencia
de aminoacidos. La frase secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un ARN también puede incluir intrones en
la medida en que la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina puede contener en alguna version un intron o
intrones.

El término «enddgeno» se refiere a cualquier material de un organismo, célula, tejido o sistema o producido dentro de
estos.

El término «exdégeno» se refiere a cualquier material introducido desde fuera de un organismo, célula, tejido o sistema o
producido fuera de estos.

El término «expresién» se refiere a la transcripcion y/o traduccion de una secuencia de nucleétidos particular impulsada
por un promotor.
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La expresion «vector de transferencia» se refiere a una composicion de materia que comprende un acido nucleico aislado
y que se puede utilizar para suministrar el acido nucleico aislado al interior de una célula. En la técnica se conocen
numerosos vectores que incluyen, entre otros, polinucledtidos lineales, polinucleétidos asociados con compuestos idnicos
o anfifilos, plasmidos y virus. Por tanto, la expresion «vector de transferencia» incluye un plasmido o un virus que se
replica de forma auténoma. También debe interpretarse que la expresion incluye, ademas, compuestos no plasmidicos y
no viricos que facilitan la transferencia de acido nucleico a las células, tales como, por ejemplo, un compuesto de polilisina,
liposomas y similares. Los ejemplos de vectores de transferencia virica incluyen, entre otros, vectores adenoviricos,
vectores de virus adenoasociados, vectores retroviricos, vectores lentiviricos y similares.

La expresion «vector de expresion» se refiere a un vector que comprende un polinucledtido recombinante que comprende
secuencias de control de la expresion ligadas operablemente a una secuencia de nucleétidos que se va a expresar. Un
vector de expresion comprende suficientes elementos que actuan en cis para la expresion; otros elementos para la
expresion pueden ser suministrados por la célula hospedadora o en un sistema de expresion in vitro. Los vectores de
expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, incluidos césmidos, plasmidos (p. €j., desnudos o contenidos en
liposomas) y virus (p. €j., lentivirus, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados) que incorporan el polinucleétido
recombinante.

El término «lentivirus» se refiere a un género de la familia Retroviridae. Los lentivirus son Unicos entre los retrovirus al ser
capaces de infectar células que no se dividen; pueden suministrar una cantidad significativa de informacién genética al
ADN de la célula hospedadora, por lo que son uno de los métodos mas eficaces de un vector de suministro de genes. El
VIH, el VIS y el VIF son todos ejemplos de lentivirus.

La expresion «vector lentivirico» se refiere a un vector procedente de al menos una porcion de un genoma de lentivirus,
que incluye especialmente un vector lentivirico autoinactivante como se proporciona en Milone et al., Mol. Ther. 17(8):
1453-1464 (2009). Otros ejemplos de vectores lentiviricos que pueden utilizarse en la clinica incluyen, entre otros, p. €j.,
la tecnologia de suministro de genes LENTIVECTOR® de Oxford BioMedica, el sistema de vectores LENTIMAX™ de
Lentigen y similares. También estan disponibles tipos no clinicos de vectores lentiviricos y el experto en la técnica estara
familiarizado con ellos.

El término «homélogo» o «identidad» se refiere a la identidad secuencial de la subunidad entre dos moléculas poliméricas,
p. €j., entre dos moléculas de acido nucleico, tales como dos moléculas de ADN o dos moléculas de ARN, o entre dos
moléculas polipeptidicas. Cuando una posicion de la subunidad en ambas moléculas esta ocupada por la misma
subunidad monomeérica; p. €j., si una posicién en cada una de las dos moléculas de ADN esta ocupada por adenina,
entonces son homologas o idénticas en esa posicion. La homologia entre dos secuencias es una funcion directa del
numero de posiciones coincidentes u homologas; p. €j., si la mitad (p. €j., cinco posiciones en un polimero de diez
subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias son homologas, las dos secuencias son homadlogas en un
50 %; si un 90 % de las posiciones (p. €j., 9 de 10) coinciden o son homologas, las dos secuencias son homologas en un
90 %.

Las formas «humanizadas» de anticuerpos no humanos (p. ej., murinos) son inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de
inmunoglobulinas o fragmentos de estas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab')2 u otras subsecuencias de unién al antigeno
de anticuerpos) que contienen una secuencia minima procedente de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los
anticuerpos humanizados y fragmentos de anticuerpos de estos son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo o fragmento
de anticuerpo receptor) en las que los residuos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor
son reemplazados por restos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como ratén, rata o conejo
que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos de la regién de armazén (FR)
de Fv de la inmunoglobulina humana son reemplazados por residuos no humanos correspondientes. Ademas, un
anticuerpo/fragmento de anticuerpo humanizado puede comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo
receptor ni en la CDR o en las secuencias de armazén importadas. Estas modificaciones pueden refinar y optimizar
adicionalmente el rendimiento del anticuerpo o fragmento de anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado o
fragmento de anticuerpo de este comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no
humana y todas o una porcion significativa de las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El
anticuerpo o fragmento de anticuerpo humanizado también puede comprender al menos una porcidon de una region
constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véase Jones et
al., Nature, 321: 522-525, 1986; Reichmann et al., Nature, 332: 323-329, 1988; Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596,
1992.

«Completamente humana» se refiere a una inmunoglobulina, tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, donde la
molécula completa es de origen humano o consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica a una forma humana del
anticuerpo o inmunoglobulina.

El término «aislado» significa alterado o eliminado del estado natural. Por ejemplo, un acido nucleico o un péptido presente
de forma natural en un animal vivo no esta «aislado», pero el mismo acido nucleico o péptido separado parcial o
completamente de los materiales coexistentes en su estado natural estd «aislado». Un acido nucleico o una proteina
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aislados pueden existir en forma sustancialmente purificada, o pueden existir en un entorno no nativo tal como, por ejemplo,
una célula hospedadora.

En el contexto de la presente invencion, se utilizan las siguientes abreviaturas para las bases de acido nucleico que se
producen de manera habitual. «A» se refiere a adenosina, «C» se refiere a citosina, «G» se refiere a guanosina, «T» se
refiere a timidina y «U» se refiere a uridina.

La expresion «ligado operablemente» o «control transcripcional» se refiere al enlace funcional entre una secuencia
reguladora y una secuencia de acido nucleico heteréloga que da lugar a la expresiéon de esta ultima. Por ejemplo, una
primera secuencia de acido nucleico esta ligada operablemente a una segunda secuencia de acido nucleico cuando la
primera secuencia de acido nucleico se coloca en una relacion funcional con la segunda secuencia de acido nucleico. Por
ejemplo, un promotor esta ligado operablemente a una secuencia codificante si el promotor afecta a la transcripciéon o
expresion de la secuencia codificante. Las secuencias de ADN ligadas operablemente pueden ser contiguas entre si y, p.
€j., cuando es necesario unir dos regiones que codifican proteinas, estan en el mismo marco de lectura.

La expresion administracion «parenteral» de una composicion inmunégena incluye, p. ej., técnicas de inyeccion
subcutanea (s.c.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.) o intraesternal, intratumoral o por infusion.

La expresion «acido nucleico» o «polinucledtido» se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos
(ARN) y polimeros de estos, ya sea en forma mono- o bicatenaria. La expresion «acido nucleico» incluye un gen, ADNc
o un ARNm. En una realizacion, la molécula de acido nucleico es sintética (p. €j., de sintesis quimica) o recombinante. A
menos que se limite especificamente, la expresion abarca acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de
nucledtidos naturales que tienen propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia y se metabolizan
de una manera similar a los nucleétidos de origen natural. A menos que se indique otra cosa, una secuencia de acido
nucleico particular también engloba de forma implicita variantes modificadas de forma conservadora de esta (p. €j.,
sustituciones de codones degenerados), alelos, ortdlogos, SNP y secuencias complementarias, asi como también la
secuencia indicada de forma explicita. Especificamente, se pueden conseguir sustituciones de codones degenerados
generando secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o su totalidad) se sustituyen
con residuos de desoxiinosina y/o base mixta (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19: 5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol.
Chem. 260: 2605-2608 (1985); y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)).

Los términos «péptido», «polipéptido» y «proteina» se utilizan indistintamente y se refieren a un compuesto formado por
residuos aminoacidicos unidos de forma covalente mediante enlaces peptidicos. Una proteina o péptido debe contener al
menos dos aminoacidos, y no se establece limitacion alguna en el nimero maximo de aminoacidos que puede comprender
una secuencia proteica o peptidica. Los polipéptidos incluyen cualquier péptido o proteina que comprenda dos o mas
aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos. Tal como se utiliza en el presente documento, el término se refiere
tanto a cadenas cortas, a las que también se alude comunmente en la técnica como péptidos, oligopéptidos y oligémeros,
por ejemplo, como a cadenas mas largas, a las que generalmente se alude en la técnica como proteinas, de las cuales
hay muchos tipos. Los «polipéptidos» incluyen, por ejemplo, fragmentos con actividad bioldgica, polipéptidos
sustancialmente homodlogos, oligopéptidos, homodimeros, heterodimeros, variantes de polipéptidos, polipéptidos
modificados, derivados, analogos, proteinas de fusion, entre otros. Un polipéptido incluye un péptido natural, un péptido
recombinante o una combinacion de estos.

El término «promotor» se refiere a una secuencia de ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o maquinaria
sintética introducida, necesaria para iniciar la transcripcion especifica de una secuencia polinucleotidica.

La expresion «secuencia promotora/reguladora» se refiere a una secuencia de acido nucleico que es necesaria para la
expresion de un producto génico que se liga operablemente a la secuencia promotora/reguladora. En algunos casos, esta
secuencia puede ser la secuencia promotora central y, en otros casos, esta secuencia también puede incluir una
secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que son necesarios para la expresion del producto génico. La
secuencia promotora/reguladora puede ser, por ejemplo, una que exprese el producto génico de una manera especifica
para el tejido.

El término promotor «constitutivo» se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando se liga operablemente a un
polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula en la
mayoria o en todas las condiciones fisiologicas de la célula.

El término promotor «inducible» se refiere a una secuencia de nucleétidos que, cuando se liga operablemente a un
polinucleétido que codifica o especifica un producto génico, hace que el producto génico se produzca en una célula
sustancialmente solo cuando esta presente en la célula un inductor que corresponde al promotor.

La expresion promotor «especifico de tejido» se refiere a una secuencia de nucledétidos que, cuando se liga operablemente

a un polinucleétido codificado o especificado por un gen, hace que el producto génico se produzca en una célula
sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido correspondiente al promotor.
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Las expresiones «antigeno paraneoplasico» o «antigeno tumoral» se refieren indistintamente a una molécula
(normalmente una proteina, carbohidrato o lipido) que se expresa preferencialmente en la superficie de una célula
cancerosa, ya sea en su totalidad o como un fragmento (p. ej., MHC/péptido), en comparacién con una célula normal, y
que es util para el direccionamiento preferente de un agente farmacoldgico a la célula cancerosa. En algunas realizaciones,
un antigeno paraneoplasico es una molécula de la superficie celular que se sobreexpresa en una célula cancerosa en
comparacion con una célula normal, por ejemplo, con una sobreexpresion de 1 vez, sobreexpresion de 2 veces,
sobreexpresion de 3 veces o mas en comparacion con una célula normal. En algunas realizaciones, un antigeno
paraneoplasico es una molécula de la superficie celular que se sintetiza de forma inapropiada en la célula cancerosa, por
ejemplo, una molécula que contiene deleciones, adiciones o mutaciones en comparacion con la molécula expresada en
una célula normal. En algunas realizaciones, un antigeno paraneoplasico se expresara exclusivamente en la superficie
celular de una célula cancerosa, en su totalidad o como un fragmento (p. ej., MHC/péptido), y no se sintetizara ni expresara
en la superficie de una célula normal. En algunas realizaciones, los CAR para su uso en la presente invencion incluyen
CAR que comprenden un dominio de unién al antigeno (p. €j., anticuerpo o fragmento de anticuerpo) que se une a un
péptido presentado en MHC. Normalmente, los péptidos derivados de proteinas enddgenas llenan las cavidades de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase | y son reconocidos por receptores de linfocitos T
(TCR) en los linfocitos T CD8+. Los complejos MHC de clase | son expresados de manera constitutiva por todas las
células nucleadas. En el cancer, los complejos péptido/MHC especificos de un virus y/o especificos de un tumor
representan una clase unica de dianas de la superficie celular para la inmunoterapia. Se han descrito anticuerpos de tipo
TCR que tienen como diana péptidos derivados de antigenos viricos o tumorales en el contexto del antigeno leucocitario
humano (HLA)-A1 o HLA-A2 (véanse, p. €j., Sastry et al., J Virol. 2011 85(5):1935-1942; Sergeeva et al., Blood, 2011
117(16):4262-4272; Verma et al., J Immunol 2010 184(4):2156-2165; Willemsen et al., Gene Ther 2001 8(21) :1601-1608 ;
Dao et al., Sci Transl Med 2013 5(176) :176ra33; Tassev et al., Cancer Gene Ther 2012 19(2):84-100). Por ejemplo, se
puede identificar un anticuerpo de tipo TCR cribando una coleccion, tal como una coleccién de presentacion en fagos de
scFv humano.

La expresion «conector polipeptidico flexible» o «conector», tal como se utiliza en el contexto de un scFv, se refiere a un
conector peptidico que consiste en aminoacidos tales como residuos de glicina y/o serina utilizados solos o combinados,
para enlazar regiones de la cadena pesada variable y ligera variable. En una realizacién, el conector polipeptidico flexible
es un conector Gly/Ser y comprende la secuencia de aminoacidos (Gly-Gly-Gly-Ser)n (SEQ ID NO: 22), donde n es un
numero entero positivo igual o superior a 1. Por ejemplo, n=1, n=2, n=3, n=4, n=5y n=6, n=7, n=8, n=9 y n=10. En una
realizacion, los conectores polipeptidicos flexibles incluyen, entre otros, (Glys Ser)s (SEQ ID NO:27) o (Glys Ser)s (SEQ
ID NO:28). En otra realizacion, los conectores incluyen multiples repeticiones de (Gly2Ser), (GlySer) o (Gly3Ser) (SEQ ID
NO:29). En una realizacion, el conector es GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID NO: 104). También se incluyen dentro
del alcance de la divulgacién los conectores descritos en el documento W0O2012/138475.

Tal como se utiliza en el presente documento, una caperuza en 5’ (también denominada caperuza de ARN, caperuza de
tipo 7-metilguanosina de ARN o una caperuza de tipo m’G de ARN) es un nucleédtido de guanina modificado que se ha
afiadido a la parte «frontal» o extremo 5’ de un ARN mensajero eucariético poco después del inicio de la transcripcion. La
caperuza en 5' consiste en un grupo terminal que esta enlazado al primer nucleétido transcrito. Su presencia es crucial
para el reconocimiento por parte del ribosoma y la proteccion contra las ARNasas. La adicion de la caperuza esta acoplada
a la transcripcion, y se produce a la vez que la transcripcion, de modo que cada una influye en la otra. Poco después del
inicio de la transcripcion, el extremo 5’ del ARNm que esta siendo sintetizado se une a un complejo sintetizador de la
caperuza asociado con la ARN polimerasa. Este complejo enzimatico cataliza las reacciones quimicas que son necesarias
para la generacion de la caperuza del ARNm. La sintesis prosigue como una reaccion bioquimica de multiples pasos. El
resto de adicion de la caperuza se puede modificar para modular la funcionalidad del ARNm tal como su estabilidad o
eficacia de traduccion.

Tal como se utiliza en el presente documento, el «ARN transcrito in vitro» se refiere a ARN, preferentemente ARNm, que
se ha sintetizado in vitro. Generalmente, el ARN transcrito in vitro se genera a partir de un vector de transcripcion in vitro.
El vector de transcripcion in vitro comprende un molde que se utiliza para generar el ARN transcrito in vitro.

Tal como se utiliza en el presente documento, un «poli(A)» es una serie de adenosinas unidas por poliadenilacion al
ARNm. En la realizacion preferida de un constructo para la expresion transitoria, el poliA tiene entre 50 y 5000 (SEQ ID
NO: 30), preferentemente mas de 64, mas preferentemente mas de 100, de la manera mas preferente mas de 300 o 400.
Las secuencias de poli(A) se pueden modificar por medios quimicos o enzimaticos para modular la funcionalidad del
ARNmMm, tal como la ubicacion, estabilidad o eficacia de la traduccion.

Tal como se utiliza en el presente documento, "poliadenilacion” se refiere al enlace covalente de un resto de poliadenililo,
o su variante modificada, a una molécula de ARN mensajero. En los organismos eucariotas, la mayoria de las moléculas
de ARN mensajero (ARNm) estan poliadeniladas en el extremo 3'. La cola de poli(A) 3' es una secuencia larga de
nucledtidos de adenina (a menudo varios cientos) afiadidos al pre-ARNm a través de la accién de una enzima, la
poliadenilato--polimerasa. En las células eucariotas superiores, la cola poli(A) se afiade a las transcripciones que
contienen una secuencia especifica, la sefial de poliadenilacion. La cola de poli(A) y la proteina unida a ella ayudan a
proteger el ARNm de la degradacion por parte de exonucleasas. La poliadenilaciéon también es importante para la
terminacion de la transcripcion, la exportacion del ARNm del nucleo y la traduccion. La poliadenilacion se produce en el
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nucleo inmediatamente después de la transcripcion del ADN en ARN, pero adicionalmente también se puede producir
mas tarde en el citoplasma. Una vez terminada la transcripcion, la cadena de ARNm se escinde mediante la accién de un
complejo de endonucleasa asociado con la ARN--polimerasa. El sitio de escision se caracteriza habitualmente por la
presencia de la secuencia de bases AAUAAA cerca del sitio de escision. Una vez que se ha escindido el ARNm, se
afiaden residuos de adenosina al extremo 3' libre en el sitio de escision.

Tal como se utiliza en el presente documento, «transitorio» se refiere a la expresion de un transgén no integrado durante
un periodo de horas, dias 0 semanas, en donde el periodo de tiempo de expresion es inferior al periodo de tiempo para
la expresion del gen si esta integrado en el genoma o contenido dentro de un replicon de plasmido estable en la célula
hospedadora.

La aféresis es el proceso en el cual se retira sangre completa de un individuo, se separa en componentes seleccionados
y el resto se devuelve a la circulaciéon. Por lo generar, hay dos métodos para separar los componentes sanguineos, el
centrifugo y el no centrifugo. La leucaféresis da como resultado la seleccion activa y separacion de los glébulos blancos
del paciente.

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos «tratar», «tratamiento» y «que trata» se refieren a la reduccién
0 mejora de la progresion, gravedad y/o duracion de un trastorno proliferativo, o la mejora de uno 0 mas sintomas
(preferentemente, uno o sintomas mas perceptibles) de un trastorno proliferativo resultante de la administracion de una o
mas terapias (p. €j., uno 0 mas agentes terapéuticos tales como un CAR de la invencion). En algunas realizaciones
especificas, los términos "tratar", "tratamiento” y "que trata" se refieren a la mejora de al menos un parametro fisico
mensurable de un trastorno proliferativo tal como el crecimiento de un tumor, no necesariamente perceptible por el
paciente. En otras realizaciones, los términos «tratar», «tratamiento» y «que trata» se refieren a la inhibicion de la
progresion de un trastorno proliferativo, ya sea fisicamente, p. ej., mediante la estabilizacion de un sintoma perceptible,
fisioldgicamente mediante, p. €j., la estabilizacién de un parametro fisico, o ambos. En otras realizaciones, los términos
«tratar», «tratamiento» y «que trata» se refieren a la reduccion o estabilizacion del tamafo del tumor o el recuento de
células cancerosas. No es necesario que el tratamiento sea de un 100 %, y en algunas realizaciones una reduccién o
retraso en al menos un sintoma de la enfermedad o trastorno en al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 99 %
es suficiente para que se considere abarcado por estos términos.

"Refractario", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una enfermedad, p. €j., cancer, que no responde
a un tratamiento. En algunas realizaciones, un cancer refractario puede ser resistente a un tratamiento antes del o al
comienzo del tratamiento. En otras realizaciones, el cancer refractario puede volverse refractario durante un tratamiento.

El término "recaida", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la reaparicion de una enfermedad (p. €j.,
cancer) después de un periodo inicial de respuesta (p. €j., respuesta completa o respuesta parcial). El periodo inicial de
respuesta puede implicar que el nivel de células cancerosas caiga por debajo de un determinado umbral, p. €j., por debajo
de un 20 %, 1 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o0 1 %. La reaparicion puede implicar que el nivel de células cancerosas se
eleve por encima de un determinado umbral, p. €j., por encima de un 20 %, 1 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2% 0 1 %. La
recaida se puede identificar, p. €j., utilizando los criterios de Cheson como se describen en Cheson et al., J Clin Oncol
17:1244 (1999) y Cheson et al., «Revised Response Criteria for Malignant Lymphoma», J Clin Oncol 25:579-586 (2007).
Por ejemplo, en el contexto de la LLA-B, la reaparicion puede conllevar, p. €j., una reaparicion de blastos en la sangre,
meédula dsea (>5 %) o cualquier sitio extramedular, después de una respuesta completa. Una respuesta completa, en este
contexto, puede conllevar <5 % de blastos de MO. Mas generalmente, en una realizacion, una respuesta (p. €j., respuesta
completa o respuesta parcial) puede conllevar la ausencia de EMR (enfermedad minima residual) detectable. En una
realizacion, el periodo inicial de respuesta dura al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias; al menos 1, 2, 3 0 4 semanas; al menos 1,
2,3,4,6,8,10 0 12 meses; o al menos 1, 2, 3, 4 o 5 anos.

La expresion «ruta de transduccion de sefiales» se refiere a la relacion bioquimica entre una diversidad de moléculas de
transduccion de sefiales que desempefian una funcién en la transmisioén de una sefal de una porcidon de una célula a otra
porcion de una célula. La expresion «receptor de la superficie celular» incluye moléculas y complejos de moléculas
capaces de recibir una sefal y transmitir la sefial a través de la membrana de una célula.

El término «sujeto» pretende incluir organismos vivos en los que se puede provocar una respuesta inmunitaria (p. €j.,
mamiferos, seres humanos).

La expresion una célula «sustancialmente purificada» se refiere a una célula que esta esencialmente exenta de otros tipos
celulares. Una célula sustancialmente purificada también se refiere a una célula que se ha separado de otros tipos
celulares con los que normalmente esta asociada en su estado natural. En algunos casos, una poblacién de células
sustancialmente purificadas se refiere a una poblacion homogénea de células. En otros casos, este término se refiere
simplemente a células que han sido separadas de las células con las que estan asociadas de manera natural en su estado
natural. En algunos aspectos, las células se cultivan in vitro. En otros aspectos, las células no se cultivan in vitro.

En el contexto de la presente invencion, «antigeno tumoral» o «antigeno de un trastorno hiperproliferativo» o «antigeno
asociado con un trastorno hiperproliferativo» se refiere a antigenos que son comunes a trastornos hiperproliferativos
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especificos. En ciertos casos, el antigeno tumoral procede de un cancer incluidos, entre otros, melanoma primario o
metastasico, timoma, linfoma, sarcoma, cancer de pulmén, cancer de higado, linfoma no hodgkiniano, linfoma de Hodgkin,
leucemias, cancer uterino, cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de rifidén y adenocarcinomas tales como
cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de pancreas, y similares.

El término «transfectado» o «transformado» o «transducido» se refiere a un proceso mediante el cual se transfiere o se
introduce &cido nucleico exégeno en la célula hospedadora. Una célula «transfectada» o «transformada» o «transducida»
es una que se ha transfectado, transformado o transducido con acido nucleico exégeno. La célula incluye la célula objeto
principal y su descendencia.

La expresion «se une especificamente» se refiere a un anticuerpo, o un ligando, que reconoce una proteina que es un
companiero de union afin y se une a esta (p. ej., una molécula estimuladora y/o coestimuladora presente en un linfocito T)
presente en una muestra, pero donde el anticuerpo o ligando no reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas
en la muestra.

Intervalos: a lo largo de esta divulgacion, se pueden presentar en un formato de intervalo diversos aspectos de la invencion.
Se debe entender que la descripcion en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no se debe
interpretar como una limitacion inflexible en el alcance de la invencion. Por consiguiente, se debe considerar que la
descripcion de un intervalo divulga especificamente todos los posibles subintervalos, asi como también los valores
numeéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debe considerar que la descripcion de un intervalo tal
como de 1 a 6 divulga especificamente subintervalos tales comode 1a3,de1a4,de1ab5,de2a4,de2a6,de3 a6,
etc., asi como también numeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 2,7, 3, 4, 5, 5,3 y 6. Como otro
ejemplo, un intervalo tal como un 95-99 % de identidad, incluye algo con un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad,
e incluye subintervalos tales como un 96-99 %, 96-98 %, 96-97 %, 97-99 %, 97-98 % y 98-99 % de identidad. Esto se
aplica independientemente de la amplitud del intervalo.

Terapias

En un aspecto, la divulgacion proporciona el tratamiento de una enfermedad asociada con la expresion de un antigeno
tumoral descrito en el presente documento.

En un aspecto, la presente divulgacion describe el tratamiento de un cancer (p. €. un cancer hematico tal como LLA o
LLC) suministrando al sujeto que las necesita células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) que se
modifican para expresar un CAR, p. ej., un CAR descrito en el presente documento. En un caso, el cancer que se va a
tratar es una neoplasia maligna de linfocitos B. En un caso, el cancer que se va a tratar es LLA (leucemia linfoblastica
aguda), LLC (leucemia linfocitica cronica), LDLBG (linfoma difuso de linfocitos B grandes), LCM (linfoma de células del
manto) o MM (mieloma multiple).

En un aspecto, la invencidon se refiere al tratamiento de un cancer que es una leucemia tal como LLA y LLC,
proporcionando al sujeto que las necesita células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) que se modifican
para expresar un CAR, p. ej., un CAR descrito en el presente documento, p. ej.,, CAR CD19, en donde las células
cancerosas expresan CD19. En una realizacion, el cancer que se va a tratar es una neoplasia maligna de linfocitos B. En
una realizacion, el cancer que se va a tratar es LLA (leucemia linfoblastica aguda) o LLC (leucemia linfocitica crénica).

La divulgacion incluye un tipo de terapia celular donde las células efectoras inmunitarias (p. ej., linfocitos T, linfocitos NK)
se modifican genéticamente (p. ej., mediante la transduccion de un vector lentivirico) para expresar un CAR y se infunde
la célula que expresa CAR al receptor que lo necesita. La célula infundida puede destruir las células tumorales en el
receptor. A diferencia de las terapias con anticuerpos, las células efectoras inmunitarias modificadas con CAR (p. €j.,
linfocitos T, linfocitos NK) son capaces de replicarse in vivo lo que da lugar a una persistencia a largo plazo que puede
conllevar un control tumoral sostenido. Las células que expresan CAR (p. €j., linfocitos T o linfocitos NK) generadas
utilizando vectores lentiviricos tendran una expresion estable de CAR. En diversos aspectos, las células efectoras
inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) que se administran al paciente, o su descendencia, persisten en el paciente
durante al menos cuatro meses, cinco meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once
meses, doce meses, trece meses, catorce meses, quince meses, dieciséis meses, diecisiete meses, dieciocho meses,
diecinueve meses, veinte meses, veintiin meses, veintidds meses, veintitrés meses, dos afos, tres afos, cuatro afios o
cinco afos después de la administracion del linfocito T al paciente.

La invencion también incluye un tipo de terapia celular donde las células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos
NK) se modifican, p. ej., mediante ARN transcrito in vitro, para expresar de manera transitoria un CAR y la célula que
expresa CAR se infunde a un receptor que lo necesite. Las células que expresan CAR (p. e€j., linfocitos T, linfocitos NK)
generadas mediante la transduccion de ARN de CAR (p. €j., mediante transfeccion o electroporacion) expresan de manera
transitoria CAR del ARN durante 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 dias después de la transduccion. La célula infundida
puede destruir las células tumorales en el receptor. Por tanto, en diversos aspectos, las células efectoras inmunitarias (p.
ej., linfocitos T o linfocitos NK) administradas al paciente estan presentes durante menos de un mes, p. €j., tres semanas,
dos semanas, una semana, después de la administracion del linfocito T al paciente.
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En un caso, la presente divulgaciéon proporciona el tratamiento de un cancer (p. €j. un cancer hematico tal como LLA y
LLC) suministrando al sujeto que las necesita células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) que se
modifican para expresar un CAR que de manera especifica actia o se une a un antigeno tumoral (o antigeno
paraneoplasico) descrito en el presente documento. En otro caso mas, el tratamiento incluye alterar la fabricacion de una
célula que expresa CAR para enriquecer en linfocitos T virgenes, p. ej., como se describe en el presente documento.

En un caso, las células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) se modifican para expresar CAR CD19,
para tratar a un sujeto que padece cancer (p. €j., un cancer hematico tal como LLA y LLC), en donde las células cancerosas
expresan CD19. En la invencion, el cancer es una leucemia. En una realizacion, el cancer que se va a tratar es LLA o
LLC. Las moléculas de CAR CD19 que se van a expresar en una célula efectora inmunitaria pueden comprender cualquier
dominio de unién al antigeno anti-CD19 de la técnica (p. €j., los proporcionados en la Tabla 1 0 4) en combinacion con
cualquiera de los dominios CAR descritos en el presente documento para generar un constructo de CAR completo. Por
ejemplo, el constructo de CAR completo es un CAR enumerado en la Tabla 4. La Tabla 4 proporciona los constructos de
CAR CD19 completos generados utilizando los diversos dominios CAR (p. €j., dominios de sefalizacion intracelular y
transmembrana) descritos en el presente documento y los dominios de unién al antigeno anti-CD19 enumerados en la
Tabla 1 o 4. Las secuencias de aminoacidos se designan (aa) y las secuencias de acido nucleico se designan (nt).

En un aspecto, la divulgacion proporciona el tratamiento de un cancer, p. €j., un cancer asociado con la expresion de
CD19 con una terapia con células que expresan CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK). En la invencion, el cancer es una
leucemia. Los canceres a modo de ejemplo incluyen, entre otros, p. €j., una o0 mas leucemias agudas incluidas, entre
otras, p. €j., LLA-B, LLA-T, LLA; una o mas leucemias cronicas incluidas, entre otras, p. €j., leucemia mielégena crénica
(LMC), leucemia linfocitica crénica (LLC).

Otros canceres hematicos o afecciones hematicas que se pueden tratar con los métodos descritos en el presente
documento incluyen, entre otros, p. €j., leucemia promielocitica de linfocitos B, neoplasia blastica de células dendriticas
plasmocitoides, linfoma de Burkitt, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma folicular, tricoleucemia, linfoma folicular
microcitico o macrocitico, afecciones linfoproliferativas malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto (LCM),
linfoma de zonas marginales, mieloma multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplésico, linfoma no hodgkiniano,
linfoma de Hodgkin, linfoma plasmoblastico, neoplasia de células dendriticas plasmocitoide, macroglobulinemia de
Waldenstrom y "preleucemia”, que son un conjunto diverso de afecciones hematicas que tienen en comun la produccion
ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides y similares.

Las afecciones hematicas mencionadas anteriormente pueden estar asociadas con la expresién de CD19. Ademas, una
enfermedad asociada con la expresion de CD19 incluye, entre otros, p. €j., canceres atipicos y/o no clasicos, neoplasias
malignas, afecciones precancerosas o enfermedades proliferativas asociadas con la expresion de CD19.

En una realizacion, la poblacion de células efectoras inmunitarias es para su uso en métodos para tratar LLC.
En otra realizacion, la poblacion de células efectoras inmunitarias es para su uso en métodos para tratar LLA.
En otra realizacion, la poblacién de células efectoras inmunitarias es para su uso en métodos para tratar LLA-B.

En un aspecto, la divulgacién proporciona el tratamiento de un sujeto que padece cancer (p. €j., un cancer hematico tal
como LLA y LLC con una célula que expresa CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK) (p. €j., una célula que expresa CAR
CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) como se describe en el presente documento, tal como, p. ej., CTL019). En una
realizacion, el sujeto se puede tratar con una célula que expresa CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK) en combinacién con
otro agente terapéutico, p. €j., otro agente terapéutico descrito en el presente documento (p. €j., otro CAR, p. €j., otro CAR
descrito en el presente documento, un CAR inhibidor, p. ej., un CAR inhibidor descrito en el presente documento; una
quimioterapia; un inhibidor de cinasas (p. €j., un inhibidor de cinasas descrito en el presente documento, p. €j., un inhibidor
de mTOR, un inhibidor de BTK), un inhibidor de un punto de control, p. €j., un inhibidor de un punto de control descrito el
presente documento, una terapia de referencia, etc.). La combinacion puede ser, p. €j., con cualquier agente descrito en
el presente documento.

En algunas realizaciones, el tratamiento de un cancer en un sujeto comprende administrar una terapia con CAR como se
describe en el presente documento, en combinacién con uno o mas ciclos de quimioterapia. En las realizaciones, los
ciclos de ejemplo de la quimioterapia incluyen la induccion, consolidacion, mantenimiento intermedio, intensificacion
retrasada y mantenimiento.

En algunas realizaciones, un primer ciclo de quimioterapia es la induccién, en la que el objetivo es eliminar tantas células
cancerosas como sea posible. En las realizaciones, los sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA), un ciclo de induccién
comprende el tratamiento con uno o mas farmacos, tales como vincristina, dexametasona y/o polietilenglicol (PEG)-L-
asparaginasa. En una realizacion, en los sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA, p. €j., LLA de riesgo estandar), un
ciclo de induccién comprende tratamiento con vincristina, dexametasona y PEG-L-asparaginasa, p. €j., con dosis de
6 mg/m?, 6 mg/m? y 2500 U/m?, respectivamente. En una realizacion, en los sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA, p.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2948 133 T3

€j., LLA de riesgo alto), un ciclo de induccion comprende tratamiento con vincristina, dexametasona, PEG-L-asparaginasa
y daunorrubicina, p. ej., con dosis de 6 mg/m?, 6 mg/m?2, 2500 U/m? y 100 mg/m?, respectivamente.

En las realizaciones, un ciclo adicional de quimioterapia es de consolidacion, en el que el objetivo es destruir cualesquiera
células cancerosas restantes. En algunas realizaciones, se da el ciclo de consolidacion a un paciente después de
conseguir la remision después del ciclo de induccion. En las realizaciones, en los sujetos que padecen leucemia (p. €j.,
LLA), un ciclo de consolidacion comprende el tratamiento con uno o mas farmacos, tales como vincristina, 6-
mercaptopurina, ciclofosfamida, citarabina y/o PEG-L-asparaginasa. En una realizacion, en sujetos que padecen leucemia
(p. €j., LLA, p. ej., LLA de riesgo estandar), un ciclo de consolidacion comprende el tratamiento con vincristina y 6-
mercaptopurina, p. €j., con dosis de 1,5 mg/m?y 75 mg/m?, respectivamente. En una realizacion, en sujetos que padecen
leucemia (p. ej., LLA, p. ej., LLA de riesgo alto) un ciclo de consolidacion comprende el tratamiento con vincristina, 6-
mercaptopurina, ciclofosfamida, citarabina y PEG-L-asparaginasa, p. €j., a dosis de 1,5 mg/m?, 60 mg/m?, 1 g/m?, 75
mg/m? y 2500 mg/mZ, respectivamente.

En las realizaciones, un ciclo adicional de quimioterapia comprende un ciclo de mantenimiento, en el que el objetivo es
reducir el riesgo a largo plazo de recaida en el cancer, o un ciclo de mantenimiento intermedio, en el cual el objetivo es
proporcionar un descanso del tratamiento intensivo. En las realizaciones, se realiza un ciclo de mantenimiento intermedio
después de la induccion y, en algunos casos, después de la consolidacién. En las realizaciones, se realiza un ciclo de
mantenimiento intermedio antes de un ciclo de intensificacion retrasado. En algunas realizaciones, se realiza un ciclo de
mantenimiento intermedio después de un ciclo de intensificacion retrasado. En las realizaciones, un ciclo de
mantenimiento es el Ultimo ciclo de la quimioterapia, p. ej., después de la induccién, consolidacién, mantenimiento
intermedio y/o intensificacion retrasada. En algunas realizaciones, en sujetos que padecen leucemia (p. ej., LLA, p. €j.,
LLA de riesgo estandar), un ciclo de mantenimiento intermedio comprende tratamiento con vincristina y metotrexato, p.
ej., a dosis de 7,5 mg/m? y 500 mg/m?, respectivamente. En algunas realizaciones, en sujetos que padecen leucemia (p.
ej., LLA, p. €j., LLA de riesgo alto) un ciclo de mantenimiento intermedio comprende el tratamiento con vincristina,
metotrexato y 6-mercaptopurina, p. €j., a dosis de 7,5 mg/m?, 20 mg/m?y 25 mg/m?, respectivamente. En las realizaciones,
los sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA, p. €j., LLA de riesgo estandar), un ciclo de mantenimiento comprende el
tratamiento con vincristina, dexametasona, 6-mercaptopurina y metotrexato, p. ej., a dosis de 1,5 mg/m?, 6 mg/m?, 75
mg/m? y 20 mg/m?, respectivamente. En las realizaciones, en los sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA, p. ej., LLA
de riesgo alto) un ciclo de mantenimiento comprende el tratamiento con vincristina, prednisona, 6-mercaptopurina y
metotrexato, p. e€j., a dosis de 1,5 mg/m?, 40 mg/m?, 75 mg/m? y 20 mg/m?, respectivamente.

En las realizaciones, un ciclo adicional de quimioterapia comprende un ciclo de intensificacién retrasado, en el que el
objetivo es eliminar cualesquiera células cancerosas restantes. En las realizaciones, un ciclo de intensificacion retrasado
se realiza después de un ciclo de consolidacién vy, p. ej., después de un ciclo de mantenimiento intermedio. En las
realizaciones, en los sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA, p. €j., LLA de riesgo estandar), un ciclo de intensificacion
retrasado comprende el tratamiento con vincristina, dexametasona, doxorrubicina, PEG-L-asparaginasa, ciclofosfamida,
citarabina y 6-tioguanina, p. ej., a dosis de 4,5 mg/m?, 10 mg/m?, 75 mg/m?2, 2500 U/m?, 1 g/m?, 60 mg/m? y 60 mg/mZ,
respectivamente. En las realizaciones, en sujetos que padecen leucemia (p. €j., LLA, p. ej., LLA de riesgo alto), un ciclo
de intensificacion retrasada comprende tratamiento con vincristina, dexametasona, doxorrubicina, PEG-L-asparaginasa,
ciclofosfamida, citarabina y 6-tioguanina, p. ej., con dosis de 7,5 mg/m?, 10 mg/m?, 75 mg/m?, 5000 U/m?, 1 g/m?, 60
mg/m? y 60 mg/m?, respectivamente.

En algunas realizaciones, se trata a un sujeto con intensidades variables de pautas quimioterapicas en funcién de medidas
de riesgo, p. €j., para maximizar la supervivencia a la vez que se minimiza la toxicidad. En las realizaciones, se clasifica
a un sujeto, p. €j., con LLA (p. €j., LLA pediatrico) en un grupo de riesgo estandar o riesgo alto, p. ej., en funcién del
recuento de glébulos blancos y de la edad, p. €j., basandose en la clasificacion de grupos de riesgo del Instituto Nacional
del Cancer (NCI, por sus siglas en inglés). Véase, p. €j., Smith et al. J. Clin. Oncol. 14.1(1996): 18-24. Por ejemplo, se
clasifica a un sujeto en un grupo de riesgo estandar si el recuento de glébulos blancos es inferior a 50 000 células por
microlitro y el sujeto tiene de 1 a 10 afios. Por ejemplo, se clasifica a un sujeto en un grupo de riesgo alto si el recuento
de glébulos blancos es de 50 000 células por microlitro o superior y/o el sujeto tiene 10 afios de edad o mas. En las
realizaciones, se clasifica a un sujeto, p. ej., con LLA (p. €j., LLA pediatrico), en un grupo de riesgo muy alto como se
describe en Mdriche et al. Blood 111.9(2008):4477-89; y Pui et al. Blood 92.2(1998):411-5. Por ejemplo, los sujetos con
LLA que tienen una o mas de las siguientes caracteristicas se clasifican como LLA de riesgo muy alto: un sujeto que es
un lactante; un sujeto con anomalias citogenéticas adversas (p. €j., 1(9;22), reordenamientos del gen MLL y baja
hipodiploidia (<44 cromosomas); un sujeto que tiene una respuesta temprana lenta a la terapia inicial; un sujeto que tiene
un nivel de enfermedad minima residual (EMR) al final de un ciclo de induccién o en ciclos posteriores; un sujeto con
enfermedad morfolégicamente persistente después de un ciclo de induccion.

En una realizacion, el tratamiento de referencia para LLC incluye, entre otras, las terapias a modo de ejemplo descritas
en el presente documento, p. €j., descritas en la Tabla 5, y combinaciones de estas.

Tabla 5: Terapias a modo de ejemplo para LLC
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Primera linea 2 70 afnos con enfermedades asociadas sin del(11q) o del(17p) del(17p) |del(11q)
X X
X

Obinutuzumab + clorambucilo
Rituxan + clorambucilo
Rituxan

Clorambucilo

Fludarabinat Rituxan
Cladribina

Bendamustina + Rituxan

X | X | X| X X| X| X

PCR (pentostatina, ciclofosfamida, Rituxan) X X
Primera linea < 70 afnos sin enfermedades asociadas significativas
FCR (Fludarabina, ciclofosfamida, Rituxan)

FR (Fludarabina, Rituxan)

PCR

Bendamustina + Rituxan

X | X | X | X| X
>

Obinutuzumab + clorambucilo

Segunda linea - Recaida/Refractario 2 70 afios
Imbruvica

FCR de dosis reducida

PCRR de dosis reducida

Bendamustina £ Rituxan

Ofatumumab

Alemutuzumab + Rituxan

Dosis alta de metilprednisona (HDMP) + rituximab

X | X| X| X
X | X | X | X|X|X|X|X|X

Lenalidomida + Rituxan

X | X| X | X|X|X|X|X|X

Rituximab de dosis densa

Segunda linea - Recaidalrefractario < afios sin enfermedades asociadas significativas
Imbruvica

FCR (Fludarabina, ciclofosfamida, Rituxan)

PCR

Bendamustina £ Rituxan

Fludarabina + alemtuzumab

R-CHOP (Rituxan, ciclofosfamida, dosorrubicina, vincristina, prednisona)
Ofatumumab

OFAR (oxaliplatino, Fludara, citarabina, Rituxan)

HDMP + rituximab

Lenalidomida + Rituxan

X|X|X| X X| X|X| X|X|X

X | X | X | X| X
X|X|X| X X| X|X| X|X|X

En una realizacion, el tratamiento de referencia para LLC incluye (1) radioterapia, (2) quimioterapia, (3) cirugia (p. €j.,
extirpacion del bazo), (4) terapia dirigida, (5) trasplante de células madre y combinaciones de estos. En una realizacion,
el tratamiento de referencia comprende radioterapia externa. En una realizacion, el tratamiento de referencia comprende
radioterapia interna (p. €j., sustancia radiactiva sellada en agujas, guias o catéteres, por ejemplo, que se colocan
directamente en el cancer o cerca de este).
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En una realizacion, el tratamiento de referencia para LLA incluye, entre otras, las terapias a modo de ejemplo descritas
en el presente documento, p. €j., descritas en la Tabla 6, y combinaciones de estas.

Tabla 6: Terapias a modo de ejemplo para LLA
Primera linea

RCHOP (Rituxan, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisona)

RCHOP de dosis densa (categoria 3)

EPOCH con dosis ajustada (etoposido, prednisona, vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina) + Rituxan
Terapia de primera linea para sujetos con funcién ventricular izquierda deficiente o muy fragil
RCEPP (rituximab, ciclofosfamida, etopdsido, prednisona, procarbazina)

RCEORP (rituximab, ciclofosfamida, etopdsido, vincristina, prednisona)

RCNOP (rituximab, ciclofosfamida, mitoxantrona, vincristina, prednisona)

RCEORP (rituximab, ciclofosfamida, etopésido, vincristina, prednisona)

EPOCH con dosis ajustada (etoposido, prednisona, vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina) + Rituxan

Segunda linea - proceder a terapia con dosis elevada con rescate con células madre autélogas
DHAP (dexametasona, cisplatino, citarabina) + Rituxan

ESHAP (etopdsido, metilprednisolona, citarabina, cisplatino) + Rituxan

GDP (gemcitabina, dexametasona, cisplatino) £ Rituxan

GemOx (gemcitabina, oxaliplatino) £ Rituxan

ICE (ifosfamida, carboplatino, etopésido) + Rituxan

MINE (mesna, ifosfamida, mitoxantrona, etopdsido) + Rituxan

Terapia de segunda linea (no son candidatos para terapia con dosis elevada)
CEPP (ciclofosfamida, etopésido, prednisona, procarbazina) + Rituxan

CEORP (ciclofosfamida, etopdsido, vincristina, prednisona) + Rituxan

DA-EPOCH % Rituxan

Revlimid + Rituxan

Rituxan

GemOx = Rituxan

GDP % Rituxan

Bendamustina + Rituxan

En una realizacion, el tratamiento de referencia para LLA incluye (1) quimioterapia, (2) radioterapia, (3) trasplante de
células madre, (4) terapia bioldgica, (5) terapia dirigida y combinaciones de estos.

En una realizacion, el tratamiento referencia incluye, entre otros, fludarabina con ciclofosfamida (FC); fludarabina con
rituximab (FR); fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR); ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona
(CHOP); y combinaciones de estos. Los agentes quimioterapicos generales considerados para su uso incluyen, entre
otros, anastrozol (Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®), busulfan
para inyeccién (Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N4-pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino
(Paraplatin®), carmustina (BiCNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®), ciclofosfamida
(Cytoxan® o Neosar®), citarabina, arabindsido de citosina (Cytosar-U®), citarabina en liposomas para inyeccién (DepoCyt®),
dacarbazina (DTIC-Dome®), dactinomicina (actinomicina D, Cosmegan), clorhidrato de daunorrubicina (Cerubidine®),
citrato de daunorrubicina en liposomas para inyeccion (DaunoXome®), dexametasona, docetaxel (Taxotere®), clorhidrato
de doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®), etopdsido (Vepesid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®,
Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), |darrubicina
(Idamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L-asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina de calcio, melfalan
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(Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), mylotarg, paclitaxel
(Taxol®), phoenix (Itric90/MX-DTPA), pentostatina, polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de
tamoxifeno (Nolvadex®), tenipdsido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), clorhidrato de topotecan
para inyeccion (Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), vinorelbina (Navelbine®), y combinaciones de
estos.

En una realizacién, la quimioterapia comprende un antimetabolito incluidos, entre otros, antagonistas del acido fdlico
(también denominados en el presente documento antifolatos), analogos de pirimidina, analogos de purina e inhibidores
de la adenosina:-desaminasa): metotrexato (Rheumatrex®, Trexall®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®, Fluoroplex®),
floxuridina (FUDF®), citarabina (Cytosar-U®, Tarabina PFS), 6-mercaptopurina (Puri-Nethol®)), 6-tioguanina (Thioguanine
Tabloid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), pentostatina (Nipent®), pemetrexed (Alimta®), raltitrexed (Tomudex®),
cladribina (Leustatin®), clofarabina (Clofarex®, Clolar®), citarabina liposdmica (también conocida como Ara-C Liposémica,
DepoCyt™); decitabina (Dacogen®); hidroxiurea (Hydrea®, Droxia™ y Mylocel™); mercaptopurina (Puri-Nethol®),
pralatrexato (Folotyn™); capecitabina (Xeloda®), nelarabina (Arranon®), azacitidina (Vidaza®) y gemcitabina (Gemzar®).
Los antimetabolitos preferidos incluyen, p. ej., 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®, Fluoroplex®), floxuridina (FUDF®),
capecitabina (Xeloda®), pemetrexed (Alimta®), raltitrexed (Tomudex®) y gemcitabina (Gemzar®), y combinaciones de estos.
En una realizacién, el analogo de purina es fludarabina.

En una realizacion, la quimioterapia comprende un agente alquilante que incluye, entre otros, mostazas nitrogenadas,
derivados de etilenimina, alquilsulfonatos, nitrosoureas y triazenos, mostaza de uracilo (Aminouracil Mustard®,
Chlorethaminacil®, Demethyldopan®, Desmethyldopan® Haemanthamine®, Nordopan® Uracil nitrogen mustard®,
Uracillost®, Uracilmostaza®, Uramustin®, Uramustine®), clormetina (Mustargen®), ciclofosfamida (Cytoxan®, Neosar®,
Clafen®, Endoxan®, Procytox®, Revimmune™), ifosfamida (Mitoxana®), melfalan (Alkeran®), clorambucilo (Leukeran®),
pipobroman (Amedel®, Vercyte®), trietilenmelamina (Hemel®, Hexalen®, Hexastat®), trietilentiofosforamina, temozolomida
(Temodar®), tiotepa (Thioplex®), busulfan (Busilvex®, Myleran®), carmustina (BiCNU®), lomustina (CeeNU®),
estreptozocina (Zanosar®) y Dacarbazina (DTIC-Dome®) y combinaciones de estos. Los agentes alquilantes a modo de
ejemplo adicionales incluyen, entre otros, Oxaliplatino (Eloxatin®); Temozolomida (Temodar® y Temodal®); Dactinomicina
(también conocida como actinomicina-D, Cosmegen®); Melfalan (también conocido como L-PAM, L-sarcolisina y mostaza
de fenilalanina, Alkeran®); Altretamina (también conocida como hexametilmelamina (HMM), Hexalen®); Carmustina
(BiCNU®); Bendamustina (Treanda®); Busulfan (Busulfex® y Myleran®); Carboplatino (Paraplatin®); Lomustina (también
conocida como CCNU, CeeNU®); Cisplatino (también conocido como CDDP, Platinol® y Platinol®-AQ); Clorambucilo
(Leukeran®); Ciclofosfamida (Cytoxan® y Neosar®); Dacarbazina (también conocida como DTIC, DIC e imidazol
carboxamida, DTIC-Dome®); Altretamina (también conocida como hexametilmelamina (HMM), Hexalen®); Ifosfamida
(Ifex®); Prednumustina; Procarbazina (Matulane®); Mecloretamina (también conocida como mostaza nitrogenada, mustina
y clorhidrato de mecloretamina, Mustargen®); Estreptozocina (Zanosar®); Tiotepa (también conocido como tiofosfamida,
TESPA y TSPA, Thioplex®); Ciclofosfamida (Endoxan®, Cytoxan®, Neosar®, Procitox®, Revimmune®); Bendamustina HCI
(Treanda®) y combinaciones de estos. En una realizacion, el agente alquilante es bendamustina. En una realizacién, el
agente alquilante es ciclofosfamida.

En una realizacion, el agente quimioterapico es un inhibidor de cinasas, p. €j., un inhibidor de tirosina--cinasas incluidos,
entre otros, clorhidrato de erlotinib (Tarceva®); linifanib (N-[4-(3-amino-1H-indazol-4-il)fenil]-N'-(2-fluoro-5-metilfenil)urea,
también conocida como ABT 869, que se puede adquirir de Genentech); malato de sunitinib (Sutent®); bosutinib (4-[(2,4-
dicloro-5-metoxifenil)amino]-6-metoxi-7-[3-(4-metilpiperazin-1-il)propoxiJquinolin-3-carbonitrilo, también conocido como
SKI-606, y descrito en la Patente de EE. UU. N.° 6 780 996); dasatinib (Sprycel®); pazopanib (Votrient®); sorafenib
(Nexavar®); zactima (ZD6474); e imatinib o mesilato de imatinib (Gilvec® y Gleevec®). En una realizacion, el inhibidor de
cinasas es un inhibidor de BTK seleccionado entre ibrutinib (PCI-32765); GDC-0834; RN-486; CGI-560; CGI-1764; HM-
71224; CC-292; ONO-4059; CNX-774; y LFM-A13. En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de CDK4
seleccionado entre aloisina A, flavopiridol o HMR-1275, 2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-[(3S,4R)-3-hidroxi-1-metil-4-
piperidinil]-4-cromenona; crizotinib (PF-02341066; 2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-[(2R,3S)-2-(hidroximetil)-1-metil-3-
pirrolidinil]- 4H-1-benzopiran-4-ona, clorhidrato (P276-00); 1-metil-5-[[2-[5-(trifluorometil)-1H-imidazol-2-il]-4-piridinil]oxi]-
N-[4-(trifluorometil)fenil]-1H-bencimidazol-2-amina (RAF265); indisulam (E7070); roscovitina (CYC202); palbociclib
(PD0332991); dinaciclib (SCH727965); N-[5-[[(5-tert-butiloxazol-2-il)metilJtio]tiazol-2-il]piperidin-4-carboxamida (BMS
387032); acido 4-[[9-cloro-7-(2,6-difluorofenil)-5H-pirimido[5,4-d][2]benzazepin-2-ilJlamino]benzoico (MLN8054); 5-[3-(4,6-
difluoro-1H-bencimidazol-2-il)-1H-indazol-5-il]-N-etil-4-metil-3-piridinmetanamina (AG-024322); N-(piperidin-4-il)amida del
acido 4-(2,6-diclorobenzoilamino)-1H-pirazol-3-carboxilico (AT7519); 4-[2-metil-1-(1-metiletil)-1H-imidazol-5-il]-N-[4-
(metilsulfonil)fenil]-2-pirimidinamina (AZD5438); y XL281 (BMS908662). En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un
inhibidor de MNK seleccionado entre CGP052088; 4-amino-3-(p-fluorofenilamino)pirazolo[3,4-d]pirimidina (CGP57380);
cercosporamida; ETC-1780445-2; y 4-amino-5-(4-fluoroanilino)pirazolo[3,4-d]pirimidina.

En una realizacion, la terapia dirigida incluye, entre otros, un anticuerpo anti-CD20 o fragmento funcional de este, tal como,
p. €j., rituximab (Riuxan® y MabThera®); tositumomab (Bexxar®); y ofatumumab (Arzerra®), y combinaciones de estos. En
una realizacion, la terapia dirigida incluye, entre otros, un anticuerpo anti-CD52 o fragmento funcional de este tal como, p.
gj., alemtuzumab (Campath®).

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2948 133 T3

En una realizacion, la terapia bioldgica comprende inmunoterapia. Las antraciclinas de ejemplo incluyen, entre otras,
doxorrubicina (Adriamycin® y Rubex®); bleomicina (lenoxano®); daunorrubicina (clorhidrato de dauorrubicina, daunomicina
y clorhidrato de rubidomicina, Cerubidine®); daunorrubicina liposomica (liposoma de citrato de daunorrubicina,
DaunoXome®); mitoxantrona (DHAD, Novantrone®); epirrubicina (Ellence™); idarrubicina (Idamycin®, Idamycin PFS®);
mitomicina C (Mutamycin®); geldanamicina; herbimicina; ravidomicina; desacetilravidomicina y combinaciones de estas.

En una realizacion, el trasplante de células madre comprende un trasplante de células madre autégenas. En una
realizacion, el trasplante de células madre comprende un trasplante de células madre alogénicas. En una realizacion, el
trasplante de células madre comprende un trasplante de médula 6sea alogénica. En una realizacion, el trasplante de
células madre comprende un trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH). En una realizacién, las células madre
hematopoyéticas proceden de diversos tejidos incluidos, entre otros, médula dsea, sangre periférica, sangre del cordon
umbilical y combinaciones de estas.

En un aspecto, la divulgacién proporciona el tratamiento de una enfermedad asociada con la expresion de CD19. En un
aspecto, la divulgacién proporciona el tratamiento de una enfermedad en donde parte del tumor es negativo para CD19 y
parte del tumor es positivo para CD19. Por ejemplo, los métodos proporcionados son utiles para tratar sujetos que han
sido sometidos a tratamiento por una enfermedad asociada con una expresién elevada de CD19, en donde el sujeto que
ha sido sometido a tratamiento por niveles elevados de CD19 exhibe una enfermedad asociada con niveles elevados de
CD19.

En un aspecto, los métodos proporcionados comprenden un vector que comprende un CAR CD19 ligado operablemente
a un promotor para la expresién en células de mamifero (p. €j., linfocitos T o linfocitos NK). En un aspecto, los métodos
proporcionados comprenden una célula recombinante (p. €j., linfocito T o linfocito NK) que expresa un CAR CD19 para
su uso en el tratamiento de tumores que sobreexpresan CD19, en donde el linfocito T recombinante que expresa el CAR
CD19 se denomina célula que expresa CAR CD19. En un aspecto, una célula que expresa CAR CD19 (p. €j., Linfocito T,
linfocito NK) administrada de acuerdo con los métodos proporcionados es capaz de poner en contacto una célula tumoral
con al menos un CAR CD19 expresado en su superficie de modo que la célula que expresa el CAR se dirige a la célula
tumoral y se inhibe el crecimiento del tumor.

En un aspecto, la divulgacion presenta un método para inhibir el crecimiento de una célula tumoral que expresa CD19,
que comprende poner en contacto la célula tumoral con una célula que expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK)
descrita en el presente documento de modo que la célula que expresa CAR se activa en respuesta al antigeno y se dirige
a la célula cancerosa, en donde se inhibe el crecimiento del tumor.

En un aspecto, la divulgacion incluye un tipo de terapia celular donde los linfocitos T se modifican genéticamente para
expresar un CAR y la célula que expresa CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK) se infunde a un receptor que lo necesita. La
célula infundida puede destruir las células tumorales en el receptor. A diferencia de las terapias con anticuerpos, las
células modificadas con un CAR (p. €j., linfocitos T o linfocitos NK) son capaces de replicarse in vivo lo que da como
resultado una persistencia a largo plazo que puede conllevar un control sostenido del tumor. En diversos aspectos, las
células administradas al paciente, o su descendencia, persisten en el paciente durante al menos cuatro meses, cinco
meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, trece meses, catorce
meses, quince meses, dieciséis meses, diecisiete meses, dieciocho meses, diecinueve meses, veinte meses, veintitn
meses, veintidos meses, veintitrés meses, dos afos, tres afios, cuatro afios o cinco afios después de la administracion
de la célula al paciente.

La divulgacion también incluye un tipo de terapia celular donde las células (p. €j., linfocitos T o linfocitos NK) estan
modificadas, p. ej., mediante ARN transcrito in vitro, para expresar de manera transitoria un receptor de antigeno quimérico
(CAR) y la célula que expresa el CAR (p. €j., linfocito T o linfocito NK) se infunde a un receptor que lo necesita. La célula
infundida puede destruir las células tumorales en el receptor. Por lo tanto, en varios aspectos, las células administradas
al paciente estan presentes durante menos de un mes, p. €j., tres semanas, dos semanas, una semana, después de la
administracion de la célula (p. €j., linfocito T, linfocito NK) al paciente.

Sin desear limitarse a ninguna teoria en particular, la respuesta inmunitaria antitumoral inducida por las células
modificadas con CAR (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) puede ser una respuesta inmunitaria activa o pasiva, o, como
alternativa puede deberse a una reaccion inmunitaria directa frente a indirecta. En un aspecto, los linfocitos T transducidos
con un CAR exhiben una secrecion de citocinas proinflamatorias especificas y una potente actividad citolitica en respuesta
a células cancerosas humanas que expresan el CD19, resisten la inhibicion de CD19 soluble, median en la muerte de
células vecinas y median en la regresion de un tumor humano establecido. Por ejemplo, las células tumorales sin antigeno
dentro de un campo heterogéneo de un tumor que expresa CD19 pueden ser susceptibles a la destruccion indirecta por
linfocitos T redirigidos a CD19 que han reaccionado previamente contra las células cancerosas positivas para el antigeno
adyacentes.

En un aspecto, las células modificadas con CAR totalmente humanas (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) descritas en el
presente documento pueden ser un tipo de vacuna para la inmunizacion ex vivo y/o terapia in vivo en un mamifero. En un
aspecto, el mamifero es un ser humano.
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Con respecto a la inmunizacion ex vivo, ocurre al menos una de las siguientes in vitro antes de administrar la célula a un
sujeto: i) expansion de las células, ii) introduccion de un acido nucleico que codifica un CAR en las células o iii)
crioconservacion de las células.

En la técnica existe constancia de procedimientos ex vivo y estos se analizan con mas detalle mas adelante. En resumen,
las células se aislan de un sujeto (p. €j., un ser humano) y se modifican genéticamente (es decir, se transducen o
transfectan in vitro) con un vector que expresa un CAR descrito en el presente documento. La célula modificada con un
CAR se puede administrar a un receptor mamifero para proporcionar un beneficio terapéutico. El receptor mamifero puede
ser un ser humano y la célula modificada con un CAR puede ser autéloga con respecto al receptor. Como alternativa, las
células pueden ser alogénicas, singénicas 0 xenogénicas con respecto al receptor.

Canceres hematicos

Las afecciones de tipo cancer hematico son tipos de cancer tales como la leucemia y las afecciones linfoproliferativas
malignas que afectan la sangre, la médula 6sea y el sistema linfatico.

La leucemia se puede clasificar como leucemia aguda y leucemia cronica. La leucemia aguda se puede clasificar, ademas,
como leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia linfoide aguda (LLA). La leucemia crénica incluye leucemia mielégena
cronica (LMC) y leucemia linfoide cronica (LLC). Otras afecciones relacionadas incluyen sindromes mielodisplasicos (SMD,
conocidos previamente como "preleucemia”) que son un conjunto diverso de afecciones hematicas que tienen en comun
la produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides y riesgo de transformacion en LMA.

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos para tratar el cancer. En un aspecto, el cancer es un
cancer hematico que incluye, entre otros, un cancer hematico que es una leucemia o un linfoma. En un aspecto, las células
que expresan CAR (p. €j., linfocitos T o linfocitos NK) de la divulgacién se pueden utilizar para tratar canceres y neoplasias
malignas tales como, entre otros, p. €j., leucemias agudas que incluyen, entre otras, p. €j., LLA-B, LLA-T, LLA; una o mas
leucemias cronicas que incluyen, entre otras, p. ej., LMC, LLC; canceres hematicos o afecciones hematicas adicionales
que incluyen, entre otros, p. €j., leucemia promielocitica de linfocitos B, neoplasia blastica de células dendriticas
plasmocitoides, linfoma de Burkitt, linfoma difuso de linfocitos B grandes, linfoma folicular, tricoleucemia, linfoma folicular
microcitico o macrocitico, afecciones linfoproliferativas malignas, linfoma MALT, linfoma de células del manto (LCM),
linfoma de zonas marginales, mieloma multiple, mielodisplasia y sindrome mielodisplésico, linfoma no hodgkiniano,
linfoma de Hodgkin, linfoma plasmoblastico, neoplasia de células dendriticas plasmocitoides, macroglobulinemia de
Waldenstrém y «preleucemia» que es una coleccidon diversa de afecciones hematicas que tienen en comun una
produccion ineficaz (o displasia) de células sanguineas mieloides, y similares. La presente invencion se refiere a
poblaciones de células efectoras inmunitarias para su uso en un método para tratar leucemia en un sujeto pediatrico o
mejorar la inmunidad antitumoral en un sujeto pediatrico que padece una leucemia.

La presente divulgacion también proporciona la inhibicion de la proliferacién o la reduccion de una poblacion de células
que expresan CD19, comprendiendo los métodos poner en contacto una poblacion de células que comprenden una célula
que expresa CD19 con una célula que expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) descrita en el presente
documento que se une a la célula que expresa CD19. En un aspecto especifico, la divulgacion proporciona la inhibicion
de la proliferacion o la reduccién de la poblacion de células cancerosas que expresan CD19, comprendiendo los métodos
poner en contacto la poblacién de células cancerosas que expresan CD19 con una célula que expresa CAR CD19 (p. €j.,
linfocito T, linfocito NK) descrita en el presente documento que se une a la célula que expresa CD19. En un aspecto, la
presente divulgacion proporciona la inhibicion de la proliferacién o la reduccién de la poblacion de células cancerosas que
expresan CD19, comprendiendo los métodos poner en contacto la poblacion de células cancerosas que expresan CD19
con una célula que expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) descrita en el presente documento que se une a la
célula que expresa CD19. En ciertos aspectos, la célula que expresa CAR anti-CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) reduce
la cantidad, el numero, el total o el porcentaje de células y/o células cancerosas en al menos un 25 %, al menos un 30 %,
al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 65 %, al menos un 75 %, al menos un 85 %, al menos un 95 % o al
menos un 99 % en un sujeto con o modelo en animales de leucemia mieloide u otro cancer asociado con células que
expresan CD19 con respecto a un control negativo. En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

La presente divulgacion también proporciona la prevencion, tratamiento y/o gestién de una enfermedad asociada con
células que expresan CD19 (p. €j., un cancer hematico o cancer atipico que expresa CD19), comprendiendo los métodos
administrar a un sujeto que lo necesita una célula que expresa CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK) descrita en el presente
documento que se une a la célula que expresa CD19. En un aspecto, el sujeto es un ser humano. Los ejemplos no
limitantes de trastornos asociados con células que expresan CD19 incluyen trastornos autoinmunitarios (tales como el
lupus), trastornos inflamatorios (tales como alergias y asma) y canceres (tales como canceres hematicos o canceres
atipicos que expresan CD19).

La presente divulgacion también proporciona la prevencion, tratamiento y/o gestiéon de una enfermedad asociada con
células que expresan CD19, comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que lo necesita una célula que expresa
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CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) descrita en el presente documento que se une a la célula que expresa CD19.
En un aspecto, el sujeto es un ser humano.

La presente divulgacién proporciona la prevencién de la recaida de un cancer asociado con células que expresan CD19
(p. €j., un cancer hematico tal como LLA y LLC), comprendiendo los métodos administrar a un sujeto que lo necesita una
célula que expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) descrita en el presente documento que se une a la célula
que expresa CD19. En un aspecto, los métodos comprenden administrar al sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de
una célula que expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK) descrito en el presente documento que se une a la
célula que expresa CD19 en combinacién con una cantidad eficaz de otra terapia.

Terapia combinada

Se apreciara que cualquier terapia contra el cancer como se ha descrito anteriormente y en el presente documento se
puede administrar en combinacion con una o mas terapias adicionales para tratar y/o reducir los sintomas de un cancer
descrito en el presente documento. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar simultaneamente con, antes
de, o después de, una o mas de otras terapias adicionales 0 agentes terapéuticos. En una realizacion, se puede usar una
célula que expresa CAR descrita en la presente en combinacién con otros agentes y terapias conocidos. La administracion
«en combinaciony, tal como se utiliza en el presente documento, significa que se suministran dos (0 mas) tratamientos
diferentes al sujeto durante el transcurso de la afectacién del sujeto con el trastorno, p. €j., se suministran los dos o mas
tratamientos después de que se le haya diagnosticado al sujeto el trastorno y antes de que el trastorno se haya curado o
eliminado o se haya detenido el tratamiento por otras razones. En algunas realizaciones, el suministro de un tratamiento
todavia se esta produciendo cuando comienza el suministro del segundo, de modo que hay solapamiento en cuanto a la
administracion. Esto se denomina, en ocasiones, en el presente documento «suministro simultaneo» o «concurrente». En
otras realizaciones, el suministro de un tratamiento termina antes de que comience el suministro del otro tratamiento. En
algunas realizaciones de cualquier caso, el tratamiento es mas eficaz debido a la administracién combinada. Por ejemplo,
el segundo tratamiento es mas eficaz, p. €j., se observa un efecto equivalente con menos del segundo tratamiento, o el
segundo tratamiento reduce los sintomas en mayor medida que lo que se veria si el segundo tratamiento se administrara
en ausencia del primer tratamiento, o se observa la situacion analoga con el primer tratamiento. En algunas realizaciones,
el suministro es tal que la reduccion de un sintoma u otro parametro relacionado con el trastorno es mayor de la que se
observaria con un tratamiento suministrado en ausencia del otro. El efecto de los dos tratamientos puede ser parcialmente
aditivo, totalmente aditivo o mas que aditivo. El suministro puede ser tal que un efecto del primer tratamiento suministrado
todavia sea detectable cuando se suministra el segundo.

Una célula que expresa CAR descrita en el presente documento y el al menos un agente terapéutico adicional se pueden
administrar simultaneamente, en las mismas composiciones 0 en composiciones separadas, o secuencialmente. Para la
administracion secuencial, la célula que expresa CAR descrita en el presente documento se puede administrar primero y
el agente adicional se puede administrar en segundo lugar, o el orden de administracion se puede invertir.

En aspectos adicionales, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento puede utilizarse en una pauta
de tratamiento en combinacion con cirugia, quimioterapia, radiacion, agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina,
azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablativos, tales como CAMPATH,
anticuerpos anti-CD3 u otras terapias con anticuerpos, citoxina, fludarabina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, FR901228, citocinas e irradiacion con vacuna peptidica, tal como se describe en |zumoto et al.
2008 J NEUROSURG 108:963-971.

Se puede utilizar una célula que expresa CAR descrita en el presente documento en combinaciéon con un agente
quimioterapico. Los agentes quimioterapicos de ejemplo incluyen una antraciclina (p. ej., doxorrubicina (p. e€j.,
doxorrubicina liposémica)), un alcaloide de la vinca (p. €j., vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina), un agente
alquilante (p. ej., bendamustina, ciclofosfamida, decarbazina, melfalan, ifosfamida, temozolomida), una célula inmunitaria
de tipo anticuerpo (p. ej., alemtuzamab, gemtuzumab, rituximab, tositumomab), un antimetabolito (incluidos, p. €j.,
antagonistas del acido félico, analogos de pirimidina, analogos de purina e inhibidores de la adenosina--desaminasa (p.
ej., fludarabina)), un inhibidor de mTOR, un agonista de la proteina relacionada con TNFR inducida por glucocorticoides
TNFR (GITR), un inhibidor del proteasoma (p. €j., aclacinomicina A, gliotoxina o bortezomib), un inmunomodulador tal
como talidomida o un derivado de talidomida (p. €j., lenalidomida) y combinaciones de estos. En la presente invencion,
las células que expresan CAR se administran combinadas con quimioterapia que comprende ciclofosfamida y/o citarabina.

Los agentes quimioterapicos generales considerados para su uso en terapias combinadas incluyen anastrozol (Arimidex®),
bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®), busulfan para inyeccion (Busulfex®),
capecitabina (Xeloda®), N4-pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino (Paraplatin®), carmustina (BiCNU®),
clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®), ciclofosfamida (Cytoxan® o Neosar®), citarabina,
arabindsido de citosina (Cytosar-U®), citarabina en liposomas para inyeccion (DepoCyt®), dacarbazina (DTIC-Dome®),
dactinomicina (dactinomicina, Cosmegan), clorhidrato de daunorrubicina (Cerubidine®), citrato de daunorrubicina en
liposomas para inyeccion (DaunoXome®), dexametasona, docetaxel (Taxotere®), clorhidrato de doxorrubicina
(Adriamycin®, Rubex®), etopdsido (Vepesid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®),
flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), Idarrubicina (Idamycin®),
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ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L-asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina de calcio, melfalan (Alkeran®), 6-
mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), mylotarg, paclitaxel (Taxol®), phoenix
(Itrio90/MX-DTPA), pentostatina, polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de tamoxifeno (Nolvadex®),
teniposido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), clorhidrato de topotecan para inyeccion
(Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®) y vinorelbina (Navelbine®).

Los agentes alquilantes de ejemplo incluyen, entre otros, mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina,
alquilsulfonatos, nitrosoureas y triazenos, mostaza de uracilo (Aminouracil Mustard®, Chlorethaminacil®, Demethyldopan®,
Desmethyldopan®, Haemanthamine®, Nordopan®, Uracil nitrogen mustard®, Uracillost®, Uraciimostaza® Uramustin®,
Uramustine®), clormetina (Mustargen®), ciclofosfamida (Cytoxan®, Neosar®, Clafen®, Endoxan®, Procitox®, Revimmune™),
ifosfamida  (Mitoxana®), melfalan (Alkeran®), Clorambucilo (Leukeran®), pipobroman (Amedel®, Vercyte®),
trietilenmelamina (Hemel®, Hexalen®, Hexastat®), trietilentiofosforamina, Temozolomida (Temodar®), tiotepa (Thioplex®),
busulfan (Busilvex®, Myleran®), carmustina (BiCNU®), lomustina (CeeNU®), estreptozocina (Zanosar®) y Dacarbazina
(DTIC-Dome®) y combinaciones de estos. Los agentes alquilantes a modo de ejemplo adicionales incluyen, entre otros,
Oxaliplatino (Eloxatin®); Temozolomida (Temodar® y Temodal®); Dactinomicina (también conocida como actinomicina-D,
Cosmegen®); Melfalan (también conocido como L-PAM, L-sarcolisina y mostaza de fenilalanina, Alkeran®); Altretamina
(también conocida como hexametilmelamina (HMM), Hexalen®); Carmustina (BiCNU®); Bendamustina (Treanda®);
Busulfan (Busulfex® y Myleran®); Carboplatino (Paraplatin®); Lomustina (también conocida como CCNU, CeeNU®);
Cisplatino (también conocido como CDDP, Platinol® y Platinol®-AQ); Clorambucilo (Leukeran®); Ciclofosfamida (Cytoxan®
y Neosar®); Dacarbazina (también conocida como DTIC, DIC e imidazol carboxamida, DTIC-Dome®); Altretamina (también
conocida como hexametiimelamina (HMM), Hexalen®); Ifosfamida (Ifex®); Prednumustina; Procarbazina (Matulane®);
Mecloretamina (también conocida como mostaza nitrogenada, mustina y clorhidrato de mecloretamina, Mustargen®);
Estreptozocina (Zanosar®); Tiotepa (también conocido como tiofosfamida, TESPA y TSPA, Thioplex®); Ciclofosfamida
(Endoxan®, Cytoxan®, Neosar®, Procitox®, Revimmune®); Bendamustina HCI (Treanda®) y combinaciones de estos.

Los inhibidores de mTOR de ejemplo incluyen, entre otros, RAD0O01, temsirolimus; ridaforolimus (conocido formalmente
como deferolimus, dimetilfosfinato de (1R,2R,4S)-4-[(2R)-2[((1R,9S,12S,15R,16E,18R,19R,21R,
23E,24E,26F,282,30S,32S,35R)-1,18-dihidroxi-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-2,3,10,14,20-pentaoxo-
11,36-dioxa-4-azatriciclo[30.3.1.0*°|hexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-12-il propil]-2-metoxiciclohexilo, también conocido
como AP23573 y MK8669, y descrito en la Publicacion PCT N.° WO 03/064383); everolimus (Afinitor® o RAD001);
rapamicina (AY22989, Sirolimus®); simapimod (CAS 164301-51-3); emsirolimus, (5-{2,4-bis[(3S)-3-metilmorfolin-4-
ilpirido[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-metoxifenil)metanol (AZD8055); 2-amino-8-[trans-4-(2-hidroxietoxi)ciclohexil]-6-(6-metoxi-3-
piridinil)-4-metilpirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ona (PF04691502, CAS 1013101-36-4); y N?-[1,4-dioxo-4-[[4-(4-0x0-8-fenil-
4H-1-benzopiran-2-il)morfolinio-4-iljmetoxi]butil]-L-arginilglicil-L-a-aspartil-L-serina-(SEQ ID NO: 356), sal interna (SF1126,
CAS 936487-67-1) y XL765 y combinaciones de estos.

Los inmunomoduladores de ejemplo incluyen, entre otros, afutuzumab (disponible de Roche®); pedfilgrastim (Neulasta®);
lenalidomida (CC-5013, Revlimid®); talidomida (Thalomid®), actimid (CC4047); e IRX-2 (mezcla de citocinas humanas que
incluyen interleucina 1, interleucina 2 e interferon y, CAS 951209-71-5, disponible de IRX Therapeutics) y combinaciones
de estos.

Las antraciclinas de ejemplo incluyen, entre otras, doxorrubicina (Adriamycin® y Rubex®); bleomicina (lenoxano®);
daunorrubicina (clorhidrato de dauorrubicina, daunomicina y clorhidrato de rubidomicina, Cerubidine®); daunorrubicina
liposémica (liposoma de citrato de daunorrubicina, DaunoXome®); mitoxantrona (DHAD, Novantrone®); epirrubicina
(Ellence™); idarrubicina (Idamycin®, Idamycin PFS®); mitomicina C (Mutamycin®); geldanamicina; herbimicina;
ravidomicina; desacetilravidomicina y combinaciones de estas.

Los alcaloides de la vinca de ejemplo incluyen, entre otros, tartrato de vinorelbina (Navelbine®), vincristina (Oncovin®) y
vindesina (Eldisine®)); vinblastina (también conocida como sulfato de vinblastina, vincaleucoblastina y VLB, Alkaban-AQ®
y Velban®); vinorelbina (Navelbine®) y combinaciones de estos.

Los inhibidores del proteasoma de ejemplo incluyen, entre otros, bortezomib (Velcade®); carfilzomib (PX-171-007, (S)-4-
metil-N-((S)-1-(((S)-4-metil-1-((R)-2-metiloxiran-2-il)-1-oxopentan-2-il)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)-2-((S)-2-(2-
morfolinoacetamido)-4-fenilbutanamido)pentanamida); marizomib (NPI-0052); citrato de ixazomib (MLN-9708);
delanzomib (CEP-18770); O-metil-N-[(2-metil-5-tiazolil)carbonil]-L-seril-O-metil-N-[(1S)-2-[(2R)-2-metil-2-oxiranil]-2-oxo-
1-(fenilmetil)etil]-L-serinamida (ONX-0912) y combinaciones de estos.

Los agonistas de GITR de ejemplo incluyen, entre otros, proteinas de fusion de GITR y anticuerpos anti-GITR (p. €j.,
anticuerpos anti-GITR bivalentes), tales como, p. €j., una proteina de fusion de GITR descrita en la Patente de EE. UU.
N.°: 6 111 090, Patente Europea N.°: 090505B1, Patente de EE. UU. N.°: 8 586 023, Publicaciones PCT N.°s: WO
2010/003118 y 2011/090754, o un anticuerpo anti-GITR descrito, p. €j., en la Patente de EE. UU. N.°: 7 025 962, Patente
Europea N.°: 1947183B1, Patente de EE. UU. N.°: 7 812 135, Patente de EE. UU. N.°: 8 388 967, Patente de EE. UU. N.°:
8 591 886, Patente Europea N.°: EP 1866339, Publicacion PCT N.°: WO 2011/028683, Publicacién PCT N.°.:WO
2013/039954, Publicacion PCT N.° W02005/007190, Publicacion PCT N.°: WO 2007/133822, Publicacion PCT N.°
WO2005/055808, Publicacion PCT N.°: WO 99/40196, Publicacion PCT N.°: WO 2001/03720, Publicacion PCT N.°:
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W099/20758, Publicaciéon PCT N.°: WO2006/083289, Publicacion PCT N.°: WO 2005/115451, Patente de EE. UU. N.°
7 618 632 y Publicacion PCT N.°: WO 2011/051726.

En una realizacion, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento, tal como, p. €j., una célula que
expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK), p. ej., CTL0O19 se administra a un sujeto, p. €j., un sujeto identificado
como uno que responde parcialmente o que no responde, en combinacion con un inhibidor de mTOR, p. €j., un inhibidor
de mTOR descrito en el presente documento, p. €j., una via de sefializaciéon de la diana de la rapamicina, tal como RADOO1.
En una realizacién, el inhibidor de mTOR se administra antes que la célula que expresa CAR. Por ejemplo, en una
realizacion, el inhibidor de mTOR se puede administrar antes de la aféresis de las células. En un caso, el sujeto padece
cancer (p. €j., un cancer hematico tal como LLA o LLC). En una realizacién, el sujeto padece LLA. En una realizacion, el
sujeto padece LLC.

En una realizacion, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento, tal como, p. €j., una célula que
expresa CAR CD19 (p. €j., linfocito T, linfocito NK), p. ej., CTL0O19 se administra a un sujeto, p. €j., un sujeto identificado
como uno que responde parcialmente o que no responde, en combinacién con un agonista de GITR, p. €j., un agonista
de GITR descrito en el presente documento. En una realizacion, el agonista de GITR se administra antes que la célula
que expresa CAR. Por ejemplo, en una realizacion, el agonista de GITR se puede administrar antes de la aféresis de las
células. En una realizacion, el sujeto padece cancer (p. €j., un cancer hematico tal como LLA o LLC). En una realizacion,
el sujeto padece LLA. En una realizacion, el sujeto padece LLC.

Inhibidor de cinasas

En una realizacion, la célula que expresa CAR descrita en el presente documento se puede utilizar en una pauta de
tratamiento en combinacion con un inhibidor de cinasas, p. €j., un inhibidor de CDK4, un inhibidor de BTK, un inhibidor de
MNK, un inhibidor de mTOR, un inhibidor de ITK, etc. En una realizacion, el sujeto es uno que responde completamente,
y al sujeto se le administra una pauta de tratamiento que incluye la administracién de una célula que expresa CAR descrita
en el presente documento en combinacidon con un inhibidor de cinasas, p. €j., un inhibidor de cinasas descrito en el
presente documento, p. €j., a una dosis o pauta posoldgica descritos en el presente documento. En una realizacion, el
sujeto es uno que responde parcialmente o no responde, y al sujeto se le administra una pauta de tratamiento que incluye
la administracion de una célula que expresa CAR descrita en el presente documento en combinacién con un inhibidor de
cinasas, p. €j., un inhibidor de cinasas descrito en el presente documento, p. €j., a una dosis o pauta posolégica descritos
en el presente documento.

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de CDK4, p. ej., un inhibidor de CDK4 descrito en el presente
documento, p. €j., un inhibidor de CDK4/6, tal como, p. €j., 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-2-(5-piperazin-1-ilpiridin-2-ilamino)-
8H-pirido[2,3-d]pirimidin-7-ona, clorhidrato (también denominado palbociclib o PD0332991). En una realizacién, el
inhibidor de cinasas es un inhibidor de BTK, p. €j., un inhibidor de BTK descrito en el presente documento, tal como, p.
€j., ibrutinib. En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de mTOR, p. €j., un inhibidor de mTOR descrito en
el presente documento, tal como, p. €j., rapamicina, un analogo de rapamicina, OSI-027. El inhibidor de mTOR puede ser,
p. €j., un inhibidor de MTORC1 y/o un inhibidor de mTORC2, p. ej., un inhibidor de mTORC1 y/o un inhibidor de mTORC2
descrito en el presente documento. En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de MNK, p. €j., un inhibidor
de MNK descrito en el presente documento, tal como, p. ej., 4-amino-5-(4-fluoroanilino)pirazolo[3,4-d]pirimidina. El
inhibidor de MNK puede ser, p. €j., un inhibidor de MNK1a, MNK1b, MNK2a y/o MNK2b.

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de CDK4 seleccionado entre aloisina A; flavopiridol o HMR-
1275, 2-(2-clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-[(3S,4 R)-3-hidroxi- 1-metil-4-piperidinil]-4-cromenona; crizotinib (PF-02341066; 2-(2-
clorofenil)-5,7-dihidroxi-8-[(2R,3S)-2-(hidroximetil)-1-metil-3-pirrolidinil]- 4H-1-benzopiran-4-ona, clorhidrato (P276-00); 1-
metil-5-[[2-[5-(trifluorometil)-1 H-imidazol-2-il]-4-piridinilJoxi]-N-[4-(trifluorometil)fenil]-1H-bencimidazol-2-amina (RAF265);
indisulam (E7070); roscovitina (CYC202); palbociclib (PD0332991); dinaciclib (SCH727965); N-[5-[[(5-tert-butiloxazol-2-
il)metilltio]tiazol-2-il]piperidin-4-carboxamida (BMS 387032); acido 4-[[9-cloro-7-(2,6-difluorofenil)-5H-pirimido[5,4-
d|[2]benzazepin-2-illamino]lbenzoico (MLN8054); 5-[3-(4,6-difluoro-1H-bencimidazol-2-il)-1H-indazol-5-il]-N-etil-4-metil-3-
piridinmetanamina (AG-024322); N-(piperidin-4-il)Jamida del &cido 4-(2,6-diclorobenzoilamino)-1H-pirazol-3-carboxilico
(AT7519); 4-[2-metil-1-(1-metiletil)-1H-imidazol-5-il]-N-[4-(metilsulfonil)fenil]-2-pirimidinamina  (AZD5438); y XL281
(BMS908662).

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de CDK4, p. €j., palbociclib (PD0332991), y el palbociclib se
administra en una dosis de aproximadamente 50 mg, 60 mg, 70 mg, 75 mg, 80 mg, 90 mg, 100 mg, 105 mg, 110 mg, 115
mg, 120 mg, 125 mg, 130 mg, 135 mg (p. €j., 75 mg, 100 mg o 125 mg) al dia durante un periodo de tiempo, p. €j.,
diariamente durante 14- 21 dias de un ciclo de 28 dias, o diariamente durante 7-12 dias de un ciclo de 21 dias. En una
realizacién, se administran 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12 o mas ciclos de palbociclib.

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de BTK seleccionado entre ibrutinib (PCI-32765); GDC-0834;
RN-486; CGI-560; CGI-1764; HM-71224; CC-292; ONO-4059; CNX-774; y LFM-A13.
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En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de BTK, p. €j., ibrutinib (PCI-32765), y el ibrutinib se administra
a una dosis de aproximadamente 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 420 mg, 440 mg, 460 mg, 480 mg, 500 mg, 520 mg,
540 mg, 560 mg, 580 mg, 600 mg (p. €j., 250 mg, 420 mg o 560 mg) diariamente durante un periodo de tiempo, p. €j.,
diariamente durante un ciclo de 21 dias o diariamente durante un ciclo de 28 dias. En una realizacion, se administran 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 o mas ciclos de ibrutinib.

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de mTOR seleccionado entre temsirolimus; ridaforolimus
dimetilfosfinato de (1R,2R,4S)-4-[(2R)-2[(1R,95,12S,15R,16E,18R,19R,21R, 23S,24E,26E,282,30S,32S,35R)-1,18-
dihidroxi-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-2,3,10,14,20-pentaoxo-11,36-dioxa-4-
azatriciclo[30.3.1.0*°|hexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-12-il|propil]-2-metoxiciclohexilo, también  conocido  como
AP23573 y MK8669; everolimus (RADO001); rapamicina (AY22989); simapimod; (5-{2,4-bis[(3S)-3-metilmorfolin-4-
ilpirido[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-metoxifenil)metanol (AZD8055); 2-amino-8-[trans-4-(2-hidroxietoxi)ciclohexil]-6-(6-metoxi-3-
piridinil)-4-metilpirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ona (PF04691502); y NP-[1,4-dioxo-4-[[4-(4-oxo-8-fenil-4H-1-benzopiran-2-
il)morfolinio-4-iljlmetoxilbutil]-L-arginilglicil-L-a-aspartil-L-serina- (SEQ ID NO: 356), sal interna (SF1126); y XL765.

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de mTOR, p. €j., rapamicina, y la rapamicina se administra a
una dosis de aproximadamente 3 mg, 4 mg, 5 mg, 6 mg, 7 mg, 8 mg, 9 mg, 10 mg (p. €j., 6 mg) diariamente durante un
periodo de tiempo, p. €j., diariamente durante un ciclo de 21 dias o diariamente durante un ciclo de 28 dias. En una
realizacion, se administran 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 0 mas ciclos de rapamicina. En una realizacion, el inhibidor
de cinasas es un inhibidor de mTOR, p. €j., everolimus, y el everolimus se administra en una dosis de aproximadamente
2mg, 2,5mg, 3 mg, 4 mg, 5mg, 6 mg, 7 mg, 8 mg, 9 mg, 10 mg, 11 mg, 12mg, 13 mg, 14 mg, 15 mg (p. €j., 10 mg)
diariamente durante un periodo de tiempo, p. e€j., diariamente durante un ciclo de 28 dias. En una realizacion, se
administran 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 o mas ciclos de everolimus.

En una realizacion, el inhibidor de cinasas es un inhibidor de MNK seleccionado entre CGP052088; 4-amino-3-(p-
fluorofenilamino)pirazolo[3,4-d]pirimidina  (CGP57380);  cercosporamida; ETC-1780445-2; 'y  4-amino-5-(4-
fluoroanilino)pirazolo[3,4-d]pirimidina.

Combinaciéon con una dosis baja de un inhibidor de mTOR

Los métodos descritos en el presente documento pueden utilizar una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un
inhibidor de mTOR, p. €j., un inhibidor de mTOR alostérico, que incluye rapalogos tales como RADOO1. La administracion
de una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR (p. €j., una dosis que es insuficiente para suprimir
completamente el sistema inmunitario, pero suficiente para mejorar la funcién inmunitaria) puede optimizar el rendimiento
de las células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T o células que expresan CAR, en el sujeto. Se describen métodos
para medir la inhibicién de mTOR, dosis, pautas de tratamiento y composiciones farmacéuticas adecuadas en la Solicitud
de Patente de EE. UU. N.° 2015/0140036, presentada el 13 de noviembre de 2014.

En una realizacion, la administracion de una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR puede dar
como resultado uno o mas de los siguientes:

i) una disminucion en el numero de células efectoras inmunitarias positivas para PD-1;
i) un aumento en el nimero de células efectoras inmunitarias negativas para PD-1;

iii) un aumento en la proporcidn de células efectoras inmunitarias negativas para PD-1/células efectoras inmunitarias
positivas para PD-1;

iv) un aumento en el numero de linfocitos T virgenes;

v) un aumento en la expresion de uno o mas de los siguientes marcadores: CD62L®'evado, CD127¢levade, CD27* y BCL2,
p. €j., en los linfocitos T de memoria, p. €j., precursores de los linfocitos T de memoria;

vi) una disminucion en la expresion de KLRG1, p. €j., en linfocitos T de memoria, p. €j., precursores de linfocitos T de
memoria; o

vii) un aumento en el numero de precursores de linfocitos T de memoria, p. €j., células con una cualquiera o una
combinacién de las siguientes caracteristicas: aumento de CD62L®'¢2%° gumento de CD127¢"¢va®, gumento de
CD27*, reduccion de KLRG1 y aumento de BCL2;

y en donde cualquiera de los anteriores, p. €j., i), ii), iii), iv), v), vi) o vii), ocurre, p. €j., al menos transitoriamente, p. €j., en
comparacion con un sujeto no tratado.

En otra realizacion, la administracion de una dosis baja, de potenciaciéon inmunitaria, de un inhibidor de mTOR da como
resultado una proliferacion prolongada o mayor de células que expresan CAR, p. €j., en cultivo o en un sujeto, p. €j., en
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comparacion con células que expresan CAR no tratadas o un sujeto no tratado. En realizaciones, la proliferacion
incrementada se asocia con un incremento en el numero de células que expresan CAR. En oftra realizacion, la
administracion de una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR da como resultado una muerte
mayor de células cancerosas por parte de células que expresan CAR, p. €j., en cultivo o en un sujeto, p. €j., en
comparacion con células que expresan CAR no tratadas o un sujeto no tratado. En algunas realizaciones, una muerte de
células cancerosas mayor se asocia con un descenso en el volumen tumoral.

En una realizacion, las células que expresan una molécula CAR, p. €j., una molécula CAR descrita en el presente
documento, se administra combinada con una dosis baja, de potenciacion inmunitaria de un inhibidor de mTOR, p. €j., un
inhibidor de mTOR alostérico, p. ej., RAD001, o un inhibidor de mTOR catalitico. Por ejemplo, la administracién de la dosis
baja, de potenciacion inmunitaria, del inhibidor de mTOR se puede iniciar antes de la administracion de una célula que
expresa CAR descrita en el presente documento; completar antes de la administracion de una célula que expresa CAR
descrita en el presente documento; iniciar a la vez que la administracion de una célula que expresa CAR descrita en el
presente documento; superponer con la administracion de una célula que expresa CAR descrita en el presente documento;
o continuar después de la administracion de una célula que expresa CAR descrita en el presente documento.

Como alternativa, o ademas, la administracion de una dosis baja, de potenciacién inmunitaria, de un inhibidor de mTOR
puede optimizar las células efectoras inmunitarias que se van a modificar para que expresen una molécula CAR descrita
en el presente documento. En tales realizaciones, la administracion de una dosis baja, de potenciacién inmunitaria, de un
inhibidor de mTOR, p. €j., un inhibidor alostérico, p. ej., RAD001, o un inhibidor catalitico, se inicia o completa antes de la
recoleccion de células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T o linfocitos NK, que se van a modificar para que expresen
una molécula CAR descrita en el presente documento, de un sujeto.

En otra realizacion, las células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T o linfocitos NK, que se van a modificar para que
expresen una molécula CAR descrita en el presente documento, p. €j., después de la recoleccion de un sujeto, o células
efectoras inmunitarias que expresan CAR, p. €j., linfocitos T o linfocitos NK, p. ej., antes de la administracion a un sujeto,
se pueden cultivar en presencia de una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR.

En una realizacion, la administracién al sujeto de una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR
comprende administrar, p. ej., una vez a la semana, p. €j., en una forma farmacéutica de liberaciéon inmediata, de 0,1 a
20,de 0,5a10,de 2,5a 7,5, de 3 a 6 o0 aproximadamente 5 mg de RAD0O1, o una dosis bioequivalente de este. En una
realizacion, la administracion al sujeto de una dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR comprende
administrar, p. €j., una vez a la semana, p. €j., en una forma farmacéutica de liberacion sostenida, de 0,3 a 60, de 1,5 a
30,de 7,5 a 22,5, de 9 a 18 o aproximadamente 15 mg de RAD0O1, o una dosis bioequivalente de este.

En una realizacion, una dosis de un inhibidor de mTOR se asocia con, o proporciona, una inhibicion de mTOR de al menos
un 5 pero no mas de un 90 %, al menos un 10 pero no mas de un 90 %, al menos un 15, pero no mas de un 90 %, al
menos un 20 pero no mas de un 90 %, al menos un 30 pero no mas de un 90 %, al menos un 40 pero no mas de un 90 %,
al menos un 50 pero no mas de un 90 %, al menos un 60 pero no mas de un 90 %, al menos un 70 pero no mas de un
90 %, al menos un 5 pero no mas de un 80 %, al menos un 10 pero no mas de un 80 %, al menos un 15, pero no mas de
un 80 %, al menos un 20 pero no mas de un 80 %, al menos un 30 pero no mas de un 80 %, al menos un 40 pero no mas
de un 80 %, al menos un 50 pero no mas de un 80 %, al menos un 60 pero no mas de un 80 %, al menos un 5 pero no
mas de un 70 %, al menos un 10 pero no mas de un 70 %, al menos un 15, pero no mas de un 70 %, al menos un 20 pero
no mas de un 70 %, al menos un 30 pero no mas de un 70 %, al menos un 40 pero no mas de un 70 %, al menos un 50
pero no mas de un 70 %, al menos un 5 pero no mas de un 60 %, al menos un 10 pero no mas de un 60 %, al menos un
15, pero no mas de un 60 %, al menos un 20 pero no mas de un 60 %, al menos un 30 pero no mas de un 60 %, al menos
un 40 pero no mas de un 60 %, al menos un 5 pero no mas de un 50 %, al menos un 10 pero no mas de un 50 %, al
menos un 15, pero no mas de un 50 %, al menos un 20 pero no mas de un 50 %, al menos un 30 pero no mas de un
50 %, al menos un 40 pero no mas de un 50 %, al menos un 5 pero no mas de un 40 %, al menos un 10 pero no mas de
un 40 %, al menos un 15, pero no mas de un 40 %, al menos un 20 pero no mas de un 40 %, al menos un 30 pero no
mas de un 40 %, al menos un 35 pero no mas de un 40 %, al menos un 5 pero no mas de un 30 %, al menos un 10 pero
no mas de un 30 %, al menos un 15, pero no mas de un 30 %, al menos un 20 pero no mas de un 30 %, o al menos un
25 pero no mas de un 30 %.

El grado de inhibicion de mTOR se puede expresar como, o corresponde a, el grado de inhibicion de la cinasa P70 S6, p.
€j., el grado de inhibicion de mTOR se puede determinar mediante el nivel de descenso en la actividad de la cinasa P70
S6, p. €j., mediante el descenso en la fosforilacién de un sustrato de la cinasa P70 S6. El nivel de inhibicién de mTOR se
puede evaluar mediante varios métodos, tales como medir la actividad de la cinasa P70 S6 mediante el ensayo Boulay,
como se describe en la Solicitud de Patente de EE. UU. N.° 2015/01240036, o como se describe en la Patente de EE. UU.
N.° 7 727 950; medir el nivel de S6 fosforilado mediante inmunoelectrotransferencia; o evaluar un cambio en la proporcion
de células efectoras inmuntiarias negativas para PD1 respecto a células efectoras inmunitarias positivas para PD1.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion «inhibidor de mTOR» se refiere a un compuesto o ligando, o
una sal farmacéuticamente aceptable de este, que inhibe la cinasa mTOR en una célula. En una realizacion, un inhibidor
de mTOR es un inhibidor alostérico. Los inhibidores de mTOR alostéricos incluyen el compuesto ftriciclico neutro
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rapamicina (sirolimus), compuestos relacionados con rapamicina, es decir, compuestos que tienen una similitud funcional
y estructural con rapamicina que incluyen, p. ej., derivados de rapamicina, analogos de rapamicina (también denominados
rapalogos) y otros compuestos macrélidos que inhiben la actividad de mTOR. En una realizacion, un inhibidor de mTOR
es un inhibidor catalitico.

La rapamicina es un antibiético macrolido conocido producido por Streptomyces hygroscopicus que tiene la estructura
que se muestra en la Férmula A.

a1
HO //nf'

(A)

Véase, p. €j., McAlpine, J.B., et al., J. Antibiotics (1991) 44: 688; Schreiber, S.L., et al., J. Am. Chem. Soc. (1991) 113:
7433; Patente de EE. UU. N.° 3 929 992. Existen diversos esquemas de numeracién propuestos para la rapamicina. Para
evitar confusiones, cuando se nombran analogos de rapamicina especificos en el presente documento, los nombres se
dan con referencia a la rapamicina utilizando el esquema de numeracion de la féormula A.

Los analogos de rapamicina utiles en la invencion son, por ejemplo, analogos sustituidos en O, en los que el grupo hidroxilo
en el anillo ciclohexilo de la rapamicina es reemplazado por ORI, en el que Ri es hidroxialquilo, hidroxialcoxialquilo,
acilaminoalquilo o aminoalquilo; p. ej., RAD001, también conocido como everolimus como se describe en los documentos
US 5665 772 y WO94/09010. Otros analogos de rapamicina adecuados incluyen los sustituidos en la posicion 26 o 28.
El analogo de rapamicina puede ser un epimero de un analogo mencionado anteriormente, particularmente un epimero
de un analogo sustituido en la posicion 40, 28 o 26, y opcionalmente se puede hidrogenar adicionalmente, p. €j., como se
describe en los documentos US 6 015 815, W095/14023 y WO099/15530, p. ej., ABT578 también conocido como
zotarolimus o un analogo de rapamicina descrito en los documentos US 7 091 213, WO98/02441 y WOO01/14387, p. €.,
AP23573 también conocido como ridaforolimus.

Los ejemplos de analogos de rapamicina adecuados para su uso en la presente invencion del documento US 5 665 772

incluyen, entre otros, 40-O-bencilrapamicina, 40-0-(4'-hidroximetil)bencilrapamicina, 40-0-[4'-(1,2-
dihidroxietil)]bencilrapamicina, 40-O-alilrapamicina, 40-O-[3'-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4(S)il)prop-2'-en-1"-ilJrapamicina,
(2'E,4'S)-40-0O-(4',5'-dihidroxipent-2'-en-1'-il)rapamicina, 40-0O-(2-hidroxi)etoxicarbonilmetilrapamicina, 40-0O-(2-
hidroxi)etilrapamicina, 40-0-(3-hidroxi)propilrapamicina, 40-0-(6-hidroxi)hexilrapamicina, 40-0O-[2-(2-
hidroxi)etoxiletilrapamicina, 40-0-[(3S)-2,2-dimetildioxolan-3-iljmetilrapamicina, 40-0-[(2S)-2,3-dihidroxiprop-1-
illrapamicina, 40-0-(2-acetoxi)etilrapamicina, 40-0-(2-nicotinoiloxi)etilrapamicina, 40-O-[2-(N-
morfolino)acetoxi]etilrapamicina, 40-0-(2-N-imidazolilacetoxi)etilrapamicina, 40-O-[2-(N-metil-N'-
piperazinil)acetoxi]etilrapamicina, 39-0O-desmetil-39,40-0O, O-etilenerapamicina, (26R)-26-dihidro-40-0O-(2-
hidroxi)etilrapamicina, 40-0-(2-aminoetil)rapamicina, 40-0-(2-acetaminoetil)rapamicina, 40-0-(2-
nicotinamidoetil)rapamicina, 40-0-(2-(N-metilimidazo-2'-ilcarbetoxamido)etil)rapamicina, 40-0-(2-

etoxicarbonilaminoetil)rapamicina, 40-O-(2-tolilsulfonamidoetil)rapamicina y 40-O-[2-(4',5'-dicarboetoxi-1',2',3'-triazol-1’-
il)etillrapamicina.

Se conocen otros analogos de rapamicina utiles en la presente invencién que son analogos en donde el grupo hidroxilo
del anillo de ciclohexilo de la rapamicina y/o el grupo hidroxi en la posicién 28 es reemplazado por un grupo hidroxiéster,
por ejemplo, analogos de rapamicina que se encuentran en el documento US RE44 768, p. €j., temsirolimus.

Otros analogos de rapamicina utiles en la presente invencion incluyen aquellos en donde el grupo metoxi en la posicion
16 es reemplazado por otro sustituyente, preferentemente alquiniloxi, bencilo, orto-metoxibencilo o clorobencilo
(opcionalmente sustituido con hidroxi) y/o en donde el grupo mextoxi en la posicion 39 se elimina junto con el carbono 39
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de manera que el anillo de ciclohexilo de la rapamicina se convierte en un anillo de ciclopentilo que carece del grupo
metioxi de la posicion 39; p. ej., como se describe en los documentos W0O95/16691 y WO96/41807. Los analogos se
pueden modificar adicionalmente de modo que el hidroxi en la posicion 40 de la rapamicina esté alquilado y/o el carbonilo-
32 esté reducido.

Los analogos de rapamicina del documento WO95/16691 incluyen, entre otros, 16-desmetoxi-16-(pent-2-
inil)oxirrapamicina, 16-desmetoxi-16-(but-2-inil)oxirrapamicina, 16-desmetoxi-16-(propargil)oxirrapamicina, 16-desmetoxi-
16-(4-hidroxibut-2-inil)oxirrapamicina, 16-desmetoxi-16-benciloxi-40-O-(2-hidroxietil)rapamicina, 16-desmetoxi-16-
benciloxirrapamicina, 16-desmetoxi-16-orto-metoxibencilrapamicina, 16-desmetoxi-40-O-(2-metoxietil)-16-pent-2-
inil)oxirrapamicina, 39-desmetoxi-40-desoxi-39-formil-42-norrapamicina, 39-desmetoxi-40-desoxi-39-hidroximetil-42-
norrapamicina, 39-desmetoxi-40-desoxi-39-carboxi-42-norrapamicina, 39-desmetoxi-40-desoxi-39-(4-metilpiperazin-1-
il)carbonil-42-norrapamicina,  39-desmetoxi-40-desoxi-39-(morfolin-4-il)carbonil-42-norrapamicina,  39-desmetoxi-40-
desoxi-39-[N-metil, N-(2-piridin-2-iletil)Jcarbamoil-42-norrapamicina y 39-desmetoxi-40-desoxi-39-(p-
toluenosulfonilhidrazonometil)-42-norrapamicina.

Los analogos de rapamicina del documento W096/41807 incluyen, entre otros, 32-desoxorrapamicina, 16-O-pent-2-inil-
32-desoxorrapamicina, 16-O-pent-2-inil-32-desoxo- 40-O-(2-hidroxietil)rapamicina, 16-O-pent-2-inil-32-(S)-dihidro-40-O-
(2-hidroxietil)rapamicina, 32(S)-dihidro-40-O-(2-metoxi)etilrapamicina y 32(S)-dihidro-40-O-(2-hidroxietil)rapamicina.

Otro analogo de rapamicina adecuado es umirolimus tal como se describe en el documento US2005/0101624.

RAD001, conocido de otra forma como everolimus (Afinitor®), tiene el nombre  quimico
(1R,95,12S5,15R,16E,18R,19R,21R,23S,24E,26 E,28E,30S,32S,35R)-1,18-dihidroxi-12-{(1R)-2-[(1S,3R 4 R)-4-(2-
hidroxietoxi)-3-metoxiciclohexil]-1-metiletil}-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-11,36-dioxa-4-
azatriciclo[30.3.1.04,9]hexatriaconta-16,24,26,28-tetraeno-2,3,10,14,20-pentaona.

Los ejemplos adicionales de inhibidores de mTOR alostéricos incluyen sirolimus (rapamicina, AY-22989), 40-[3-hidroxi-2-
(hidroximetil)-2-metilpropanoato]rapamicina (también denominado temsirolimus o CCI-779) y ridaforolimus (AP-
23573/MK-8669). Otros ejemplos de inhibidores alostéricos de mTor incluyen zotarolimus (ABT578) y umirolimus.

Como alternativa o de manera adicional, se ha observado que los inhibidores de mTOR competitivos con ATP, cataliticos
tienen como diana directamente el dominio cinasa de mTOR y tienen como diana tanto mMTORC1 como mTORC2. Existen
también inhibidores de mTORC1 mas eficaces que estos inhibidores de mTOR alostéricos como rapamicina, debido a
que modulan respuestas de mTORC1 resistentes a rapamicina tales como la fosforilacion de 4EBP1-T37/46 y traduccion
dependiente de la caperuza.

Los inhibidores cataliticos incluyen: BEZ235 o 2-metil-2-[4-(3-metil-2-ox0-8-quinolin-3-il-2,3-dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-
1-il)fenil]propionitrilo, o la forma salina de monotosilato. La sintesis de BEZ235 se describe en el documento
W02006/122806; CCG168 (conocido de otro modo como AZD-8055, Chresta, C.M., et al., Cancer Res, 2010, 70(1), 288-
298) que tiene el nombre quimico {5-[2,4-bis-((S)-3-metilmorfolin-4-il)pirido[2,3-d]pirimidin-7-il]-2-metoxifenil}metanol; 3-
[2,4-bis[(3S)-3-metilmorfolin-4-il]pirido[2,3-d]pirimidin-7-il]-N-metilbenzamida (W009104019); 3-(2-aminobenzo[d]oxazol-
5-il)-1-isopropil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina  (WO10051043 y WO2013023184); wuna  N-(3-(N-(3-((3,5-
dimetoxifenil)amino)quinoxalino-2-il)sulfamoil)fenil)-3-metoxi-4-metilbenzamida (WO07044729 y WO12006552); PKI-587
(Venkatesan, A.M., J. Med.Chem., 2010, 53, 2636-2645) que tiene el nombre quimico 1-[4-[4-(dimetilamino)piperidino-1-
carbonillfenil]-3-[4-(4,6-dimorfolino-1,3,5-triazin-2-il)feniljurea; GSK-2126458 (ACS Med. Chem. Lett., 2010, 1, 39-43) que
tiene el nombre quimico 2,4-difluoro-N-{2-metoxi-5-[4-(4-piridazinil)-6-quinolinil]-3-piridinil}bencenosulfonamida; ; 5-(9-
isopropil-8-metil-2-morfolino-9H-purin-6-il)pirimidin-2-amina (WO10114484); (E)-N-(8-(6-amino-5-(trifluorometil)piridin-3-
il)-1-(6-(2-cianopropan-2-il)piridin-3-il)-3-metil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2(3H)ilideno)cianamida (W0O12007926).

Ejemplos adicionales de inhibidores de mTOR cataliticos incluyen 8-(6-metoxipiridin-3-il)-3-metil-1-(4-piperazin-1-il-3-
trifluorometilfenil)-1,3-dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-2-ona (WO2006/122806) y Ku-0063794 (Garcia-Martinez JM, et
al.,Biochem J., 2009, 421(1), 29-42. Ku-0063794 es un inhibidor especifico de la diana en mamiferos de rapamicina
(mTOR). EI WYE-354 es otro ejemplo de un inhibidor de mTOR catalitico (Yu K, et al. (2009). Biochemical, Cellular, and
In vivo Activity of Novel ATP-Competitive and Selective Inhibitors of the Mammalian Target of Rapamycin. Cancer Res.
69(15): 6232-6240).

Los inhibidores de mTOR utiles segun la presente invencion también incluyen profarmacos, derivados, sales
farmacéuticamente aceptables o analogos de estos de cualquiera de los anteriores.

Los inhibidores de mTOR, tales como RADO001, se pueden formular para el suministro basandose en métodos
muy consolidados en la técnica en funcién de las dosis particulares descritas en el presente documento. En
particular, la patente de EE. UU. 6 004 973 proporciona ejemplos de formulaciones que se pueden utilizar con
los inhibidores de mTOR descritos en el presente documento.
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Las terapias de combinacién adicionales pueden incluir agentes antialérgicos, antieméticos, analgésicos, terapias
complementarias.

Algunos pacientes pueden experimentar reacciones alérgicas a los agentes terapéuticos descritos en el presente
documento y/u otro u otros agentes antineoplasicos durante o después de la administracion; por lo tanto, a menudo se
administran agentes antialérgicos para minimizar el riesgo de una reaccion alérgica. Los agentes antialérgicos adecuados
incluyen corticoesteroides tales como dexametasona (p. ej., Decadron®), beclometasona (p. ej., Beclovent®),
hidrocortisona (también conocida como cortisona, succinato sddico de hidrocortisona, fosfato sddico de hidrocortisona y
comercializada con los nombres comerciales Ala-Cort®, fosfato de hidrocortisona, Solu-Cortef®, Hydrocort Acetate® y
Lanacort®), prednisolona (comercializada con los nombres comerciales Delta-Cortel®, Orapred®, Pediapred® y Prelone®),
prednisona (comercializada con los nombres comerciales Deltasone®, Liquid Red®, Meticorten® y Orasone®),
metilprednisolona (también conocida como 6-metilprednisolona, acetato de metilprednisolona, succinato sddico de
metilprednisolona, comercializada con los nombres comerciales Duralone®, Medralone®, Medrol®, M-Prednisol® y Solu-
Medrol®); antihistaminicos, tales como difenhidramina (p. ej., Benadryl®), hidroxizina y ciproheptadina; y broncodilatadores,
tales como los agonistas de los receptores beta-adrenérgicos, albuterol (p. €j., Proventil®) y terbutalina (Brethine®).

Algunos pacientes pueden experimentar nauseas durante y después de la administracion de los agentes terapéuticos
descritos en el presente documento y/u otro u otros agentes antineoplasicos; por lo tanto, los antieméticos se utilizan para
prevenir las nauseas (parte superior del estomago) y los vémitos. Los antieméticos adecuados incluyen aprepitant
(Emend®), ondansetron (Zofran®), granisetron HCI (Kytril®), lorazepam (Ativan®, dexametasona (Decadron®),
proclorperazina (Compazine®), casopitant (Rezonic® y Zunrisa®) y combinaciones de estos.

A menudo se prescriben medicamentos para aliviar el dolor experimentado durante el periodo de tratamiento para hacer
que el paciente esté mas comodo. A menudo se utilizan analgésicos comunes de venta libre, tales como Tylenol®. Sin
embargo, los analgésicos opioides, tales como hidrocodona/paracetamol o hidrocodona/acetaminofeno (p. ej., Vicodin®),
morfina (p. ej., Astramorph® o Avinza®), oxicodona (p. ej., OxyContin® o Percocet®), clorhidrato de oximorfona (Opana®) y
fentanilo (p. ej., Duragesic®) también son Utiles para el dolor moderado o intenso.

En un intento de proteger las células normales de la toxicidad del tratamiento y de limitar la toxicidad a los érganos, se
pueden utilizar como una terapia complementaria agentes citoprotectores (tales como neuroprotectores, antioxidantes,
cardioprotectores, neutralizadores de la extravasacion de antraciclina, nutrientes y similares). Los agentes citoprotectores
adecuados incluyen Amifostina (Ethyol®), glutamina, dimesna (Tavocept®), mesna (Mesnex®), dexrazoxana (Zinecard® o
Totect®), xaliproden (Xaprila®) y leucovorina (también conocida como leucovorina calcica, factor de citrovorum y acido
folinico).

La estructura de los compuestos activos identificados con niumeros de cédigo, denominaciones comerciales o genéricas
se puede consultar en la edicion actual del compendio estandar «The Merck Index» o en bases de datos, por ejemplo,
Patents International (por ejemplo, IMS World Publications).

Los compuestos mencionados anteriormente, que se pueden utilizar en combinaciéon con un compuesto de la presente
divulgacion, se pueden preparar y administrar como se describe en la técnica, tal como en los documentos citados
anteriormente.

También se divulgan composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto de la presente divulgacion
(p. €j., un compuesto de la presente invencion) o una sal farmacéuticamente aceptable de este junto con un portador
farmacéuticamente aceptable adecuado para la administracion a un sujeto humano o animal, ya sea solo o junto con otros
agentes antineoplasicos.

También se divulgan métodos para tratar a sujetos humanos o animales que padecen una enfermedad proliferativa celular,
tal como cancer. La presente divulgacion proporciona métodos para tratar a un sujeto humano o animal que necesita un
tratamiento de este tipo, que comprenden administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de
la presente divulgacion (p. ej., un compuesto de la presente divulgacion) o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
ya sea solo o combinado con otros agentes antineoplasicos.

En particular, las composiciones se formularan juntas como un agente terapéutico combinado o se administraran por
separado.

En la terapia de combinacion, el compuesto de la presente divulgacion y otro u otros agentes antineoplasicos pueden
administrarse de forma simultanea, concurrente o secuencial sin limites de tiempo especificos, en donde una
administracion de este tipo proporciona niveles terapéuticamente eficaces de los dos compuestos en el cuerpo del
paciente.

En un caso preferido, el compuesto de la presente divulgacion y el otro o los otros agentes antineoplasicos se administran
generalmente de forma secuencial en cualquier orden por infusidon o por via oral. La pauta posolégica puede variar
dependiendo del estadio de la enfermedad, forma fisica del paciente, perfiles de seguridad de los farmacos individuales y
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tolerancia de los farmacos individuales, asi como también otros criterios muy conocidos por el médico especialista y
meédico o médicos generales que administran la combinacion. El compuesto de la presente divulgacién y otro u otros
agentes antineoplasicos pueden administrarse con una separacion unos minutos, horas, dias o incluso semanas,
dependiendo del ciclo particular que se utilice para el tratamiento. Ademas, el ciclo podria incluir la administracion de un
farmaco mas a menudo que el otro durante el ciclo de tratamiento y con dosis diferentes por administracion del farmaco.

En otro aspecto de la presente divulgacion, se proporcionan kits que incluyen uno o mas compuestos de la presente
divulgacion y un miembro de la combinacién tal como se divulga en el presente documento. Los kits representativos
incluyen (a) un compuesto de la presente divulgaciéon o una sal farmacéuticamente aceptable de este, (b) al menos un
miembro de la combinacion, p. ej., tal como se ha indicado anteriormente, conforme a lo cual un kit de este tipo puede
comprender un prospecto u otra ficha técnica que incluye directrices para la administracion.

Un compuesto de la presente divulgacién también puede utilizarse con ventaja en combinacion con procedimientos
terapéuticos conocidos, p. €j., la administracion de hormonas o, especialmente, radiacion. Un compuesto de la presente
divulgacion puede utilizarse, en particular, como radiosensibilizador, especialmente para el tratamiento de tumores que
presentan poca sensibilidad a la radioterapia.

Fabricacién y métodos de preparacion de células efectoras inmunitarias

En el presente documento se divulgan métodos de fabricacion de células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T,
linfocitos NK) que se pueden modificar con un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento, y mezclas de
reaccion y composiciones que comprenden tales células.

En un aspecto, la divulgaciéon presenta una célula efectora inmunitaria (p. ej., linfocito T, linfocito NK) modificada para
expresar un CAR, en donde la célula efectora inmunitaria modificada muestra una propiedad antitumoral. Un antigeno
preferido es un antigeno paraneoplasico (es decir, antigeno tumoral) descrito en el presente documento. En un aspecto,
una célula se transforma con el CAR y el CAR se expresa en la superficie celular. En algunos casos, la célula (p. €j.,
linfocito T o linfocito NK) se transduce con un vector virico que codifica un CAR. En algunos casos, el vector virico es un
vector retrovirico. En algunos casos, el vector virico es un vector lentivirico. En tales casos, la célula puede expresar de
manera estable el CAR. En otro caso, la célula (p. €j., linfocito T o linfocito NK) se transfecta con un &cido nucleico, p. €j.,
ARNm, ADNc, ADN, que codifica un CAR. En algunos de tales casos, la célula puede expresar de manera transitoria el
CAR.

Ademas, la presente divulgacion proporciona composiciones de CART y su uso en medicamentos o métodos para tratar,
entre otras enfermedades, cancer o cualquier neoplasia maligna o enfermedades autoinmunitarias que involucran células
o tejidos que expresan un antigeno tumoral como se describe en el presente documento.

En un aspecto, el CAR de la divulgacion puede utilizarse para erradicar una célula normal que expresa un antigeno tumoral
como se describe en el presente documento, por lo que es aplicable para su uso como terapia de acondicionamiento
celular antes del trasplante de células.

Fuentes de células efectoras inmunitarias

En las realizaciones, antes de la expansion y modificacion genética u otras modificaciones, se puede adquirir, p. €j.,
obtener, una fuente de células, p. €j., linfocitos T o linfocitos citoliticos naturales (NK), p. €j., una poblacion de linfocitos T
o linfocitos NK, de un sujeto. El término «sujeto» pretende incluir organismos vivos en los que se puede provocar una
respuesta inmunitaria (p. ej., mamiferos). Los ejemplos de sujetos incluyen seres humanos, monos, chimpancés, perros,
gatos, ratones, ratas y especies transgénicas de estos. Los linfocitos T pueden obtenerse de varias fuentes, que incluyen
células mononucleares de la sangre periférica, médula dsea, tejido de los ganglios linfaticos, sangre del cordon umbilical,
tejido del timo, tejido de un sitio de infeccidn, ascitis, derrame pleural, tejido del bazo y tumores.

En algunas realizaciones, una poblacién de células, p. €j., una poblacion de células recolectadas, comprende un linfocito
T o poblacion de linfocitos T, p. €j., en diversas etapas de diferenciacion. Las etapas de la diferenciacion de los linfocitos
T incluyen linfocitos T virgenes, linfocitos T de memoria central madre, linfocitos T de memoria central, linfocitos T de
memoria efectores y linfocitos T efectores terminales, de menos a mas diferenciados. Después de la exposicion al
antigeno, los linfocitos T virgenes proliferan y se diferencian en linfocitos T de memoria, p. €j., linfocitos T de memoria
central madre y linfocitos T de memoria central, que a continuacién se diferencian en linfocitos T de memoria efectores.
Tras recibir sefiales inflamatorias, coestimuladoras y del receptor de linfocitos T, los linfocitos T de memoria se diferencian
adicionalmente en linfocitos T efectores terminales. Véase, p. ej., Restifo Blood. 124.4(2014):476-77; y Joshi et al., J.
Immunol. 180.3(2008):1309-15.

Los linfocitos T virgenes (Tn) se caracterizan por el siguiente patron de expresion de marcadores de la superficie celular:
CCR7+, CD62L+, CD45R0O-, CD95-. Los linfocitos T de memoria central madre (Tscm) se caracterizan por el siguiente
patréon de expresion de marcadores de la superficie celular: CCR7+, CD62L+, CD45R0O-, CD95+. Los linfocitos T de
memoria central (Tcm) se caracterizan por el siguiente patrén de expresion de marcadores de la superficie celular: CCR7+,
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CD62L+, CD45R0O+, CD95+. Los linfocitos T de memoria efectores (Tem) se caracterizan por el siguiente patron de
expresion de marcadores de la superficie celular: CCR7-, CD62L-, CD45R0O+, CD95+. Los linfocitos T efectores terminales
(Tex) se caracterizan por el siguiente patrén de expresion de marcadores de la superficie celular: CCR7-, CD62L-,
CD45RO-, CD95+. Véase, p. €j., Gattinoni et al., Nat. Med. 17(2011):1290-7; y Flynn et al., Clin. Translat. Immunol.
3(2014):e20.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, las células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T, pueden obtenerse de
una unidad de sangre recogida de un sujeto utilizando cualquiera de varias técnicas conocidas por el experto en la técnica,
tales como la separacion con Ficoll™. En un aspecto preferido, se obtienen células de la sangre circulante de un individuo
por aféresis. El producto de aféresis contiene tipicamente linfocitos, incluidos linfocitos T, monocitos, granulocitos,
linfocitos B, otros glébulos blancos nucleados, glébulos rojos y plaquetas. En un aspecto, las células recogidas por aféresis
pueden lavarse para eliminar la fraccion de plasma y, opcionalmente, colocar las células en un tampoén o medio apropiado
para los pasos de procesamiento posteriores. En una realizacion, las células se lavan con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS). En una realizacion alternativa, la solucion de lavado esta exenta de calcio y puede estar exenta de magnesio
0 puede estar exenta de muchos, si no todos, cationes divalentes.

Los pasos de activacion iniciales en ausencia de calcio pueden dar lugar a una activacién ampliada. Como los expertos
ordinarios en la técnica apreciarian facilmente, una etapa de lavado se puede lograr mediante métodos conocidos por los
expertos en la técnica, tales como utilizando una centrifuga semiautomatica de «flujo continuo» (por ejemplo, el
procesador de células Cobe 2991, el Baxter CytoMate o el Haemonetics Cell Saver 5) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Después del lavado, las células se pueden resuspender en diversos tampones biocompatibles, tales como,
por ejemplo, PBS exento de Ca, exento de Mg, PlasmaLyte A u otra solucién salina con o sin tampon. Como alternativa,
los componentes indeseables de la muestra de aféresis se pueden separar y las células resuspender directamente en
medios de cultivo.

Se reconoce que los métodos de aplicacion pueden utilizar condiciones de medios de cultivo que comprenden un 5 % o
menos, por ejemplo, un 2 %, de suero AB humano, y pueden emplear condiciones y composiciones de medios de cultivo
conocidas, por ejemplo, las descritas en Smith et al., "Ex vivo expansion of human T cells for adoptive immunotherapy
using the novel Xeno-free CTS Immune Cell Serum Replacement" Clinical & Translational Immunology (2015) 4, e31; doi:.
10. 103 8/cti. 2014.3 1.

En un aspecto, los linfocitos T se aislan de linfocitos de la sangre periférica lisando los glébulos rojos y provocando una
deplecién de los monocitos, por ejemplo, mediante centrifugacion a través de un gradiente PERCOLL™ o mediante
elutriacion centrifuga en contraflujo.

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir, p. €j., la seleccién de una subpoblaciéon especifica de
células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T, que son una poblacion con deplecion de linfocitos T reguladores, células
con deplecion de CD25+, utilizando, p. €j., una técnica de seleccion negativa, p. €j., descrita en el presente documento.
Preferentemente, la poblacién de células con deplecion de linfocitos T reguladores contiene menos de un 30 %, 25 %,
20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+.

En una realizacion, los linfocitos T reguladores, p. €j., linfocitos T CD25+, se eliminan de la poblacién utilizando un
anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, o un ligando de unién a CD25, p. €j., IL-2. En una realizacién, el anticuerpo
anti-CD25, o fragmento de este, o ligando de uniéon a CD25 se conjuga con un sustrato, por ejemplo, una perla, o se utiliza
para recubrir de otra manera un sustrato, p. €j., una perla. En una realizacién, el anticuerpo anti-CD25, o fragmento de
este, se conjuga con un sustrato como se describe en el presente documento.

En una realizacion, los linfocitos T reguladores, p. €j., linfocitos T CD25+, se eliminan de la poblacion utilizando un reactivo
de deplecion de CD25 de Miltenyi™. En una realizacién, la proporcion de células respecto al reactivo de deplecion de
CD25 es de 1e7 células respecto a 20 uL, o de 1e7 células respecto a 15 uL, o de 1e7 células respecto a 10 uL, o de 1e7
células respecto a 5 uL, o de 1e7 células respecto a 2,5 uL, o de 1e7 células respecto a 1,25 uL. En una realizacion, por
ejemplo, para linfocitos T reguladores, p. €j., con deplecion de CD25+, se utilizan mas de 500 millones de células/mL. En
un aspecto adicional, se utiliza una concentracion de células de 600, 700, 800 o 900 millones de células/mL.

En una realizacion, la poblacién de células efectoras inmunitarias que va a experimentar deplecidon incluye
aproximadamente 6 x 10° linfocitos T CD25+. En otros aspectos, la poblacion de células efectoras inmunitarias que va a
experimentar deplecion incluye aproximadamente de 1 x 10° a 1 x 10" linfocitos T CD25+ y cualquier valor entero
intermedio. En una realizacion, la poblacion resultante de células con deplecion de linfocitos T reguladores tiene 2 x 10°
linfocitos T reguladores, p. €j., células CD25+, o menos (p. €j., 1 x 10°, 5 x 108, 1 x 108, 5 x 107, 1 x 107, 0 menos células
CD25+).

En una realizacion, los linfocitos T reguladores, p. €j., células CD25+, se eliminan de la poblacion utilizando el sistema

CliniMAC con un conjunto de tubos de deplecion tales como, p. €j., tubos 162-01. En una realizacion, el sistema CliniMAC
se ejecuta en una configuracion de deplecion tal como, p. ej., DEPLETIONZ2.1.
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Sin desear cefiirse a una teoria en particular, la disminucion del nivel de reguladores negativos de las células inmunitarias
(p. €j., disminucién del numero de células inmunitarias no deseadas, p. €j., linfocitos Trec) €n un sujeto antes de la aféresis
o durante la fabricacion de un producto de tipo célula que expresa CAR reduce significativamente el riesgo de recaidas
del sujeto. Por ejemplo, en la técnica existe constancia de métodos para la deplecién de los linfocitos Treg. Los métodos
de reduccién de linfocitos Treg incluyen, entre otros, ciclofosfamida, anticuerpo anti-GITR (un anticuerpo anti-GITR
descrito en el presente documento), deplecién de CD25, y combinaciones de estos.

En algunas realizaciones, los métodos de fabricacidon comprenden reducir el nimero de (p. €j., deplecién de) linfocitos
Treg antes de la fabricacion de la célula que expresa CAR. Por ejemplo, los métodos de fabricacion comprenden poner
en contacto la muestra, p. €j., la muestra de aféresis, con un anticuerpo anti-GITR y/o un anticuerpo anti-CD25 (o0 un
fragmento de este, o un ligando de unién a CD25), p. ej., para conseguir la deplecion de los linfocitos Treg antes de
producir el producto de tipo célula que expresa CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK).

En una realizacion, se pretrata a un sujeto con una o mas terapias que reducen los linfocitos Treg antes de la recogida de
células para la produccion del producto de tipo célula que expresa CAR, y de esta manera se reduce el riesgo de que el
sujeto experimente recaidas con el tratamiento con células que expresan CAR. En una realizacién, los métodos para
reducir los linfocitos Treg incluyen, entre otros, la administracién al sujeto de uno o mas de: ciclofosfamida, anticuerpo
anti-GITR, deplecién de CD25 o una combinacion de estos. La administracion de uno o mas de ciclofosfamida, anticuerpo
anti-GITR, deplecién de CD25, o una combinacion de estos, puede realizarse antes, durante o después de una infusion
del producto de tipo célula que expresa CAR.

En una realizacion, se pretrata a un sujeto con ciclofosfamida antes de la recogida de células para la fabricacion del
producto de tipo célula que expresa CAR, y de esta manera se reduce el riesgo de que el sujeto experimente recaidas
con el tratamiento con células que expresan CAR. En una realizacion, se pretrata a un sujeto con un anticuerpo anti-GITR
antes de la recogida de células para la fabricacion del producto de tipo célula que expresa CAR, y de esta manera se
reduce el riesgo de que el sujeto experimente recaidas con el tratamiento con células que expresan CAR.

En una realizacion, la poblacién de células que se van a eliminar no son linfocitos T reguladores ni células tumorales, sino
células que afectan negativamente de otra manera a la expansion y/o funcion de los linfocitos CART, p. ej., células que
expresan CD14, CD11b, CD33, CD15 u otros marcadores expresados por células potencialmente inmunosupresoras. En
una realizacion, se contempla que tales células se eliminen a la vez que los linfocitos T reguladores y/o células tumorales,
o tras dicha deplecion, o en otro orden.

En una realizacion, el procedimiento de fabricacién de una célula que expresa CAR (p. €j., linfocito T, linfocito NK) se
modifica para conseguir la deplecién de los linfocitos Trec antes de la fabricacion del producto de tipo célula (p. €., linfocito
T, linfocito NK) que expresa CAR (p. ej., un producto de tipo CTL019). En una realizacién, se utiliza la deplecién de CD25
para conseguir la deplecion de linfocitos Treg antes de la fabricacion del producto de tipo célula (p. €j., linfocito T, linfocito
NK) que expresa CAR (p. €j., un producto CTL019).

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir mas de un paso de seleccion, p. ej., mas de un paso de
deplecion. El enriquecimiento de una poblacion de linfocitos T mediante seleccidon negativa se puede lograr, p. €j., con
una combinacién de anticuerpos dirigidos a marcadores superficiales Unicos para las células seleccionadas de manera
negativa. Un método es la clasificacion y/o seleccion celular mediante inmunoadherencia magnética negativa o citometria
de flujo que utiliza un combinado de anticuerpos monoclonales dirigidos a marcadores de la superficie celular presentes
en las células seleccionadas de manera negativa. Por ejemplo, para enriquecer en células CD4+ por selecciéon negativa,
un combinado de anticuerpos monoclonales puede incluir anticuerpos contra CD14, CD20, CD11bb, CD16, HLA-DR y
CDs.

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir ademas la eliminacion de células de la poblaciéon que
expresan un tumor antigénico, p. €j., un tumor antigénico que no comprende CD25, p. ej., CD19, CD30, CD38, CD123,
CD20, CD14 o CD11b, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con deplecion de linfocitos T
reguladores, p. €j., deplecion de CD25+, y de células con deplecion de antigenos tumorales que son adecuadas para la
expresion de un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento. En una realizacién, las células que expresan un
antigeno tumoral se eliminan simultdneamente que los linfocitos T reguladores, p. ej., CD25+. Por ejemplo, un anticuerpo
anti-CD25, o fragmento de este, y un anticuerpo anti-antigeno tumoral, o fragmento de este, se pueden unir al mismo
sustrato, p. €j., perla, que se puede utilizar para eliminar las células o un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, o el
anticuerpo anti-antigeno tumoral, o fragmento de este, se puede unir a perlas separadas, y una mezcla de estas se puede
utilizar para eliminar las células. En otras realizaciones, la eliminacion de linfocitos T reguladores, p. €j., células CD25+, y
la eliminacion de las células que expresan un antigeno tumoral es secuencial y puede ocurrir, p. €j., en cualquier orden.

También se proporcionan métodos que incluyen eliminar células de la poblacion que expresan un inhibidor de un punto
de control, p. €j., un inhibidor de un punto de control descrito en el presente documento, p. €j., una o mas de células PD1+,
células LAG3+ y células TIM3+, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con deplecién de linfocitos T,
p. €j., células con deplecion de CD25+ y células con deplecion de un inhibidor de un punto de control, p. €j., PD1, PD-L1,
PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (p. €j., CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1,
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CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR, MHC de clase |,
MHC de clase I, GAL9, adenosinay TGFR (p. ej., TGFRbeta), p. €j., como se describe en el presente documento. En una
realizacion, las células que expresan un inhibidor de un punto de control se eliminan simultdneamente con los linfocitos T
reguladores, p. €j., CD25+. Por ejemplo, un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, y un anticuerpo anti-inhibidor de
un punto de control, o fragmento de este, se pueden unir a la misma perla, que se puede utilizar para eliminar las células
o un anticuerpo anti-CD25, o fragmento de este, y el anticuerpo anti-inhibidor de un punto de control, o fragmento de este,
se pueden unir a perlas separadas, y puede utilizarse una mezcla de las cuales para eliminar las células. En otras
realizaciones, la eliminacion de linfocitos T reguladores, p. €j., células CD25+, y la eliminacion de las células que expresan
un inhibidor de un punto de control es secuencial y puede ocurrir, p. €j., en cualquier orden.

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir un paso de seleccion positiva. Por ejemplo, pueden
aislarse linfocitos T mediante incubacion con perlas conjugadas con anti-CD3/anti-CD28 (p. ej., 3x28), tales como
DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, durante un periodo de tiempo suficiente para la seleccion positiva de los linfocitos T
deseados. En una realizacion, el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos. En una realizacion adicional, el
periodo de tiempo varia de 30 minutos a 36 horas 0 mas y todos los valores enteros intermedios. En otra realizacion, el
periodo de tiempo es de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas. En otra realizacién mas, el periodo de tiempo es de 10 a 24 horas,
p. €j., 24 horas. Se pueden utilizar tiempos de incubaciéon mas largos para aislar linfocitos T en cualquier situacion en la
que haya pocos linfocitos T en comparacion con otros tipos de células, tal como en el aislamiento de linfocitos infiltrantes
de tumores (TIL, por sus siglas en inglés) del tejido tumoral o de individuos inmunocomprometidos. Ademas, el uso de
tiempos de incubacion mas prolongados puede aumentar la eficiencia de captura de los linfocitos T CD8+. Por lo tanto,
simplemente acortando o alargando el tiempo en que se permite que los linfocitos T se unan a las perlas de CD3/CD28
y/o aumentando o disminuyendo la proporcion de perlas respecto a linfocitos T (tal como se describe mas adelante en el
presente documento), se puede seleccionar preferentemente, a favor o en contra de, subpoblaciones de linfocitos T en el
inicio del cultivo o en otros puntos temporales durante el proceso. Adicionalmente, al aumentar o disminuir la proporcion
de anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28 en las perlas u otra superficie, se puede seleccionar preferentemente, a favor o en
contra de, subpoblaciones de linfocitos T en el inicio del cultivo o en otros puntos temporales deseados.

En una realizacion, se puede seleccionar una poblacion de linfocitos T que expresa uno o mas de: IFN-Y, TNFa, IL-17A,
IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, IL-10, IL-13, granzima B y perforina, u otras moléculas apropiadas, p. €j., otras citocinas. Se
pueden determinar métodos para el cribado de la expresion celular, p. €j., segun los métodos descritos en la Publicacion
PCT N.°: WO 2013/126712.

Para el aislamiento de una poblaciéon de células deseada mediante seleccion positiva o negativa, se puede variar la
concentracion de células y superficie (p. €j., particulas tales como perlas). En ciertos aspectos, puede ser deseable
disminuir significativamente el volumen en el que se mezclan las perlas y las células (p. €j., aumentar la concentracion de
células), para asegurar el maximo contacto de las células y las perlas. Por ejemplo, en un aspecto, se usa una
concentracion de 10 mil millones de células/mL, 9 mil millones/mL, 8 mil millones/mL, 7 mil millones/mL, 6 mil millones/mL
0 5 mil millones/mL. En un aspecto, se usa una concentracién de mil millones de células/mL. En un aspecto mas, se usa
una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95 o 100 millones de células/mL. En aspectos adicionales, pueden usarse
concentraciones de 125 o 150 millones de células/mL.

El uso de concentraciones elevadas puede dar como resultado un mayor rendimiento celular, activacion celular y
expansion celular. Ademas, el uso de altas concentraciones de células permite una captura mas eficaz de las células que
puedan expresar débilmente antigenos diana de interés, tales como linfocitos T negativos para CD28, o de muestras en
las que hay muchas células tumorales presentes (p. €j., sangre leucémica, tejido tumoral, etc.). Tales poblaciones de
células pueden tener un valor terapéutico y seria deseable obtenerlas. Por ejemplo, el uso de una alta concentracion de
células permite una seleccion mas eficaz de linfocitos T CD8+ que normalmente tienen una expresion de CD28 mas débil.

En un aspecto relacionado, puede ser deseable usar concentraciones mas bajas de células. Diluyendo significativamente
la mezcla de linfocitos T y la superficie (p. €j., particulas tales como perlas), se minimizan las interacciones entre las
particulas y las células. Esto selecciona las células que expresan cantidades elevadas de antigenos deseados para unirse
a las particulas. Por ejemplo, los linfocitos T CD4+ expresan niveles mas elevados de CD28 y se capturan de manera
mas eficaz que los linfocitos T CD8+ en concentraciones diluidas. En un aspecto, la concentracion de células usada es
de 5 x 10%/mL. En otros aspectos, la concentracion utilizada puede ser aproximadamente de 1 x 10%mL a 1 x 108/mL y
cualquier valor entero intermedio.

En otros aspectos, las células se pueden incubar en un dispositivo rotatorio durante periodos de tiempo variables a
velocidades variables a 2-10 °C o a temperatura ambiente.

En una realizacion, una pluralidad de las células efectoras inmunitarias de la poblacién no expresa la diacilglicerol--cinasa
(DGK), p. €j., es deficiente en DGK. En una realizacion, una pluralidad de las células efectoras inmunitarias de la poblacién
no expresa lkaros, p. €j., es deficiente en Ikaros. En una realizacion, una pluralidad de las células efectoras inmunitarias
de la poblacion no expresa DGK e Ikaros, p. €j., es deficiente en DGK e lkaros.
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Los linfocitos T para la estimulacion también se pueden congelar después de un paso de lavado. Sin desear ceiirse a la
teoria, el paso de congelacion y descongelacion posterior proporciona un producto mas uniforme al separar granulocitos
y, en cierta medida, monocitos en la poblacion celular. Después del paso de lavado que elimina plasma y plaquetas, las
células pueden suspenderse en una solucidon de congelacion. Si bien muchas soluciones y parametros de congelacion
son conocidos en la técnica y seran utiles en este contexto, un método conlleva el uso de PBS que contiene un 20 % de
DMSO y un 8 % de albumina de suero humano, o medios de cultivo que contienen un 10 % de Dextrano 40 y un 5 % de
Dextrosa, un 20 % de Albumina de Suero Humano y un 7,5 % de DMSO, o un 31,25 % de Plasmalyte-A, un 31,25 % de
Dextrosa al 5 %, un 0,45 % de NaCl, un 10 % de Dextrano 40 y un 5 % de Dextrosa, un 20 % de Albumina de Suero
Humano y un 7,5 % de DMSO u otros medios de congelacion celular adecuados que contienen, por ejemplo, Hespan y
Plasmalyte A, las células se congelan después a -80 °C a una velocidad de 1° por minuto y se almacenan en la fase de
vapor de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido. Se pueden utilizar otros métodos de congelacion controlada,
asi como la congelacion no controlada inmediatamente a -20 °C o en nitrégeno liquido.

En ciertos aspectos, las células crioconservadas se descongelan y lavan como se describe en el presente documento y
se dejan reposar durante una hora a temperatura ambiente antes de la activacién utilizando los métodos de la presente
divulgacion.

También se contempla en el contexto de la invencion la extraccién de muestras de sangre o producto de aféresis de un
sujeto en un periodo de tiempo anterior al momento en que se podrian necesitar las células expandidas como se describen
en el presente documento. Como tal, la fuente de las células que se va a expandir se puede recoger en cualquier momento
necesario y las células deseadas, tales como linfocitos T, se pueden aislar y congelar para su uso posterior en la terapia
con células efectoras inmunitarias para cualquiera de varias enfermedades o afecciones que se beneficiarian de la terapia
con células efectoras inmunitarias, tales como las descritas en el presente documento. En un aspecto, se toma una
muestra de sangre o una aféresis de un sujeto generalmente sano. En ciertos aspectos, se toma una muestra de sangre
0 una aféresis de un sujeto generalmente sano que esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, pero que aun no ha
desarrollado una enfermedad, y las células de interés se aislan y congelan para su uso posterior. En determinados
aspectos, los linfocitos T pueden expandirse, congelarse y usarse en un momento posterior. En ciertos aspectos, se
recogen muestras de un paciente poco después del diagnostico de una enfermedad particular tal como se describe en el
presente documento, pero antes de cualesquiera tratamientos. En un aspecto adicional, las células se aislan de una
muestra de sangre o de una aféresis de un sujeto antes de cualquier niumero de modalidades de tratamiento relevantes,
que incluyen, entre otros, tratamiento con agentes tales como natalizumab, efalizumab, agentes antiviricos, quimioterapia,
radiacion, agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506,
anticuerpos u otros agentes inmunoablativos, tales como CAMPATH, anticuerpos anti-CD3, citoxano, fludarabina,
ciclosporina, FK506, rapamicina, acido micofendlico, esteroides, FR901228 e irradiacion.

En un aspecto adicional de la presente invencién, los linfocitos T se obtienen de un paciente directamente después del
tratamiento que deja al sujeto con linfocitos T funcionales. A este respecto, se ha observado que después de ciertos
tratamientos contra el cancer, en particular los tratamientos con farmacos que dafan el sistema inmunitario, poco después
del tratamiento durante el periodo en que los pacientes normalmente se recuperarian del tratamiento, la calidad de los
linfocitos T obtenidos puede ser 6ptima o mejorada en lo que respecta a su capacidad de expandirse ex vivo. Del mismo
modo, después de la manipulacion ex vivo utilizando los métodos descritos en el presente documento, estas células
pueden estar en un estado preferido para un mejor injerto y expansion in vivo. Por lo tanto, se contempla dentro del
contexto de la presente invencion recoger células de la sangre, incluidos linfocitos T, células dendriticas u otras células
del linaje hematopoyético, durante esta fase de recuperacion. Ademas, en ciertos aspectos, la movilizacion (por ejemplo,
la movilizacién con GM-CSF) y las pautas de acondicionamiento se pueden usar para crear una condicién en un sujeto
en donde se favorezca la repoblacion, recirculacién, regeneracion y/o expansion de tipos de células particulares,
especialmente durante una ventana de tiempo definida después de la terapia. Los tipos ilustrativos de células incluyen
linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas y otras células del sistema inmunitario.

En una realizacion, las células efectoras inmunitarias que expresan una molécula CAR, p. ej., una molécula CAR descrita
en el presente documento, se obtienen de un sujeto que ha recibido una dosis baja, de potenciacién inmunitaria, de un
inhibidor de mTOR. En una realizacion, la poblacion de células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T, que se va a
modificar para expresar un CAR, se recolecta después de un tiempo suficiente, o después de una dosificacién suficiente
con la dosis baja, de potenciacion inmunitaria, de un inhibidor de mTOR, de modo que el nivel de células efectoras
inmunitarias negativas para PD1, p. €j., linfocitos T, o la proporcién de células efectoras inmunitarias negativas para PD1,
p. €j., linfocitos T/células efectoras inmunitarias positivas para PD1, p. €j., linfocitos T, en el sujeto o recolectadas del
sujeto se haya incrementado, al menos de manera transitoria.

En otras realizaciones, la poblacion de células efectoras inmunitarias, p. €j., linfocitos T, que se han modificado o se
modificaran para expresar un CAR, se pueden tratar ex vivo por contacto con una cantidad de un inhibidor de mTOR que
incrementa el nUmero de células efectoras inmunitarias negativas para PD1, p. €j., linfocitos T, o incrementa la proporcion
de células efectoras inmunitarias negativas para PD1, p. ej., linfocitos T/células efectoras inmunitarias positivas para PD1,
p. €j., linfocitos T.
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Se reconoce que los métodos de aplicacion pueden utilizar condiciones de medios de cultivo que comprenden un 5 % o
menos, por ejemplo, un 2 %, de suero AB humano, y pueden emplear condiciones y composiciones de medios de cultivo
conocidas, por ejemplo, las descritas en Smith et al., "Ex vivo expansion of human T cells for adoptive immunotherapy
using the novel Xeno-free CTS Immune Cell Serum Replacement" Clinical & Translational Immunology (2015) 4, e31; doi:.
10. 103 8/cti. 2014.3 1.

En una realizacion, una poblacién de linfocitos T es deficiente en diacilglicerol--cinasa (DGK). Las células deficientes en
DGK incluyen células que no expresan ARN o proteina de DGK, o tienen una reduccion o inhibicion de la actividad de
DGK. Las células deficientes en DGK se pueden generar mediante estrategias genéticas, p. ej., administracion de agentes
de interferencia por ARN, por ejemplo, ARNip, ARNhc, ARNmi, para reducir o prevenir la expresion de DGK. Como
alternativa, las células deficientes en DGK se pueden generar mediante tratamiento con los inhibidores de DGK descritos
en el presente documento.

En una realizacion, una poblacién de linfocitos T es deficiente en Ikaros. Las células deficientes en Ikaros incluyen células
que no expresan ARN o proteina de lkaros, o tienen una reduccion o inhibicidon de la actividad de lkaros, las células
deficientes en Ikaros se pueden generar mediante estrategias genéticas, p. ej., administrando agentes de interferencia
por ARN, p. ej., ARNip, ARNhc, miARN, para reducir o evitar la expresion de Ikaros. Como alternativa, las células
deficientes en lkaros se pueden generar mediante tratamiento con inhibidores de Ikaros, p. €j., lenalidomida.

En las realizaciones, una poblacion de linfocitos T es deficiente en DGK y deficiente en Ikaros, p. €j., no expresa DGK ni
Ikaros, o tiene una reduccion o inhibicion de la actividad de DGK e lkaros. Las células deficientes en DGK e Ikaros de
este tipo se pueden generar mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.

En una realizacion, los linfocitos NK se obtienen del sujeto. En otro caso, los linfocitos NK son una linea celular NK; p. €j.,
la linea celular NK-92 (Conkwest).

CAR alogénico

En algunos casos descritos en el presente documento, la célula efectora inmunitaria puede ser una célula efectora
inmunitaria alogénica, p. €j., un linfocito T o un linfocito NK. Por ejemplo, la célula puede ser un linfocito T alogénico, p.
€j., un linfocito T alogénico que carece de expresion de un receptor de linfocito T (TCR) funcional y/o antigeno leucocitario
humano (HLA), p. €j., HLA de clase | y/o HLA de clase II.

Un linfocito T que carece de un TCR funcional se puede, p. €j., modificar de manera que no exprese ningun TCR funcional
en su superficie, modificar de manera que no exprese una o mas subunidades que comprenden un TCR funcional (p. €j.,
modificar de manera que no exprese (0 muestre una expresion reducida) de TCR alfa, TCR beta, TCR gamma, TCR delta,
TCR épsilon y/o TCR zeta) o modificar de manera que produzca muy poco TCR funcional en su superficie. Como
alternativa, el linfocito T puede expresar un TCR sustancialmente alterado, p. €j., por expresion de formas mutadas o
truncadas de una o mas subunidades del TCR. La expresion «TCR sustancialmente alterado» significa que este TCR no
suscita una reaccion inmunitaria adversa en un hospedador.

Un linfocito T descrito en el presente documento se puede, p. ej., modificar de manera que no exprese un HLA funcional
en su superficie. Por ejemplo, un linfocito T descrito en el presente documento, se puede modificar de modo que la
expresion en la superficie celular de HLA, p. €j., HLA de clase 1 y/o HLA de clase I, experimente una disminucién regulada.
En algunas realizaciones, la disminucion regulada de HLA se puede lograr reduciendo o eliminando la expresion de
microglobulina beta-2 (B2M).

En algunas realizaciones, el linfocito T puede carecer de un TCR funcional y un HLA funcional, p. €j., HLA de clase | y/o
HLA de clase Il

Los linfocitos T modificados que carecen de un TCR y/o HLA funcionales se pueden obtener mediante cualquier medio
adecuado, incluida la supresién o disminuciéon de una o mas subunidades de TCR o HLA. Por ejempilo, el linfocito T puede
incluir una disminucion de TCR y/o HLA utilizando ARNip, ARNhc, grupos de repeticiones palindrémicas cortas en
intervalos regulares (CRISPR, por sus siglas en inglés), nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TALEN,
por sus siglas en inglés) o endonucleasa con dedos de zinc (ZFN, por sus siglas en inglés).

En algunos casos, la célula alogénica puede ser una célula que no expresa o expresa en niveles bajos una molécula
inhibidora, p. ej., mediante cualquier método descrito en el presente documento. Por ejemplo, la célula puede ser una
célula que no expresa o expresa con niveles bajos una molécula inhibidora, p. €j., que puede reducir la capacidad de una
célula que expresa CAR para organizar una respuesta efectora inmunitaria. Los ejemplos de moléculas inhibidoras
incluyen PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, CEACAM (p. ej., CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA,
TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. La inhibicion de una molécula inhibidora, p. €j., por inhibicion a nivel de ADN,
ARN o proteinas, puede optimizar el comportamiento de una célula que expresa CAR. En algunas realizaciones, se puede
utilizar un acido nucleico inhibidor, p. €j., un acido nucleico inhibidor, p. €j., un ARNbc, p. €j., un ARNip o ARNhc, grupos
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de repeticiones palindromicas cortas en intervalos regulares (CRISPR), nucleasa efectora de tipo activador de la
transcripcion (TALEN) o endonucleasa con dedos de zinc (ZFN), p. ej., como se describe en el presente documento.

ARNip y ARNhc para inhibir TCR o HLA

En algunas realizaciones, se puede inhibir la expresion de TCR y/o la expresion de HLA utilizando ARNip o ARNhc que
tiene como diana un &cido nucleico que codifica un TCR y/o HLA, y/o una molécula inhibidora descrita en la presente (p.
ej., PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (p. €j., CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA,
TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR,
MHC de clase |, MHC de clase Il, GAL9, adenosina, y TGFR beta), en una célula, p. €j., linfocito T. Se describen sistemas
de expresion para ARNip y ARNhc, y ARNhc de ejemplo, p. €j., en los parrafos 649 y 650 de la Solicitud Internacional
W02015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015.

CRISPR para inhibir TCR o HLA

Tal como se utilizan en el presente documento, « CRISPR» o « CRISPR con respecto a TCR y/o HLA» o «CRISPR para
inhibir TCR y/o HLA» se refieren a un conjunto de grupos de repeticiones palindromicas cortas en intervalos regulares, o
un sistema que comprende un conjunto de repeticiones de este tipo. «Cas», tal como se utiliza en el presente documento,
se refiere a una proteina asociada a CRISPR. Un sistema «CRISPR/Cas» se refiere a un sistema que se obtiene a partir
de CRISPR y Cas que se puede utilizar para silenciar o mutar un gen de TCR y/o HLA, y/o una molécula inhibidora descrita
en la presente (p. €j., PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (p. ej., CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3,
VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270),
KIR, A2aR, MHC de clase |, MHC de clase Il, GAL9, adenosina, y TGFR beta), en una célula, p. €j., linfocito T.

El sistema CRISPR/Cas y usos de este se describen, p. €j., en los parrafos 651-658 de la Solicitud Internacional
W02015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015.

TALEN para inhibir TCR ylo HLA

La expresion « TALEN» o « TALEN contra HLA y/o TCR» o «TALEN para inhibir HLA y/o TCR» se refiere a una nucleasa
efectora de tipo activador de la transcripcion, una nucleasa artificial que se puede utilizar para editar el gen de HLA y/o
TCR, y/o una molécula inhibidora descrita en el presente documento (p. ej., PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM
(p. ej., CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3
(CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR, MHC de clase |, MHC de clase Il, GAL9, adenosina
y TGFR beta), en una célula, p. €j., linfocito T.

TALEN y usos de esta se describen, p. €j., en los parrafos 659-665 de la Solicitud Internacional WO2015/142675,
presentada el 13 de marzo de 2015.

Nucleasa con dedos de zinc para inhibir HLA ylo TCR

La expresion «ZFN» o «nucleasa con dedos de zinc» o «ZFN contra HLA y/o TCR» o «ZFN para inhibir HLA y/o TCR» se
refiere a una nucleasa con dedos de zinc, una nucleasa artificial que se puede utilizar para editar el gen de HLA y/o TCR,
y/o una molécula inhibidora descrita en el presente documento (p. €j., PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (p.
ej.,, CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3
(CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR, MHC de clase |, MHC de clase I, GAL9, adenosina
y TGFR beta), en una célula, p. €j., linfocito T.

Las ZFN y usos de estas se describen, p. €j., en los parrafos 666-671 de la Solicitud Internacional W0O2015/142675,
presentada el 13 de marzo de 2015.

Expresion de Telomerasas

Los telomeros desempefian una funcion crucial en la persistencia de las células somaticas y su longitud esta mantenida
por latelomerasa (TERT). La longitud de los telédmeros en las células de LLC puede ser muy corta (Roth et al., "Significantly
shorter telomeres in T-cells of patients with ZAP-70+/CD38 chronic lymphocytic leukaemia" British Journal of Haematology,
143, 383-386, 28 de agosto de 2008), y puede ser aun mas corta en las células que expresan CAR producidas, p. €j.,
linfocitos CART19, lo que limita su potencial de expansion después de la transferencia adoptiva a un paciente. La
expresion de la telomerasa puede rescatar a las células que expresan CAR del agotamiento replicativo.

Sin desear cefirse a ninguna teoria particular, en algunas realizaciones, un linfocito T terapéutico tiene una persistencia
poco prolongada en un paciente, debido al acortamiento de los teldmeros en el linfocito T; por consiguiente, la transfeccion
con un gen de telomerasa puede alargar los teldmeros del linfocito T y mejorar la persistencia del linfocito T en el paciente.
Véase Carl June, "Adoptive T cell therapy for cancer in the clinic", Journal of Clinical Investigation, 117: 1466-1476 (2007).
Por lo tanto, en una realizacién, una célula efectora inmunitaria, p. €j., un linfocito T, expresa de manera ectépica una
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subunidad de telomerasa, p. €j., la subunidad catalitica de la telomerasa, p. €j., TERT, p. €j., hnTERT. En algunos aspectos,
esta divulgacién proporciona un método para producir una célula que expresa CAR, que comprende poner en contacto
una célula con un &cido nucleico que codifica una subunidad de telomerasa, p. €j., la subunidad catalitica de la telomerasa,
p. ej., TERT, p. €j., hTERT. La célula se puede poner en contacto con el acido nucleico antes, a la vez o después de
ponerse en contacto con un constructo que codifica un CAR.

La expresioén de la telomerasa puede ser estable (p. €j., el &cido nucleico se puede integrar en el genoma de la célula) o
transitoria (p. €j., el &cido nucleico no se integra y la expresion se reduce después de un periodo de tiempo, p. €j., varios
dias). La expresion estable se puede conseguir mediante la transfeccién o transduccion de la célula con ADN que codifica
la subunidad de la telomerasa y un marcador seleccionable, y la seleccién de los integrantes estables. Como alternativa
0 en combinacion, la expresion estable se puede conseguir mediante la recombinacién especifica del sitio, p. €j., utilizando
el sistema Cre/Lox o FLP/FRT.

La expresion transitoria puede conllevar la transfeccion o transduccion con un acido nucleico, p. ej., ADN o ARN tal como
ARNmM. En algunas realizaciones, la transfeccion transitoria con ARNm evita la inestabilidad genética asociada a veces
con la transfeccion estable con TERT. La expresion transitoria de la actividad de la telomerasa exdgena se describe, p.
€j., en la Solicitud Internacional WO2014/130909. En las realizaciones, la transfeccion con ARNm de una subunidad de
la telomerasa se realizara de acuerdo con la plataforma de ARN Therapeutics™ comercializada por Moderna Therapeutics.
Por ejemplo, el método puede ser un método descrito en las Patentes de EE. UU. N.°¢ 8710200, 8822663, 8680069,
8754062, 8664194 o 8680069.

En una realizacion, hTERT tiene la secuencia de aminoacidos de la Proteina GenBank ID AAC51724.1 (Meyerson et al.,
«hEST2, the Putative Human Telomerase Catalytic Subunit Gene, Is Up-Regulated in Tumor Cells and during
Immortalization» Cell volumen 90, numero 4, 22 de agosto de 1997, paginas 785-795):
MPRAPRCRAVRSLLRSHYREVLP LATFVRRLGPQGWRLVQRGDP
AAFRALVAQCLVCVPWDARPPPAAPSFRQVSCLKELVARVLORLCERGAKNVLAFGFA
LLDGARGGPPEAFTTSVRSYLPNTVIDALRGSGAWGLLLRRVGDDVLVHLLARCALFV
LVAPSCAYQVCGPPLYQLGAATQARPPPHASGPRRRLGCERAWNHSVREAGVPLGLPA
PGARRRGGSASRSLPLPKRPRRGAAPEPERTPVGOGSWAHPGRTRGPSDRGFCVVSPA
RPAEEATSLEGALSGTRHSHP SVGRQHHAGPPSTSRPPRPWDTPCPPVYAETKHFLYS
SGDKEQLRPSFLLSSLRPSLTGARRLVET IFLGSRPWMPGTPRRLPRLPORYWQMRPL
FLELLGNHAQCPYGVLLKTHCPLRAAVIPAAGVCAREKPQGSVAAPEEEDTDPRRLVQ
LLRQHSSPWQVYGFVRACLRRLVPPGLWGSRHNERRFLRNTKKE I SLGKHAKLSLQEL
TWKMSVRGCAWLRRSPGVGCVPAAEHRLREE I LAKF LHWLMSVYVVELLRSFEYVTET
TFQKNRLFFYRKSVWSKLQSIGIRQHLKRVQLRELSEAEVRQHREARPALLTSRLRE I

PKPDGLRP IVNMDYVVGARTFRREKRAERLTSRVKALF SVLNYERARRPGLLGASVLG
LDDIHRAWRTFVLRVRAQDPPPELYFVKVDVTGAYDT IPQDRLTEVIASI IKPONTYC
VRRYAVVQKAAHGHVRKAFKSHVSTLTDLQPYMROFVAHLQETSPLRDAVVIEQSSSL
NEASSGLFDVEFLRFMCHHAVRIRGKSYVQCQGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLEAG
IRRDGLLLRLVDDFLLVTPHLTHAKTFLRTLVRGVPEYGCVVNLRKTVVNEPVEDEAL
GGTAFVQMPAHGLFPWCGLLLDTRTLEVQSDYSSYARTS IRASLTFNRGFKAGRNMRR
KLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLLOAYRFHACVLOLPFHQQVWKNPT
FFLRVISDTASLCYSILKAKNAGMSLGAKGAAGPLPSEAVQWLCHOAFLLKLTRHRVT

YVPLLGSLRTAQTQLSRKLPGTTLTALEAAANPALPSDEKTILD
(SEQ ID NO: 5)
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En una realizacion, la hTERT tiene una secuencia al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica
a la secuencia de la SEQ ID NO: 5. En una realizacion, la hTERT tiene una secuencia de la SEQ ID NO: 5. En una
realizacion, la hTERT comprende una delecion (p. €j., de no mas de 5, 10, 15, 20 o 30 aminoacidos) en el extremo N, el
extremo C o ambos. En una realizacion, la hTERT comprende una secuencia de aminoacidos transgénica (p. €j., de no
mas de 5, 10, 15, 20 o 30 aminoacidos) en el extremo N, el extremo C o ambos.

En una realizacion, la hTERT esta codificada por la secuencia de acido nucleico de GenBank N.° de acceso AF018167
(Meyerson et al., «hEST2, the Putative Human Telomerase Catalytic Subunit Gene, Is Up-Regulated in Tumor Cells and
during Immortalization» Cell volumen 90, nimero 4, 22 de agosto de 1997, paginas 785-795):

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

caggcagcgt
cgcgcgctcec
tgcecgetgge
gggacccggce
cacggccgcc
cccgagtgcet
cgctgctgga
acctgcccaa
gccgegtgygg
tggctcccag
ctcaggcccg
cctggaacca
ggaggcgcgg
ctgcccctga
cgcgtggacc
ccacctcttt
agcaccacgc
cccecggtgta
ggccctectt
agaccatctt
tgcceccageg
agtgccccta
cagccggtgt
acacagaccc
acggcttecgt
acaacgaacg
agctctcgct
ggagcccagg
ccaagttcct
atgtcacgga
gcaagttgca
cggaagcaga
gcttcatccc
ccagaacgtt
tcagcgtgct
gcctggacga
cgccgcectga
aggacaggct
gtcggtatgc
acgtctctac
agaccagccc
gcagtggcct
gcaagtccta
gcagcctgtg
tgctcecctgeg
ccttcctcag

ggtcctgcectg
ccgctgcecga
cacgttcgtyg
ggctttccge
ccccgecgece
gcagaggctg
cggggeccge
cacggtgacc
cgacgacgtg
ctgcgcecctac
gccccecgceca
tagcgtcagg
gggcagtgcce
gccggagcegy
gagtgaccgt
ggagggtgcg
gggcccccca
cgccgagacce
cctactcagce
tctgggttce
ctactggcaa
cggggtgctce
ctgtgcccgg
ccgtcgectg
gcgggectge
ccgcttecte
gcaggagctg
ggttggctgt
gcactggctg
gaccacgttt
aagcattgga
ggtcaggcag
caagcctgac
ccgcagagaa
caactacgag
tatccacagg
gctgtacttt
cacggaggtc
cgtggtccag
cttgacagac
gctgagggat
cttcgacgtc
cgtccagtgce
ctacggcgac
tttggtggat
gaccctggtc

cgcacgtggg
gccgtgeget
cggcgcectgg
gcgetggtgg
ccctecttee
tgcgagcgcg
gggggecccee
gacgcactgce
ctggttcacc
caggtgtgcg
cacgctagtg
gaggccgggg
agccgaagtce
acgcccgttg
ggtttctgtg
ctctectggcea
tccacatcge
aagcacttcc
tctcectgaggce
aggccctgga
atgcggcecce
ctcaagacgc
gagaagcccce
gtgcagctge
ctgcgccggce
aggaacacca
acgtggaaga
gttccggecg
atgagtgtgt
caaaagaaca
atcagacagc
catcgggaag
gggctgegge
aagagggccyg
cgggcgcggce
gcctggegea
gtcaaggtgg
atcgccagca
aaggccgcece
ctccageegt
gccgtcgtcea
ttcctacgcet
caggggatcce
atggagaaca
gatttcttgt
cgaggtgtce

aagccctggce
ccctgctgeg
ggccccaggyg
cccagtgcect
gccaggtgtc
gcgcgaagaa
ccgaggcectt
gggggagcgyg
tgctggcacyg
ggccgccgcet
gaccccgaag
tccecectggg
tgccgttgece
ggcaggggtce
tggtgtcacc
cgcgccactc
ggccaccacg
tctactccte
ccagcctgac
tgccagggac
tgtttctgga
actgcccgcet
agggctctgt
tccgecagea
tggtgccccce
agaagttcat
tgagcgtgceg
cagagcaccg
acgtcgtcga
ggctcttttt
acttgaagag
ccaggcccgce
cgattgtgaa
agcgtctcac
gccccggect
ccttcegtget
atgtgacggg
tcatcaaacc
atgggcacgt
acatgcgaca
tcgagcagag
tcatgtgcca
cgcagggctc
agctgtttgce
tggtgacacc
ctgagtatgg
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cccggcecace
cagccactac
ctggcggctg
ggtgtgcgtg
ctgcctgaag
cgtgctggcece
caccaccagc
ggcgtggggyg
ctgcgcgete
gtaccagctc
gcgtctggga
cctgceccagece
caagaggccc
ctgggcccac
tgccagaccc
ccacccatcc
tccetgggac
aggcgacaag
tggcgctcgg
tccecgecagg
gctgettggg
gcgagctgceg
ggcggccccce
cagcagcccce
aggcctctgg
ctccectgggg
gggctgeget
tctgcgtgag
gctgctcagg
ctaccggaag
ggtgcagctg
cctgctgacg
catggactac
ctcgagggtg
cctgggegece
gcgtgtgcgg
cgcgtacgac
ccagaacacg
ccgcaaggcc
gttcgtggcet
ctcectecectg
ccacgccgtyg
catcctctce
ggggattcgg
tcacctcacc
ctgcgtggtyg

cccgcegatge
cgcgaggtge
gtgcagcgcyg
ccctgggacg
gagctggtgg
ttcggcttceg
gtgcgcagcet
ctgctgttge
tttgtgctgg
ggcgctgcca
tgcgaacggyg
ccgggtgcga
aggcgtggcg
ccgggcagga
gccgaagaag
gtgggccgec
acgccttgtc
gagcagctgce
aggctcgtgg
ttgccececgee
aaccacgcgc
gtcaccccag
gaggaggagg
tggcaggtgt
ggctccaggce
aagcatgcca
tggctgcgca
gagatcctgg
tctttetttt
agtgtctgga
cgggagctgt
tccagactcc
gtcgtgggag
aaggcactgt
tctgtgcectygg
gcccaggacc
accatccccc
tactgcgtgce
ttcaagagcc
cacctgcagg
aatgaggcca
cgcatcaggg
acgctgctct
cgggacggge
cacgcgaaaa
aacttgcgga
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2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961

agacagtggt
tgccggecca
tgcagagcga
gcggcttcaa
gtcacagcct
acaagatcct
atcagcaagt
tctgctactce
ccggcecctcet
tgactcgaca
agctgagtcg
cactgccctc
agagcagaca
ccacacccag
gcatgtccgg
tgagtgtcca
agggccagct
cccagattcg
caggtggaga
gccctgtaca

ggaggtgctyg

gaacttccct
cggcctattce
ctactccagc
ggctgggagg
gtttctggat
cctgctgeag
ttggaagaac
catcctgaaa
gccctcecgag
ccgtgtcacc
gaagctcccg
agacttcaag
ccagcagccc
gcccgcaccg
ctgaaggctg
gcacacctgce
tttcctcacc
ccattgttca
ccctgagaag
caggcgagga
tgggagtaaa
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gtagaagacg
ccctggtgceg
tatgcccgga
aacatgcgtc
ttgcaggtga
gcgtacaggt
cccacatttt
gccaagaacyg
gcecgtgeagt
tacgtgccac
gggacgacgce
accatcctgg
tgtcacgeceg
ctgggagtct
agtgtccggce
cgtcttcact
aggagcccgg
ccccectegece
gaccctggga
ccctgcacct
atactgaata

aggccctggg
gcctgctget
cctccatcag
gcaaactctt
acagcctcca
ttcacgcatg
tcctgcgegt
cagggatgtc
ggctgtgcca
tcctggggtce
tgactgccct
actgatggcc
ggctctacgt
gaggcctgag
tgaggcctga
tccccacagg
cttccactcc
tgccctectt
gctctgggaa
ggatgggggt
tatgagtttt

tggcacggcet
ggatacccgg
agccagtctc

tggggtcttyg
gacggtgtge
tgtgctgecag
catctctgac
gctgggggcc
ccaagcattc
actcaggaca
ggaggccgcea
acccgcccac
cccagggagg
tgagtgtttg
gcgagtgtcc
ctggcgetceg
ccacatagga
tgccttceccac
tttggagtga
ccctgtgggt
tcagttttga

tttgttcaga
accctggagg
accttcaacc
cggctgaagt
accaacatct
ctcccattte
acggcctcce
aagggcgcecyg
ctgctcaage
gcccagacgce
gccaacccgg
agccaggcecyg
gaggggcggce
gccgaggcect
agccaagggece
gctccacccee
atagtccatc
ccccaccatce
ccaaaggtgt
caaattgggg
aaaaaaaaaa

4021 aaaaaaa
(SEQ ID NO: 8)

En una realizacion, la hTERT esta codificada por una secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID NO: 8. En una realizacién, la hTERT esta
codificada por un acido nucleico de la SEQ ID NO: 8.

Receptor de antigeno quimérico (CAR)

La presente invencion se refiere a células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) que estan modificados
para contener uno o mas CAR que dirigen las células efectoras inmunitarias al cancer. Esto se logra mediante un dominio
de union al antigeno en el CAR que es especifico para un antigeno paraneoplasico. Existen dos clases de antigenos
paraneoplasicos (antigenos tumorales) que pueden ser la diana de los CAR descritos en el presente documento: (1)
antigenos paraneoplasicos que se expresan en la superficie de las células cancerosas; y (2) antigenos paraneoplasicos
que en si mismos son intracelulares, sin embargo, un fragmento de dicho antigeno (péptido) se presenta en la superficie
de las células cancerosas por MHC (complejo mayor de histocompatibilidad).

En consecuencia, una célula efectora inmunitaria, p. €j., obtenida por un método descrito en el presente documento, se
puede modificar para contener un CAR que tiene como diana uno de los siguientes antigenos paraneoplasicos (antigenos
tumorales): CD19; CD123; CD22; CD30; CD171; CS-1 (también denominado subconjunto 1 de CD2, CRACC, SLAMF7,
CD319 y 19A24); molécula 1 similar a lectina de tipo C (CLL-1 o CLECL1); CD33; variante Il del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFRUVIII); gangliésido G2 (GD2); ganglidosido GD3 (aNeu5Ac(2-8)aNeu5Ac(2-3)bDGalp(1-
4)bDGlcp(1-1)Cer); maduracion de linfocitos B de miembros de la familia de receptores de TNF (BCMA); antigeno Tn ((Tn
Ag) o (GalNAca-Ser/Thr)); antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA); receptor huérfano de tipo
tirosina--cinasa 1 (ROR1); tirosina--cinasa 3 de tipo Fms (FLT3); glucoproteina 72 asociada a tumores (TAG72); CD38;
CD44v6; antigeno carcinoembrionario (CEA); molécula de adhesion de células epiteliales (EPCAM); B7H3 (CD276); KIT
(CD117); subunidad alfa-2 del receptor de interleucina-13 (IL.-13Ra2 o CD213A2); mesotelina; receptor alfa de interleucina
11 (IL-11Ra); antigeno de células madre prostaticas (PSCA); proteasa serina 21 (testisina 0 PRSS21); receptor 2 del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2); antigeno de Lewis(Y); CD24; receptor beta del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR-beta); antigeno embrionario 4 especifico de etapa (SSEA-4); CD20; receptor de folato
alfa; proteina tirosina--cinasa receptora ERBB2 (Her2/neu); Mucina 1, asociada a la superficie celular (MUC1); receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); molécula de adhesion de células neurales (NCAM); prostasa; fosfatasa
acida prostatica (PAP); factor de elongacion 2 mutado (ELF2M); efrina B2; proteina alfa de activacion de fibroblastos
(FAP); receptor del factor insulinico de crecimiento 1 (receptor de IGF-I), anhidrasa carbdnica IX (CAIX); subunidad de
proteasoma (prosoma, macropaina), tipo beta, 9 (LMP2); glucoproteina 100 (gp100); proteina de fusién de oncogén que
consiste en la regidon de agrupamiento de puntos de ruptura (BCR) y el homdlogo 1 del oncogén virico de la leucemia
murina de Abelson (Abl) (bcr-abl); tirosinasa; receptor 2 de efrina de tipo A (EphA2); fucosil GM1; molécula de adhesion
de sialilo de Lewis (sLe); gangliésido GM3 (aNeu5Ac(2-3)bDGalp(1-4)bDGlcp(1-1)Cer); transglutaminasa 5 (TGS5);
antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMWMAA); gangliésido o-acetil-GD2 (OAcGD2); receptor de
folato beta; marcador endotelial tumoral 1 (TEM1/CD248); relacionado con el marcador endotelial tumoral 7 (TEM7R);
claudina 6 (CLDNG); receptor de la hormona estimulante del tiroides (TSHR); receptor acoplado a proteina G clase C
grupo 5, miembro D (GPRC5D); marco de lectura abierto 61 del cromosoma X (CXORF61); CD97; CD179a; cinasa de
linfoma anaplasico (ALK); acido polisialico; especifico de placenta 1 (PLAC1); porcion de hexasacarido de glucoceramida
globoH (GloboH); antigeno de diferenciacién de glandula mamaria (NY-BR-1); uroplaquina 2 (UPK2); receptor celular 1
del virus de la hepatitis A (HAVCR1); adrenoceptor beta 3 (ADRB3); panexina 3 (PANX3); receptor acoplado a proteina
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G 20 (GPR20); complejo de antigeno de linfocitos 6, locus K 9 (LY6K); receptor olfativo 51E2 (OR51E2); Proteina de
Marco de Lectura Alternativa TCR Gamma (TARP); proteina del tumor de Wilms (WT1); antigeno de cancer/testiculo 1
(NY-ESO-1); antigeno de cancer/testiculo 2 (LAGE-1a); antigeno 1 asociado al melanoma (MAGE-A1); gen 6 variante de
translocacion de ETS, ubicado en el cromosoma 12p (ETV6-AML); proteina de espermatozoide 17 (SPA17); familia de
antigenos X, miembro 1A (XAGE1); receptor de superficie celular de union a angiopoyetina 2 (Tie 2); antigeno de testiculo
y cancer melanoma 1 (MAD-CT-1); antigeno de testiculo y cancer melanoma 2 (MAD-CT-2); antigeno 1 relacionado con
Fos; proteina tumoral p53 (p53); p53 mutada; prosteina; survivina; telomerasa; antigeno tumoral de carcinoma de préstata-
1 (PCTA-1 o Galectina 8), antigeno de melanoma reconocido por linfocitos T 1 (MelanA o MARTI); mutante de sarcoma
de rata (Ras); transcriptasa inversa de telomerasa humana (hTERT); puntos de rotura de translocacion de sarcoma;
inhibidor de la apoptosis de melanoma (ML-IAP); ERG (proteasa transmembrana, gen de fusion de ETS y serina 2
(TMPRSS2)); N-acetilglucosaminil--transferasa V (NA17); proteina de caja emparejada Pax-3 (PAX3); receptor de
andrégenos; ciclina B1; homodlogo derivado del neuroblastoma del oncogén virico de la mielocitomatosis aviar v-myc
(MYCN); miembro C de la familia de homodlogos de Ras (RhoC); proteina 2 relacionada con la tirosinasa (TRP-2);
citocromo P450 1B1 (CYP1B1); similar al factor de unién a CCCTC (proteina de dedo de zinc) (BORIS o hermano del
regulador de sitios impresos), antigeno de carcinoma de células escamosas reconocido por linfocitos T 3 (SART3);
proteina de caja emparejada Pax-5 (PAX5); proteina de union a proacrosina sp32 (OY-TES1); proteina tirosina--cinasa
especifica de linfocitos (LCK); proteina de anclaje A cinasa 4 (AKAP-4); sarcoma sinovial, punto de rotura 2 de X (SSX2);
receptor para productos finales de glucacion avanzada (RAGE-1); renal ubicuo 1 (RU1); renal ubicuo 2 (RU2); legumaina;
virus del papiloma humano E6 (VPH EB); virus del papiloma humano E7 (VPH E7); carboxil--esterasa intestinal; proteina
de choque térmico 70-2 mutada (hsp70-2 mut); CD79a; CD79b; CD72; receptor 1 de tipo inmunoglobulina asociado a
leucocitos (LAIR1); fragmento Fc del receptor de IgA (FCAR o CD89); miembro 2 de la subfamilia A del receptor de tipo
inmunoglobulina leucocitaria (LILRA2); miembro f de la familia de tipo molécula CD300 (CD300LF); miembro A de la
familia 12 de dominios de lectina de tipo C (CLEC12A); antigeno 2 de células estromales de la médula ésea (BST2); tipo
receptor de hormona de tipo mucina que contiene modulo de tipo EGF 2 (EMR2); antigeno de linfocitos 75 (LY75);
Glipicano-3 (GPC3); proteina 5 similar al receptor Fc 5 (FCRL5); y el polipéptido 1 de tipo inmunoglobulina lambda (IGLL1).

En una realizacién, una molécula de anticuerpo multiespecifico es una molécula de anticuerpo biespecifico. Un anticuerpo
biespecifico tiene especificidad por dos antigenos como maximo. Una molécula de anticuerpo biespecifico esta
caracterizada por una primera secuencia del dominio variable de inmunoglobulina que tiene especificidad de union por un
primer epitopo y una segunda secuencia del dominio variable de inmunoglobulina que tiene especificidad de unién por un
segundo epitopo. En una realizacion, el primer y segundo epitopos estan en el mismo antigeno, p. €j., la misma proteina
(o subunidad de una proteina multimérica). En una realizacién, el primer y segundo epitopos se solapan. En una
realizacion, el primer y segundo epitopos no se solapan. En una realizacion, el primer y segundo epitopos estan en
antigenos diferentes, p. ej., proteinas diferentes (o subunidades diferentes de una proteina multimérica). En una
realizacion, una molécula de anticuerpo biespecifico comprende una secuencia del dominio variable de la cadena pesada
y una secuencia del dominio variable de la cadena ligera que tienen especificidad de unién por un primer epitopo y una
secuencia del dominio variable de la cadena pesada y una secuencia del dominio variable de la cadena ligera que tienen
especificidad de union por un segundo epitopo. En una realizacién, una molécula de anticuerpo biespecifico comprende
medio anticuerpo que tiene especificidad de unién por un primer epitopo y medio anticuerpo que tiene especificidad de
unién por un segundo epitopo. En una realizacién, una molécula de anticuerpo biespecifico comprende medio anticuerpo,
o un fragmento de este, que tiene especificidad de unién por un primer epitopo y medio anticuerpo, o un fragmento de
este, que tiene especificidad de unidon por un segundo epitopo. En una realizacién, una molécula de anticuerpo
biespecifico comprende un scFv, o un fragmento de este, que tiene especificidad de unidn por un primer epitopo y un
scFv, o un fragmento de este, que tiene especificidad de union por un segundo epitopo.

En ciertas realizaciones, la molécula de anticuerpo es una molécula de anticuerpo multiespecifico (p. €j., uno biespecifico
0 uno triespecifico). Los protocolos para generar moléculas de anticuerpos biespecificos o heterodiméricos, y diversas
configuraciones para moléculas de anticuerpos biespecificos, se describen, p. €j., en los parrafos 455-458 del documento
W02015/142675, presentado el 13 de marzo de 2015.

En un aspecto, la molécula de anticuerpo biespecifico se caracteriza por una primera secuencia del dominio variable de
inmunoglobulina, p. €j., un scFv, que tiene especificidad de unién para CD19, p. €j., comprende un scFv como se describe
en el presente documento, o comprende las CDR de la cadena ligera y/o las CDR de la cadena pesada de un scFv descrito
en el presente documento y una segunda secuencia de dominio variable de inmunoglobulina que tiene especificidad de
unioén para un segundo epitopo en un antigeno diferente.

TCR quimérico

En un aspecto, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la presente divulgacion (p. ej., anticuerpos y fragmentos
contra CD19) pueden injertarse en uno o mas dominios constantes de una cadena del receptor de linfocitos T («TCR»),
por ejemplo, una cadena alfa de TCR o beta de TCR, para crear un TCR quimérico. Sin desear cefirse a la teoria, se cree
que los TCR quiméricos sefalizaran a través del complejo TCR tras la unién del antigeno. Por ejemplo, un scFv tal como
se divulga en el presente documento, puede injertarse en el dominio constante, p. €j., al menos una porcién del dominio
constante extracelular, el dominio transmembrana y el dominio citoplasmatico, de una cadena de TCR, por ejemplo, la
cadena alfa de TCR y/o la cadena beta de TCR. Como otro ejemplo, un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un dominio
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VL como se describe en el presente documento, puede injertarse al dominio constante de una cadena alfa de TCR, y un
fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un dominio VH como se describe en el presente documento, puede injertarse al
dominio constante de una cadena beta de TCR (0, como alternativa, un dominio VL puede injertarse en el dominio
constante de la cadena beta de TCR y un dominio VH puede injertarse en una cadena alfa de TCR). Como otro ejemplo,
las CDR de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo pueden injertarse en una cadena alfa y/o beta de TCR para crear un
TCR quimérico. Por ejemplo, las CDRL divulgadas en la presente se pueden injertar en el dominio variable de una cadena
alfa de TCR y las CDRH divulgadas en la presente se pueden injertar en el dominio variable de una cadena beta de TCR,
o viceversa. Tales TCR quiméricos pueden producirse, p. €j., mediante métodos conocidos en la técnica (Por ejemplo,
Willemsen RA et al., Gene Therapy 2000; 7: 1369-1377; Zhang T et al., Cancer Gene Ther 2004; 11: 487-496; Aggen et
al., Gene Ther. abril de 2012;19(4):365-74).

Armazones que no son de anticuerpos

En las realizaciones, el dominio de unién al antigeno comprende un armazén que no es de anticuerpo, p. €j., una
fibronectina, anquirina, anticuerpo dominio, lipocalina, inmunofarmaco modular pequefio, maxicuerpo, Proteina A o afilina.
El armazon que no es de anticuerpo tiene la capacidad de unirse al antigeno diana en una célula. En las realizaciones, el
dominio de union al antigeno es un polipéptido o fragmento de este de una proteina de origen natural expresada en una
célula. En algunas realizaciones, el dominio de union al antigeno comprende un armazén que no es de anticuerpo. Puede
emplearse una amplia diversidad de armazones que no son de anticuerpos siempre que el polipéptido resultante incluya
al menos una region de union que se una especificamente al antigeno diana en una célula diana.

Los armazones que no son de anticuerpos incluyen: fibronectina (Novartis, MA), anquirina (Molecular Partners AG, Zurich,
Suiza), anticuerpos de dominio (Domantis, Ltd., Cambridge, MA y Ablynx nv, Zwijnaarde, Bélgica), lipocalina (Pieris
Proteolab AG, Freising, Alemania), inmunofarmacos modulares pequefios (Trubion Pharmaceuticals Inc., Seattle, WA),
maxicuerpos (Avidia, Inc., Mountain View, CA), Proteina A (Affibody AG, Suecia) y afilina (gamma-cristalina o ubiquitina)
(Scil Proteins GmbH, Halle, Alemania).

En una realizacion, el dominio de union al antigeno comprende el dominio extracelular, o un fragmento de unién a
contraligando de este, de la molécula que se une a un contraligando en la superficie de una célula diana.

Las células efectoras inmunitarias pueden comprender un constructo de ADN recombinante que comprende secuencias
que codifican un CAR, en donde el CAR comprende un dominio de unién al antigeno (p. €j., anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, TCR o fragmento de TCR) que se une especificamente a un antigeno tumoral, p. €j., un antigeno tumoral
descrito en el presente documento, y un dominio de sefializacion intracelular. EI dominio de sefializacion intracelular puede
comprender un dominio de sefializacién coestimulador y/o un dominio de sefializacién primario, p. ej., una cadena zeta.
El dominio de sefializacién coestimulador se refiere a una porciéon del CAR que comprende al menos una parte del dominio
intracelular de una molécula coestimuladora. Como se describe en otro punto, los métodos descritos en el presente
documento pueden incluir transducir una célula, p. €j., de la poblacién de células con deplecion de linfocitos T reguladores,
con un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el presente documento.

En aspectos especificos, un CAR comprende un dominio de scFv, en donde el scFv puede estar precedido por una
secuencia lider opcional tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 1 y seguido por una secuencia bisagra opcional tal
como se proporciona en la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 36 o SEQ ID NO: 23, una regién transmembrana tal como se
proporciona en la SEQ ID NO: 6, un dominio de sefalizacién intracelular que incluye la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO:
16 y una secuencia CD3 zeta que incluye la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10, p. €j., en donde los dominios son contiguos
y estan en el mismo marco de lectura para formar una Unica proteina de fusion.

En un aspecto, un constructo de CAR de ejemplo comprende una secuencia lider opcional (p. €j., una secuencia lider
descrita en el presente documento), un dominio de unién al antigeno extracelular (p. €j., un dominio de union al antigeno
descrito en el presente documento), una bisagra (p. €j., una regién bisagra descrita en el presente documento), un dominio
transmembrana (p. ej., un dominio transmembrana descrito en el presente documento) y un dominio estimulador
intracelular (p. ej., un dominio estimulador intracelular descrito en el presente documento). En un aspecto, un constructo
de CAR de ejemplo comprende una secuencia lider opcional (p. €j., una secuencia lider descrita en el presente
documento), un dominio de unién al antigeno extracelular (p. €j., un dominio de unién al antigeno descrito en el presente
documento), una bisagra (p. €j., una region bisagra descrita en el presente documento), un dominio transmembrana (p.
€j., un dominio transmembrana descrito en el presente documento), un dominio de sefalizacion coestimulador intracelular
(p. €j., un dominio de sefalizacion coestimulador descrito en el presente documento) y/o un dominio de sefializacion
primario intracelular (p. €j., un dominio de sefalizacion primario descrito en el presente documento).

Se proporciona una secuencia lider de ejemplo como la SEQ ID NO: 1. Se proporciona una secuencia de
bisagra/espaciador de ejemplo como la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:36 o SEQ ID NO:23. Se proporciona una secuencia
del dominio transmembrana de ejemplo como la SEQ ID NO: 6. Se proporciona una secuencia del dominio de sefalizacion
intracelular de la proteina 4-1BB de ejemplo como la SEQ ID NO: 7. Se proporciona una secuencia del dominio de
sefalizacion intracelular de CD27 de ejemplo como SEQ ID NO: 16. Se proporciona una secuencia del dominio de
CD3zeta de ejemplo como la SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 10.
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En un aspecto, la célula efectora inmunitaria comprende un constructo de acido nucleico recombinante que comprende
una molécula de acido nucleico que codifica un CAR, en donde la molécula de acido nucleico comprende una secuencia
de acido nucleico que codifica un dominio de union al antigeno, en donde la secuencia es contigua a la secuencia de
acido nucleico que codifica un dominio de sefializacion intracelular y esta en el mismo marco de lectura que esta. Un
dominio de sefalizacion intracelular de ejemplo que puede utilizarse en CAR incluye, entre otros, uno o mas dominios de
sefalizacion intracelular de, p. ej., CD3-zeta, CD28, CD27, 4-1BB y similares. En algunos casos, el CAR puede
comprender cualquier combinacion de CD3-zeta, CD28, 4-1BB y similares.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas deseadas se pueden obtener usando métodos
recombinantes conocidos en la técnica, tal como, por ejemplo, cribando bibliotecas de células que expresan la molécula
de acido nucleico, obteniendo la molécula de acido nucleico de un vector que se sabe que la incluye o aislando
directamente de células y tejidos que la contienen, usando técnicas convencionales. Como alternativa, el acido nucleico
de interés se puede producir por vias sintéticas, en lugar de clonarse.

Los acidos nucleicos que codifican un CAR se pueden introducir en las células efectoras inmunitarias utilizando, p. €j., un
constructo de vector retrovirico o lentivirico.

Los acidos nucleicos que codifican un CAR también se pueden introducir en la célula efectora inmunitaria utilizando, p.
€j., un constructo de ARN que se puede transfectar directamente en una célula. Un método para generar ARNm para su
uso en la transfeccidn conlleva la transcripcion in vitro (IVT, por sus siglas en inglés) de un molde con cebadores disefiados
especialmente, seguido de la adicion de poliA, para producir un constructo que contiene la secuencia no traducida («UTR»,
por sus siglas en inglés) en 3'y 5' (p. ej., una UTR en 3' y/o 5' descrita en el presente documento), una caperuza en 5' (p.
€j., una caperuza en 5' descrita en el presente documento) y/o un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, por sus
siglas en inglés) (p. ej., un IRES descrito en el presente documento), el acido nucleico que se va a expresar y una cola de
poliA, normalmente de 50-2000 bases de longitud (p. ej., descrita en la presente, p. €j., la SEQ ID NO:35). El ARN
producido de esta puede transfectar eficazmente diferentes tipos de células. En una realizacién, el molde incluye
secuencias para el CAR. En una realizacion, un vector de ARN de CAR se utiliza para transducir una célula, p. €j., un
linfocito T, por electroporacion.

Dominio de unién al antigeno

En un aspecto, una pluralidad de las células efectoras inmunitarias, p. €j., la poblacién de células con deplecion de
linfocitos T reguladores, incluyen un acido nucleico que codifica un CAR que comprende un elemento de unién especifico
para la diana denominado por lo demas dominio de union al antigeno. La eleccion del elemento de unién depende del tipo
y del numero de ligandos que definen la superficie de una célula diana. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno
puede elegirse para reconocer un ligando que actia como marcador de la superficie celular en células diana asociadas
con una patologia particular. Por tanto, los ejemplos de marcadores de la superficie celular que pueden actuar como
ligandos para el dominio de unién al antigeno en un CAR descrito en el presente documento incluyen los asociados con
infecciones viricas, bacterianas y parasitarias, enfermedades autoinmunitarias y células cancerosas.

En un aspecto, la porcion del CAR que comprende el dominio de unién al antigeno comprende un dominio de union al
antigeno que se tiene como diana un antigeno tumoral, p. €j., un antigeno tumoral descrito en el presente documento.

El dominio de union al antigeno puede ser cualquier dominio que se una al antigeno, incluidos, entre otros, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado y
un fragmento funcional de estos, incluidos, entre otros, un anticuerpo de dominio Unico tal como un dominio variable de
cadena pesada (VH), un dominio variable de cadena ligera (VL) y un dominio variable (VHH) de nanocuerpo derivado de
camélido, y a un armazon alternativo conocido en la técnica por actuar como dominio de union al antigeno, tal como un
dominio de fibronectina recombinante, un receptor de linfocitos T (TCR) o un fragmento de este, p. €j., TCR monocatenario,
y similares. En algunos casos, es beneficioso que el dominio de unién al antigeno proceda de la misma especie en la que
se usara finalmente el CAR. Por ejemplo, para su uso en seres humanos, puede ser beneficioso que el dominio de union
a antigeno del CAR comprenda residuos humanos o humanizados para el dominio de unioén al antigeno de un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo.

En una realizacion, el dominio de unién al antigeno comprende un anticuerpo anti-CD19, o fragmento de este, p. €j., un
scFv. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable ligera
enumeradas en la Tabla 1. La secuencia conectora que une las cadenas variable pesada y variable ligera pueden ser, p.
ej., cualquiera de las secuencias conectoras descritas en el presente documento o, como alternativa, puede ser
GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID NO: 104).

Tabla 1: Dominios de union de anticuerpos anti-CD19
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CD19

CD19
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CD19
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huscFv4

huscFv5

huscFv6

huscFv7
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EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNWYQQKPGQA
PRLLIYHTSRLHSGIPARFSGSGSGIDYTLTISSLQPEDEFAVY
FCOOGNTLPYTFGQGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQES
GPGLVKPSETLSLTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPGKGLEWIGV
IWGSETTYYSSSLKSRVTIISKDNSKNQVSLKLSSVTAADTAVY
YCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVTVSS

Evmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyqgkpggaprll
iyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntl
pytfgggtkleikggggsggggsggggsavalgesgpglvkpsetls
ltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyygsslksr
vtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqgg
t_vtvss

ovglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglew
igviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyy
cakhyyyggsyamdywgqggtlvtvssggggsggggsggggseivmtg
spatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyqggkpggaprlliyhtsr
lhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgqg
gtkleik

Ovglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglew
igviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyy
cakhyyyggsyamdywgggtlvtvssggggsggggsggggseivmtg
spatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlliyhtsr
lhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgg
gtkleik

E_vmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwygqgkpggaprll
iyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntl
pytfgggtkleikgggygsggggsgggygsggggsqvglaesgpglvkp
setlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyss
s_ksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamd
ywgggtlvtvss

E_vmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwygqgkpggaprll
iyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgggntl
pytfgggtkleikggggsgggysgggysggggsqvglgesgpglvkp
setlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyqgs
s_ksrvtiskdnsknqgvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamd
ywgggtlvtvss
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ovglgesgpglvkpsetlsltcetvsgvslpdygvswirgppgkglew
igviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyy
cakhyyyggsyamdywgqgtlvtvssggggsggggsggggsggggse
ivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnwyggkpggaprlli
vhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlp
ytfgggtkleik

ovglgesgpglvkpsetlsltcectvsgvslpdygvswirgppgkglew
igviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyy
cakhyyyggsyamdywgqgtlvtvssggggsggggsgggygsgggygse
ivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlli
vhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlp
ytfgggtkleik

E_vmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwygqgkpggaprll
iyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntl
pytfgggtkleikgggygsggggsgggygsggggsqvglaesgpglvkp
setlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyns
s_ksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamd
ywgggtlvtvss

Ovglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglew
igviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyy
cakhyyyggsyamdywgggtlvtvssggqggsggggsggggsggggse

ivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnwygqgkpggaprlliy
htsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgggntlpyt
fgggtkleik

Eivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlli
yhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpy
tfgggtkleikggggsggggsggggsavalgesgpglvkpsetlsltce
tvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtis
kdnsknqgvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqgtlvty
SS

Qvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewi
gviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyyca
khyyyggsyamdywgqgt lvtvssggggsggggsggggseivmtgspa
tlslspgeratlscrasqgdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhsg
iparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkle
ik
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SEQ ID NO:
CD19 muCTL 019 119
Digmtgttsslsaslgdrvtiscrasqgdiskylnwyqggkpdgtvklli
yhtsrlhsgvpsrfsgsgsgtdysltisnlegediatyfcqgggntlpy
tfgggtkleitggggsggggsggggsevklgesgpglvapsgslsvtc
tvsgvslpdygvswirgpprkglewlgviwgsettyynsalksrltii
kdnsksqgvflkmnslgtddtaiyycakhyyyggsyamdywgggtsvtv
ss
VH de anticuerpo | Secuencia Secuencia de VL
SSJ25-C1
QVQLLESGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSY ELVLTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGT
WMNWVKQRPGQGLEWIGQIYPGDGDTNYNGKE NVAWYQQOKPGQSPKPLIYSATYRNSGVPDRF
KGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSEDSAVYSC TGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADYFYFCQYN
ARKTISSVVDFYFDYWGQGTTVT RYPYTSGGGTKLEIKRRS
SEQ ID NO: 120 121

Los constructos de CAR CD19 que contienen dominios de scFv anti-CD19 humanizados se describen en la publicacion
PCT WO 2014/153270.

Las secuencias de las secuencias CDR murinas y humanizadas de los dominios de scFv anti-CD19 se muestran en la
Tabla 7 para los dominios variables de la cadena pesada y en la Tabla 8 para los dominios variables de la cadena ligera.
"ID" representa la SEQ ID NO respectiva para cada CDR.

Tabla 7. CDR de dominio variable de la cadena pesada (Kabat) de anticuerpos contra CD19
Candidato FW |HCDR1 ID |HCDR2 ID |HCDR3 ID

CART19_murino GVSLPDYGVS 122 |VIWGSETTYYNSALKS [123 HYYYGGSYAMDY 127
CART19 a_humanizado |VH4 |GVSLPDYGVS |122 |VIWGSETTYYSSSLKS |124 HYYYGGSYAMDY 127
CART19b_humanizado VH4 |GVSLPDYGVS |[122 VIWGSETTYYQSSLKS |125 HYYYGGSYAMDY |127

CART19 ¢c_humanizado |VH4 |GVSLPDYGVS |122 |VIWGSETTYYNSSLKS |126 HYYYGGSYAMDY 127
Tabla 8. CDR de dominio variable de la cadena ligera de anticuerpos contra CD19

Candidato FW |LCDR1 ID LCDR2 ID LCDR3 ID

CART19_murino RASQDISKYLN 128 |HTSRLHS 129 | QQGNTLPYT 130
CART19 a_humanizado VK3 | RASQDISKYLN 128 |HTSRLHS 129 | QQGNTLPYT 130
CART19 b_humanizado VK3 | RASQDISKYLN 128 |HTSRLHS 129 | QQGNTLPYT 130
CART19 ¢_humanizado VK3 | RASQDISKYLN 128 |HTSRLHS 129 | QQGNTLPYT 130

Cualquier CAR CD19 conocido, p. €j., el dominio de unién al antigeno CD19 de cualquier CAR CD19 conocido en la
técnica, se puede utilizar de acuerdo con la presente divulgacion. Por ejemplo, LG-740; el CAR CD19 descrito en la
Patente de EE. UU. N.° 8 399 645, Patente de EE. UU. N.° 7 446 190; Xu et al., Leuk Lymphoma. 2013 54(2):255-
260(2012); Cruz et al., Blood 122(17):2965-2973 (2013); Brentjens et al., Blood, 118(18):4817-4828 (2011); Kochenderfer
et al., Blood 116(20):4099-102 (2010); Kochenderfer et al., Blood 122 (25):4129-39(2013); y 16th Annu Meet Am Soc Gen
Cell Ther (ASGCT) (15-18 de mayo, Salt Lake City) 2013, Sumario 10.

En una realizacion, el dominio de union al antigeno comprende un anticuerpo anti-BCMA, o fragmento de este, p. €j., un
scFv. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable ligera
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enumeradas en la Tabla 11. La secuencia conectora que une las cadenas variable pesada y variable ligera pueden ser,
p. €j., cualquiera de las secuencias conectoras descritas en el presente documento. Los constructos de CAR anti-BCMA
que contienen dominios de scFv anti-BCMA se describen en el presente documento, p. ej., en la Tabla 11 o en el
documento US2016/0046724A1.

En las realizaciones, el dominio de unidn al antigeno comprende un anticuerpo anti-EGFRVIII, o fragmento de este, p. €.,
un scFv. Por ejemplo, el dominio de union al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable
ligera descritas en el documento US2014/0322275A1. Los constructos de CAR anti-EGFRVIII que contienen dominios de
scFv anti-EGFRVIIl se describen en el presente documento, p. €j., en el documento US2014/0322275A1. En las
realizaciones, el dominio de union al antigeno comprende un anticuerpo contra CD123, o fragmento de este, p. €j., un
scFv. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable ligera
descritas en el documento US2014/0322212A1 o US2016/0068601A1. Los constructos de CAR anti-CD123 que contienen
dominios de scFv anti-CD123 se describen en el presente documento, p. €j., en el documento US2014/0322212A1 o
US2016/0068601A1.

En las realizaciones, el dominio de unidn al antigeno comprende un anticuerpo anti-mesotelina, o fragmento de este, p.
€j., un scFv. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable
ligera descritas en el documento WO 2015/090230. Los constructos de CAR anti-mesotelina que contienen dominios de
scFv anti-mesotelina se describen en el presente documento, p. €j., en el documento WO 2015/090230.

En las realizaciones, el dominio de unién al antigeno comprende un anticuerpo anti-CLL1, o fragmento de este, p. €j., un
scFv. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable ligera
descritas en el documento US2016/0051651A1. Los constructos de CAR anti-CLL1 que contienen dominios de scFv anti-
CLL1 se describen en el presente documento, p. €j., en el documento US2016/0051651A1.

En las realizaciones, el dominio de union al antigeno comprende un anticuerpo anti-CD33, o fragmento de este, p. €j., un
scFv. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno comprende una cadena pesada variable y una cadena variable ligera
descritas en el documento US2016/0096892A1. Los constructos de CAR anti-CD33 que contienen dominios de scFv anti-
CD33 se describen en el presente documento, p. €j., en el documento US2016/0096892A1.

En una realizacién, el dominio de union al antigeno comprende una, dos, tres (p. €j., las tres) CDR de la cadena pesada,
HC CDR1, HC CDR2 and HC CDR3, de un anticuerpo enumerado anteriormente, y/o una, dos, tres (p. €j., las tres) CDR
de la cadena ligera, LC CDR1, LC CDR2 and LC CDR3, de un anticuerpo enumerado anteriormente. En una realizacion,
el dominio de union al antigeno comprende una regioén variable de la cadena pesada y/o una region variable de la cadena
ligera de un anticuerpo enumerado o descrito anteriormente.

En un aspecto, el dominio de union al antigeno antitumoral es un fragmento, p. €j., un fragmento variable monocatenario
(scFv). En un aspecto, el dominio de unién contra un antigeno paraneoplasico como se describe en el presente documento
es un Fv, un Fab, un (Fab')2 o un anticuerpo hibrido bifuncional (p. €j., biespecifico) (p. €j., Lanzavecchia et al., Eur. J.
Immunol. 17, 105 (1987)). En un aspecto, los anticuerpos y fragmentos de estos de la divulgacion se unen a una proteina
de un antigeno paraneoplasico como se describe en el presente documento con afinidad de tipo natural o potenciada.

En algunos casos, los scFv se pueden preparar de acuerdo con un método conocido en la técnica (véase, p. €j., Bird et
al., (1988) Science 242: 423-426 y Houston et al., (1988) Proc. Natl Acad. Sci. EE. UU. 85:5879-5883). Se pueden producir
moléculas de ScFv ligando las regiones VH y VL entre si utilizando conectores polipeptidicos flexibles. Las moléculas de
scFv comprenden un conector (p. €j., un conector de Ser-Gly) con una longitud y/o composicion de aminoacidos
optimizadas. La longitud del conector puede afectar en gran medida la forma en que las regiones variables de un scFv se
pliegan e interactuan. De hecho, si se emplea un conector polipeptidico corto (p. €j., entre 5-10 aminoacidos) se evita el
plegamiento intracatenario. También se requiere plegamiento intercatenario para unir las dos regiones variables con el fin
de formar un sitio de union al epitopo funcional. Para consultar ejemplos de orientacion del conector y tamafo, remitase,
p. €j., a Hollinger et al. 1993 Proc Natl Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448, Publicaciones de Solicitud de Patente de EE. UU.
N.°s 2005/0100543, 2005/0175606, 2007/0014794, y Publicaciones PCT N.° W02006/020258 y WO2007/024715.

Un scFv puede comprender un conector de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 o mas residuos aminoacidicos entre sus regiones VL y VH. La secuencia conectora puede comprender
cualquier aminoacido de origen natural. En algunas realizaciones, la secuencia conectora comprende los aminoacidos
glicina y serina. En otra realizacion, la secuencia conectora comprende conjuntos de repeticiones de glicina y serina, tales
como (GlysSer)n, en donde n es un niumero entero positivo igual a o mayor de 1 (SEQ ID NO: 26). En una realizacion, el
conector puede ser (GlysSer)s (SEQ ID NO: 27) o (GlysSer)s (SEQ ID NO: 28). La variacion en la longitud del conector
puede conservar o potenciar la actividad, lo que da lugar a una eficacia superior en los estudios de actividad.

En otro aspecto, el dominio de unién al antigeno es un receptor de linfocitos T («TCR»), o un fragmento de este, por
ejemplo, un TCR monocatenario (scTCR). En la técnica se conocen métodos para fabricar tales TCR. Véanse, p. €j.,
Willemsen R. A. et al., Gene Therapy 7: 1369-1377 (2000); Zhang T. et al., Cancer Gene Ther 11: 487-496 (2004); Aggen
et al., Gene Ther. 19 (4): 365-74 (2012). Por ejemplo, se puede modificar un scTCR que contenga los genes Vay V3 a
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partir de un clon de linfocitos T unido por un conector (p. €j., un péptido flexible). Este enfoque es muy util para la diana
asociada al cancer que en si misma es intracelular, sin embargo, el MHC presenta un fragmento de dicho antigeno (péptido)
en la superficie de las células cancerosas.

Dominio transmembrana

Con respecto al dominio transmembrana, en diversas realizaciones, un CAR se puede disefiar para comprender un
dominio transmembrana que esté unido al dominio extracelular del CAR. Un dominio transmembrana puede incluir uno o
mas aminoacidos adicionales adyacentes a la region de transmembrana, p. €j., uno 0 mas aminoacidos asociados con la
region extracelular de la proteina de la que procede el dominio transmembrana (p. €j., 1,2, 3,4,5,6, 7, 8, 9, 10 hasta 15
aminoacidos de la region extracelular) y/o uno o mas aminoacidos adicionales asociados con la region intracelular de la
proteina de la cual procede la proteina transmembrana (p. €j., 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 hasta 15 aminoacidos de la
region intracelular). En un aspecto, el dominio transmembrana es uno que esta asociado con uno de los otros dominios
del CAR. En algunos casos, el dominio transmembrana se puede seleccionar o modificar por sustitucion de aminoacidos
para evitar la unidon de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas o diferentes proteinas de la
membrana superficial, p. ej., para minimizar las interacciones con otros miembros del complejo receptor. En un aspecto,
el dominio transmembrana tiene capacidad de homodimerizacion con otro CAR en la superficie celular de una célula que
expresa CAR. En un aspecto diferente, la secuencia de aminoacidos del dominio transmembrana puede modificarse o
sustituirse con el fin de minimizar las interacciones con los dominios de union del compafiero de unién nativo presente en
el mismo CART.

El dominio transmembrana puede proceder de una fuente natural o recombinante. Cuando la fuente es natural, el dominio
puede proceder de cualquier proteina unida a la membrana o transmembrana. En un aspecto, el dominio transmembrana
es capaz de sefalizar al dominio o los dominios intracelulares cada vez que el CAR se ha unido a una diana. Un dominio
transmembrana de uso particular en esta invencion puede incluir al menos la region o las regiones transmembrana de, p.
€j., la cadena alfa, beta o zeta del receptor de linfocitos T, CD28, CD27, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16,
CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. En algunas realizaciones, un dominio transmembrana
puede incluir al menos la region o las regiones transmembrana de, p. €j., KIR2DS2, 0X40, CD2, CD27, LFA-1 (CD11a,
CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD40, BAFFR, HVEM (LIGHTR), SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44,
NKp30, NKp46, CD160, CD19, IL2R beta, IL2R gamma, IL7R a, ITGA1, VLA1, CD49a, ITGA4, 1A4, CD49D, ITGAG, VLA-
6, CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE, CD103, ITGAL, CD11a, LFA-1, ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2,
CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile), CEACAM1, CRTAM, Ly9
(CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME
(SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, PAG/Cbp, NKG2D, NKG2C.

En algunos casos, el dominio transmembrana se puede unir a la region extracelular del CAR, p. €j., el dominio de unién
al antigeno del CAR, a través de una bisagra, p. €j., una bisagra de una proteina humana. Por ejemplo, en una realizacion,
la bisagra puede ser una bisagra de Ig (inmunoglobulina) humana, p. €j., una bisagra de IgG4 o una bisagra de CD8a. En
una realizacion, la bisagra o el espaciador comprende (p. €j., consiste en) la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:2. En un aspecto, el dominio transmembrana comprende (p. €j., consiste en) un dominio transmembrana de la SEQ
ID NO: 6.

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de IgG4. Por ejemplo, en una realizacion, la bisagra o
el espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKM (SEQ ID NO:36). En algunas
realizaciones, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de nucleétidos de
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GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGGCGG
ACCCAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGA
CCCCCGAGGTGACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCA
GTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGG
GAGGAGCAGTTCAATAGCACCTACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCA
GGACTGGCTGAACGGCAAGGAATACAAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCC
AGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGG
TGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGAC
CTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAC
GGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACAGCGACGGCA
GCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGGGCAA
CGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGA
GCCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATG (SEQ ID NO:37).

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de IgD. Por ejemplo, en una realizacion, la bisagra o el
espaciador comprende una bisagra de la secuencia de aminoacidos
RWPESPKAQASSVPTAQPQAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQEERET
KTPECPSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCFVVGSDLKDAHLTWEVAGKVPTG
GVEEGLLERHSNGSQSQHSRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPSLPPQRLMALREPAAQA
PVKLSLNLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNILLMWLEDQREVNTSGFAPARPPPQPG
STTFWAWSVLRVPAPPSPQPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVTDH (SEQ ID NO:23). En algunas realizaciones,
la bisagra o el espaciador comprende una bisagra codificada por una secuencia de nucleétidos de

AGGTGGCCCGAAAGTCCCAAGGCCCAGGCATCTAGTGTTCCTACTGCACAGCCCCA
GGCAGAAGGCAGCCTAGCCAAAGCTACTACTGCACCTGCCACTACGCGCAATACT
GGCCGTGGCGGGGAGGAGAAGAAAAAGGAGAAAGAGAAAGAAGAACAGGAAGA
GAGGGAGACCAAGACCCCTGAATGTCCATCCCATACCCAGCCGCTGGGCGTCTATC
TCTTGACTCCCGCAGTACAGGACTTGTGGCTTAGAGATAAGGCCACCTTTACATGT
TTCGTCGTGGGCTCTGACCTGAAGGATGCCCATTTGACTTGGGAGGTTGCCGGAAA
GGTACCCACAGGGGGGGTTGAGGAAGGGTTGCTGGAGCGCCATTCCAATGGCTCT
CAGAGCCAGCACTCAAGACTCACCCTTCCGAGATCCCTGTGGAACGCCGGGACCTC
TGTCACATGTACTCTAAATCATCCTAGCCTGCCCCCACAGCGTCTGATGGCCCTTAG
AGAGCCAGCCGCCCAGGCACCAGTTAAGCTTAGCCTGAATCTGCTCGCCAGTAGTG
ATCCCCCAGAGGCCGCCAGCTGGCTCTTATGCGAAGTGTCCGGCTTTAGCCCGCCC
AACATCTTGCTCATGTGGCTGGAGGACCAGCGAGAAGTGAACACCAGCGGCTTCG
CTCCAGCCCGGCCCCCACCCCAGCCGGGTTCTACCACATTCTGGGCCTGGAGTGTC
TTAAGGGTCCCAGCACCACCTAGCCCCCAGCCAGCCACATACACCTGTGTTGTGTC
CCATGAAGATAGCAGGACCCTGCTAAATGCTTCTAGGAGTCTGGAGGTTTCCTACG
TGACTGACCATT (SEQ ID NO:24).

En un aspecto, el dominio transmembrana puede ser recombinante, en cuyo caso comprendera predominantemente

residuos hidréfobos, tales como leucina y valina. En un aspecto, se puede detectar un triplete de fenilalanina, triptéfano y
valina en cada extremo de un dominio transmembrana recombinante.
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Opcionalmente, un conector oligo- o polipéptido corto, de entre 2 y 10 aminoacidos de longitud, puede formar la union
entre el dominio transmembrana y la region citoplasmatica del CAR. Un doblete de glicina-serina proporciona un conector
particularmente adecuado. Por ejemplo, en un aspecto, el conector comprende la secuencia de aminoacidos de
GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 14). En algunas realizaciones, el conector esta codificado por una secuencia de nucleétidos
de GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCC (SEQ ID NO: 19).

En un aspecto, la bisagra o el espaciador comprende una bisagra de KIR2DS2.

Dominio citoplasmatico

El dominio o region citoplasmicos del CAR incluye un dominio de sefializacién intracelular. Un dominio de sefalizacion
intracelular es generalmente responsable de la activacién de al menos una de las funciones efectoras normales de la
célula inmunitaria en la que se ha introducido el CAR. La expresién «funcion efectora» se refiere a una funcion
especializada de una célula. La funcion efectora de un linfocito T, por ejemplo, puede ser actividad citolitica o actividad
auxiliar, incluida la secrecioén de citocinas. Por lo tanto, la expresion «dominio de sefalizacion intracelular» se refiere a la
porcion de una proteina que transduce la sefal de la funcidon efectora y dirige a la célula para realizar una funcion
especializada. Aunque habitualmente se puede emplear todo el dominio de sefializacién intracelular, en muchos casos
no es necesario usar la cadena completa. En la medida en que se use una porcién truncada del dominio de sefalizacion
intracelular, dicha porcién truncada puede usarse en lugar de la cadena intacta, siempre que transduzca la sefal de la
funcion efectora. Por lo tanto, la expresion «dominio de sefializacion intracelular» pretende incluir cualquier porcién
truncada del dominio de sefializacion intracelular suficiente para transducir la sefial de la funcion efectora.

Los ejemplos de dominios de sefalizacion intracelulares para su uso en un CAR descrito en el presente documento
incluyen las secuencias citoplasmicas del receptor de linfocitos T (TCR) y correceptores que actian concertados para
iniciar la transduccion de sefiales después de la interaccion del receptor del antigeno, asi como cualquier derivado o
variante de estas secuencias y cualquier secuencia recombinante que tenga la misma capacidad funcional.

Se sabe que las sefales generadas a través del TCR solo son insuficientes para la activacion completa del linfocito T y
que también se requiere una sefial secundaria y/o coestimuladora. Por lo tanto, se puede decir que la activaciéon de los
linfocitos T estd mediada por dos clases distintas de secuencias de sefalizacion citoplasmicas: las que inician la activacion
primaria dependiente del antigeno a través del TCR (dominios primarios de sefalizacion intracelular) y las que actuan de
manera independiente del antigeno para proporcionar una sefial secundaria o coestimuladora (dominio citoplasmico
secundario, p. €j., un dominio coestimulador).

Un dominio de sefalizacion primario regula la activacion primaria del complejo TCR ya sea de una manera estimuladora
o0 de una manera inhibidora. Los dominios de sefalizacion intracelular primarios que actian de manera estimuladora
pueden contener motivos de sefalizacion que se conocen como motivos de activacion basados en tirosina de
inmunorreceptores o ITAM.

Los ejemplos de dominios de sefializacion intracelular primarios que contienen ITAM que son de especial uso en la
invencion incluyen aquellos de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22,
CD79a, CD79b y CD66d. En una realizacion, un CAR de uso en la invenciéon comprende un dominio de sefializacion
intracelular, p. €j., un dominio de sefalizacion primario de Cd3-zeta, p. €j., una secuencia de CD3-zeta descrita en el
presente documento.

En una realizacion, un dominio de sefializacion primario comprende un dominio ITAM modificado, p. €j., un dominio ITAM
mutado que tiene una actividad alterada (p. €j., incrementada o disminuida) en comparacién con el dominio ITAM nativo.
En una realizacién, un dominio de sefializacion primario comprende un dominio de sefalizacion intracelular primario que
contiene ITAM modificado, p. €j., un dominio de sefalizacion intracelular primario que contiene ITAM optimizado y/o
truncado. En una realizacion, un dominio de sefalizacion primario comprende uno, dos, tres, cuatro o mas motivos ITAM.

El dominio de sefializacién intracelular del CAR puede comprender el dominio de sefializaciéon CD3-zeta por si mismo o
puede combinarse con cualquier otro dominio o dominios de sefializacion intracelulares deseados utiles en el contexto de
un CAR de uso en la invencién. Por ejemplo, el dominio de sefializacion intracelular de CAR puede comprender una
porcion de cadena zeta de CD3 y un dominio de sefalizacion coestimulador. El dominio de sefalizaciéon coestimulador se
refiere a una porcion del CAR que comprende el dominio intracelular de una molécula coestimuladora. Una molécula
coestimuladora es una molécula de la superficie celular distinta que no es un receptor de antigeno o sus ligandos que se
requiere para una respuesta eficaz de los linfocitos frente a un antigeno. Los ejemplos de tales moléculas incluyen CD27,
CD28, 4-1BB (CD137), OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno asociado a la funcion linfocitica-1 (LFA-1), CD2, CD7,
LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une especificamente a CD83, y similares. Por ejemplo, se ha demostrado
que la coestimulacion de CD27 potencia la expansion, la funcién efectora y la supervivencia de linfocitos CART humanos
in vitro y aumenta la persistencia de linfocitos T humanos y la actividad antitumoral in vivo (Song et al. Blood. 2012;
119(3):696-706). Los ejemplos adicionales de tales moléculas coestimuladoras incluyen CDS, ICAM-1, GITR, BAFFR,
HVEM (LIGHTR), SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp30, NKp44, NKp46, CD160, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL2R beta,
IL2R gamma, IL7R alfa, ITGA4, VLA1, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGAS, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE, CD103,
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ITGAL, CD11a, LFA-1, ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2,
TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile), CEACAM1, CRTAM, Ly9 (CD229),
CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME
(SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76, NKG2D, NKG2C y PAG/Cbp.

Las secuencias de sefializacion intracelular dentro de la porcion citoplasmica del CAR pueden unirse entre si en un orden
aleatorio o especificado. Opcionalmente, un conector oligopeptidico o polipeptidico corto, por ejemplo, de entre 2 y 10
aminoacidos de longitud (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos) puede formar la unién entre la secuencia de
sefalizacion intracelular. En una realizacién, se puede usar un doblete de glicina-serina como un conector adecuado. En
una realizacion, se puede usar un Unico aminoacido, p. €j., una alanina, una glicina, como un conector adecuado.

En un aspecto, el dominio de sefalizacion intracelular esta disefiado para comprender dos o mas, p. €j., 2, 3, 4, 5 0 mas,
dominios de sefializacion coestimuladores. En una realizacion, los dos o mas, p. €j., 2, 3, 4, 5 0 mas, dominios de
sefalizacion coestimuladores, estan separados por una molécula conectora, p. €j., una molécula conectora descrita en el
presente documento. En una realizacién, el dominio de sefializacion intracelular comprende dos dominios de sefializacion
coestimuladores. En algunas realizaciones, la molécula conectora es un residuo de glicina. En algunas realizaciones, el
conector es un residuo de alanina.

En un aspecto, el dominio de sefializacion intracelular esta disefiado para comprender el dominio de sefalizacion de CD3-
zeta y el dominio de sefalizacion de CD28. En un aspecto, el dominio de sefalizacién intracelular esta disefiado para
comprender el dominio de sefializacion de CD3-zeta y el dominio de sefializacion de 4-1BB. En un aspecto, el dominio de
sefalizacion de 4-1BB es un dominio de sefializacion de la SEQ ID NO: 7. En un aspecto, el dominio de sefializaciéon de
CD3-zeta es un dominio de sefializacion de la SEQ ID NO: 9.

En un aspecto, el dominio de sefializacion intracelular esta disefiado para comprender el dominio de sefalizacion de CD3-
zeta y el dominio de sefalizacion de CD27. En un aspecto, el dominio de sefalizacion de CD27 comprende una secuencia
de aminoacidos de QRRKYRSNKGESPVEPAEPCRYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPACSP (SEQ ID NO:16). En un
aspecto, el dominio de sefalizacion de CD27 esta codificado por una secuencia de acido nucleico de

AGGAGTAAGAGGAGCAGGCTCCTGCACAGTGACTACATGAACATGACTCCCCGCC

GCCCCGGGCCCACCCGCAAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACCACGCGACTTCGCA
GCCTATCGCTCC (SEQ ID NO:15).

Coexpresion de CAR con otras moléculas o agentes

Coexpresion de un sequndo CAR

En un aspecto, la célula que expresa CAR descrita en el presente documento puede comprender, ademas, un segundo
CAR, p. €j., un segundo CAR que incluye un dominio de unién al antigeno diferente, p. ej., para la misma diana (p. €j.,
CD19) o una diana diferente (p. €j., una diana que no sea un antigeno paraneoplasico descrito en el presente documento,
p. ej., CD19 o un antigeno paraneoplasico diferente descrito en el presente documento). En una realizacion, el segundo
CAR incluye un dominio de unién al antigeno para una diana expresada en el mismo tipo de célula cancerosa que el
antigeno paraneoplasico. En una realizacion, la célula que expresa CAR comprende un primer CAR que tiene como diana
un primer antigeno e incluye un dominio de sefializacién intracelular que tiene un dominio de sefalizacion coestimulador,
pero no un dominio de sefializacién primario, y un segundo CAR que tiene como diana un segundo antigeno diferente e
incluye un dominio de sefializacion intracelular que tiene un dominio de sefalizacion primario, pero no un dominio de
sefalizacion coestimulador. Sin desear cefiirse a ninguna teoria, la colocacion de un dominio de sefializacion
coestimulador, p. €j., de 4-1BB, CD28, CD27, ICOS u OX-40, en el primer CAR, y el dominio de sefializacién primario, p.
ej., de CD3 zeta, en el segundo CAR puede limitar la actividad CAR a las células en las que se expresan ambas dianas.
En una realizacion, la célula que expresa CAR comprende un primer CAR de antigeno paraneoplasico que incluye un
dominio de union al antigeno que se une a un antigeno diana descrito en el presente documento, un dominio
transmembrana y un dominio coestimulador y un segundo CAR que tiene como diana un antigeno diana diferente (p. €;j.,
un antigeno expresado en el mismo tipo de célula cancerosa que el primer antigeno diana) e incluye un dominio de union
al antigeno, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion primario. En otra realizacion, la célula que expresa
CAR comprende un primer CAR que incluye un dominio de unién al antigeno que se une a un antigeno diana descrito en
el presente documento, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacion primario y un segundo CAR que tiene
como diana un antigeno distinto del primer antigeno diana (p. e€j., un antigeno expresado en el mismo tipo de célula
cancerosa que el primer antigeno diana) e incluye un dominio de unién al antigeno contra el antigeno, un dominio
transmembrana y un dominio de sefalizacién coestimulador.

En una realizacion, la célula que expresa CAR comprende un XCAR descrito en el presente documento y un CAR inhibidor.
En una realizacién, el CAR inhibidor comprende un dominio de unién al antigeno que se une a un antigeno que se
encuentra en las células normales, pero no en las células cancerosas, p. €j., células normales que también expresan X.
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En una realizacion, el CAR inhibidor comprende el dominio de unién al antigeno, un dominio transmembrana y un dominio
intracelular de una molécula inhibidora. Por ejemplo, el dominio intracelular del CAR inhibidor puede ser un dominio
intracelular de PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (por ejemplo, CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3,
VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270),
KIR, A2aR, clase | de MHC, clase Il de MHC, GAL9, adenosina o TGFR (p. ej., TGFRbeta).

En una realizacion, cuando la célula que expresa CAR comprende dos o mas CAR diferentes, los dominios de union al
antigeno de los diferentes CAR pueden ser tales que los dominios de unién al antigeno no interactien entre si. Por ejemplo,
una célula que expresa un primer y un segundo CAR puede tener un dominio de unién al antigeno del primer CAR, p. €j.,
como un fragmento, p. €j., un scFv, que no forma una asociacion con el dominio de union al antigeno del segundo CAR,
p. €j., el dominio de union al antigeno del segundo CAR es un VHH.

En algunas realizaciones, el dominio de union al antigeno comprende moléculas de unién al antigeno de dominio unico
(SDAB, por sus siglas en inglés) que incluyen moléculas cuyas regiones determinantes de la complementariedad forman
parte de un polipéptido de dominio unico. Los ejemplos incluyen, entre otros, dominios variables de la cadena pesada,
moléculas de union desprovistas de manera natural de cadenas ligeras, dominios Unicos procedentes de anticuerpos de
cadena 4 convencionales, dominios modificados y esqueletos de dominio unico diferentes de aquellos procedentes de
anticuerpos. Las moléculas SDAB pueden ser cualesquiera de la técnica, o cualesquiera moléculas de dominio unico
futuras. Las moléculas SDAB pueden proceder de cualquier especie que incluye, entre otros, ratén, ser humano, camello,
llama, lamprea, pez, tiburdn, cabra, conejo y bévidos. El término también incluye moléculas de tipo anticuerpo de dominio
unico de especies diferentes de los tiburones y Camelidae.

En un aspecto, una molécula SDAB se puede obtener de una regién variable de la inmunoglobulina presente en peces,
tal como, por ejemplo, la que se obtiene a partir del isotipo de inmunoglobulina conocido como receptor de antigeno
novedoso (NAR, por sus siglas en inglés) presente en el suero del tiburon. Los métodos para producir moléculas de
dominio unico que se obtienen de una region variable de NAR («IgNAR») se describen en el documento WO 03/014161
y en Streltsov (2005) Protein Sci. 14:2901-2909.

De acuerdo con otro aspecto, una molécula de SDAB es una molécula de unién al antigeno de dominio Unico de origen
natural conocida como cadena pesada desprovista de cadenas ligeras. Se divulgan tales moléculas de dominio Unico en
el documento WO 9404678 y en Hamers-Casterman, C. et al. (1993) Nature 363:446-448, por ejemplo. A efectos de
claridad, este dominio variable que se obtiene de una molécula de cadena pesada desprovista de manera natural de la
cadena ligera se conoce en la presente como un VHH o nanocuerpo para distinguirlo del VH convencional de
inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Una molécula VHH de este tipo se puede obtener de la especie Camelidae, por
ejemplo, en camello, llama, dromedario, alpaca y guanaco. Otras especies ademas de Camelidae pueden producir
moléculas de cadena pesada desprovistas de forma natural de la cadena ligera; las VHH de este tipo estan dentro del
alcance de la invencion.

Las moléculas de SDAB pueden ser recombinantes, injertadas con CDR, humanizadas, camelizadas, desinmunizadas
y/o generadas in vitro (p. €j., seleccionadas mediante presentacion en fagos).

También se ha descubierto que en células que tienen una pluralidad de receptores integrados en la membrana quiméricos
que comprenden un dominio de unién al antigeno las interacciones entre el dominio de union al antigeno de los receptores
pueden ser indeseables, p. €j., porque se inhibe la capacidad de uno o mas de los dominios de unién al antigeno para
unirse a su antigeno afin. En consecuencia, en el presente documento se divulgan células que tienen un primer y un
segundo receptor integrado en la membrana quimérico de origen no natural que comprende dominios de unién al antigeno
que minimizan tales interacciones. También se describen en el presente documento acidos nucleicos que codifican un
primer y un segundo receptor integrado en la membrana quimérico que no tiene un origen natural que comprende dominios
de union al antigeno que minimizan tales interacciones asi como métodos para fabricar y utilizar tales células y acidos
nucleicos. En una realizacién, el dominio de unién al antigeno de uno del primer y el segundo receptores integrados en la
membrana quiméricos que no tienen origen natural comprende un scFv, y el otro comprende un dominio de VH unico, p.
€j., un dominio de VH unico de camélido, tiburén o lamprea, o un dominio de VH unico derivado de una secuencia humana
o de raton.

En algunas realizaciones, la célula comprende un primer y un segundo CAR, en donde el dominio de union al antigeno
de uno del primer CAR y el segundo CAR no comprende un dominio ligero variable y un dominio pesado variable. En
algunas realizaciones, el dominio de union al antigeno de uno del primer CAR y el segundo CAR es un scFv y el otro no
es un scFv. En algunas realizaciones, el dominio de union al antigeno de uno del primer CAR y el segundo CAR
comprende un unico dominio de VH, p. €j., un unico dominio de VH de camélido, tiburdn o lamprea, o un tnico dominio
de VH derivado de una secuencia humana o de ratén. En algunas realizaciones, el dominio de unién al antigeno de uno
del primer CAR y el segundo CAR comprende un nanocuerpo. En algunas realizaciones, el dominio de unién al antigeno
de uno del primer CAR y el segundo CAR comprende un dominio de VHH de camélido.

En algunas realizaciones, el dominio de unién al antigeno de uno del primer CAR y el segundo CAR comprende un scFv
y el otro comprende un Unico dominio de VH, p. €j., un Unico dominio de VH de camélido, tiburén o lamprea, o un unico
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dominio de VH derivado de una secuencia humana o de raton. En algunas realizaciones, el dominio de unién al antigeno
de uno del primer CAR y el segundo CAR comprende un scFv y el otro comprende un nanocuerpo. En algunas
realizaciones, el dominio de union al antigeno de uno del primer CAR y el segundo CAR comprende un scFv y el otro
comprende un dominio de VHH de camélido.

En algunas realizaciones, cuando esta presente en la superficie de una célula, la unién del dominio de unién al antigeno
del primer CAR a su antigeno afin no se ve reducida sustancialmente por la presencia del segundo CAR. En algunas
realizaciones, la union del dominio de union al antigeno del primer CAR a su antigeno afin en presencia del segundo CAR
es un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de la unidon del dominio de unién al antigeno del primer CAR a su
antigeno afin en ausencia del segundo CAR.

En algunas realizaciones, cuando estan presentes en la superficie de una célula, los dominios de unién al antigeno del
primer CAR y del segundo CAR, se asocian entre si menos que si ambos fueran dominios de unién al antigeno scFv. En
algunas realizaciones, los dominios de unién al antigeno del primer CAR y del segundo CAR se asocian entre si un 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97%, 98 % 0 99 % menos que si ambos fueran dominios de union al antigeno scFv.

Coexpresion de un agente que potencia la actividad del CAR

En otro aspecto, la célula que expresa el CAR descrita en el presente documento puede expresar ademas otro agente, p.
€j., un agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR.

Por ejemplo, en una realizacion, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula que modula o regula, p. €j.,
inhibe, la funcion de linfocitos T. Por ejemplo, en una realizacién, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula
inhibidora. Las moléculas inhibidoras, p. €j., PD1, pueden, en algunas realizaciones, disminuir la capacidad de una célula
que expresa CAR de organizar una respuesta efectora inmunitaria. Los ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD1,
PD-L1, CTLA4, TIM3, LAGS3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1),
HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR, MHC de clase |, MHC de clase Il, GAL9, adenosina o TGFR beta.

En una realizacion, un acido nucleico inhibidor, p. ej., un acido nucleico inhibidor, p. €j., un ARNbc, p. €j., un ARNip o
ARNnhc, grupos de repeticiones palindromicas cortas en intervalos regulares (CRISPR), una nucleasa efectora de tipo
activador de la transcripcion (TALEN) o una endonucleasa con dedos de zinc (ZFN), p. €j., como se describe en el presente
documento, puede utilizarse para inhibir la expresion de una molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcion de
los linfocitos T en la célula que expresa CAR. En una realizacion, el agente es un ARNhc, p. €j., un ARNhc descrito en el
presente documento. En una realizacion, el agente que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcién de los linfocitos T es
inhibido dentro de una célula que expresa CAR. Por ejemplo, una molécula de ARNbc que inhibe la expresion de una
molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcion de los linfocitos T esta ligada al acido nucleico que codifica un
componente, p. €j., todos los componentes, del CAR.

En una realizacion, una molécula de acido nucleico que codifica una molécula de ARNbc que inhibe la expresion de la
molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcidn de los linfocitos T esta ligada operablemente a un promotor, p. €;.,
un promotor obtenido a partir de H1 o0 U6, de modo que la molécula de ARNbc que inhibe la expresion de la molécula que
modula o regula, p. €j., inhibe, la funcién de los linfocitos T se expresa, p. €j., se expresa dentro de una célula que expresa
CAR. Véanse, p. €j., Tiscornia G., "Development of Lentiviral Vectors Expressing siRNA" Capitulo 3, en Gene Transfer:
Delivery and Expression of DNA and RNA (eds. Friedmann y Rossi). Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, EE. UU., 2007; Brummelkamp TR, et al. (2002) Science 296: 550-553; Miyagishi M, et al. (2002) Nat.
Biotechnol. 19: 497-500. En una realizacion, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula de ARNbc que inhibe
la expresion de la molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcién de los linfocitos T esta presente en el mismo
vector, p. €j., un vector lentivirico, que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un componente, p. €j.,
todos los componentes, del CAR. En una realizacion de este tipo, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula
de ARNbc que inhibe la expresion de la molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcién de los linfocitos T esta
ubicada en el vector, p. €j., el vector lentivirico, en 5’ 0 3’ respecto al acido nucleico que codifica un componente, p. €j.,
todos los componentes, del CAR. La molécula de acido nucleico que codifica una molécula de ARNbc que inhibe la
expresion de la molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcién de los linfocitos T se puede transcribir en la misma
direccion o en una direccion diferente al acido nucleico que codifica un componente, p. €j., todos los componentes del
CAR. En una realizacion, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula de ARNbc que inhibe la expresion de
la molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcion de los linfocitos T esta presente en un vector diferente al vector
que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un componente, p. €j., todos los componentes, del CAR. En
una realizacion, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula de ARNbc que inhibe la expresion de la molécula
que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcion de los linfocitos T se expresa de manera transitoria dentro de una célula que
expresa CAR. En una realizacion, la molécula de acido nucleico que codifica una molécula de ARNbc que inhibe la
expresion de la molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la funcion de los linfocitos T esta integrada de manera estable
en el genoma de una célula que expresa CAR. En una realizacion, la molécula que modula o regula, p. €j., inhibe, la
funcion de los linfocitos T es PD-1.
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En una realizacion, el agente que inhibe una molécula inhibidora comprende un primer polipéptido, p. €j., una molécula
inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que proporciona una sefal positiva a la célula, p. €j., un dominio de
sefalizacion intracelular descrito en el presente documento. En una realizacion, el agente comprende un primer
polipéptido, p. €j., de una molécula inhibidora tal como PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAGS3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1,
CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR, MHC de clase |,
MHC de clase Il, GAL9, adenosina o TGFR beta, o un fragmento de cualquiera de estos (p. €j., al menos una porcion de
un dominio extracelular de cualquiera de estos) y un segundo polipéptido que es un dominio de sefializacioén intracelular
descrito en el presente documento (p. €j., que comprende un dominio coestimulador (p. ej., 41BB, CD27 o CD28, p. €j.,
como los descritos en el presente documento) y/o un dominio de sefializacion primario (p. ej., un dominio de sefializacion
de CD3 zeta descrito en el presente documento). En una realizacion, el agente comprende un primer polipéptido de PD1
o un fragmento de este (p. €j., al menos una porciéon de un dominio extracelular de PD1), y un segundo polipéptido de un
dominio de sefalizacion intracelular descrito en el presente documento (p. ej. un dominio de sefializacion de CD28 descrito
en el presente documento y/o un dominio de sefializacion de CD3 zeta descrito en el presente documento). PD1 es un
miembro inhibidor de la familia de receptores CD28 que también incluye CD28, CTLA-4, ICOS y BTLA. PD-1 se expresa
en células mieloides, linfocitos T y linfocitos B activados (Agata et al. 1996 Int. Immunol 8:765-75). Se ha mostrado que
dos ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 reducen de manera regulada la activacion de linfocitos T tras unirse a PD1
(Freeman et al. 2000 J Exp Med 192:1027-34; Latchman et al. 2001 Nat Immunol 2:261-8; Carter et al. 2002 Eur J Immunol
32:634-43). PD-L1 es abundante en los canceres humanos (Dong et al. 2003 J Mol Med 81:281-7; Blank et al. 2005
Cancer Immunol. Immunother 54:307-314; Konishi et al. 2004 Clin Cancer Res 10:5094). La supresion inmunitaria puede
invertirse inhibiendo la interaccion local de PD1 con PD-LA1.

En una realizacion, el agente comprende el dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) de una molécula inhibidora,
p. €j., Muerte Programada 1 (PD1), fusionada con un dominio transmembrana y dominios de sefalizacion intracelulares
tales como 41BB y CD3 zeta (a los que también se hace referencia en el presente documento como un CAR PD1). En
una realizacion, el CAR PD1, cuando se utiliza en combinacion con un XCAR descrito en el presente documento, mejora
la persistencia del linfocito T. En una realizacion, el CAR es un CAR PD1 que comprende el dominio extracelular de PD1

indicado como subrayado en la SEQ ID NO: 105. En una realizacién, el CAR PD1 comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:105.

Malpvtalllplalllhaarppgwfldspdrpwnpptfspallvvtegdnatftcsfsntsesfvinwyrmspsnqtdklaaf

pedrsqpgqderfrvtglpngrdfhmsvvrarrndsgtylcgaislapkaqgikeslraelrvterraevptahpspsprpagqgfqtlvttt
paprpptpaptiasqplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvllislvitlyckrgrkkllyifkgpfmrpvqttgee
dgcscrfpeeeeggcelrvkfsrsadapaykqgqnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkma
eayseigmkgerrrgkghdglyqglstatkdtydalhmgalppr (SEQ ID NO:105).

En una realizacién, el CAR PD1 comprende la secuencia de aminoacidos proporcionada a continuacion (SEQ ID NO:
106).

pegwildspdrpwnpptfspallvvtegdnatftcsfsntsesfvinwyrmspsngtdklaafpedrsqpgqgdcrfrvtglp

ngrdfhmsvvrarrndsgtylcgaislapkaqgikeslraelrvterraevptahpspsprpagqfqtlvtttpaprpptpaptiasqplslr
peacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgrkkllyifkqpfmrpvqttqeedgescripeeeeggcelrv
kfsrsadapaykqgqnqlynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeayseigmk gerrrgkgh
dglyqglstatkdtydalhmqalppr (SEQ ID NO:106).

En una realizacion, el agente comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el CAR PD1, p. €j., el CAR PD1
descrito en el presente documento. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico para el PD1 CAR se muestra a
continuacion, con el ECD PD1 subrayado a continuacion en la SEQ ID NO: 103
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atggccctcectgtcactgecectgetteteceectcgeactectgetccacgecgetagaccacccggatggtttctggactete

cggatcgcccgtggaatccecccaacctictcaccggcactcttggttgtgactgagegcgataatgcgaccticacgtectcgttctccaa

cacctccgaatcattcgtgctgaactggtaccgeatgageccgtcaaaccagaccgacaagetcgecgegtitccggaagatcggtecge

t

ocggagccatctcgctggcgectaaggcccaaatcaaagagagettgagggccgaactgagagt,

ctccgggacctacct

gcgeagagetgaggtgccaactgcacatccatceccategecteggectgeggggcagtttcagacectggtcacgaccactccggeg

ccgegeccaccgactceggecccaactatcgecgagecagecectgtegetgaggecggaageatgecgeeetgeegeeggaggtgc

tgtgcatacccggggattggacticgecatgegacatctacatttgggctectetecgecggaacttgtggegtgetecttetgtecetggteat

caccctgtactgcaageggggtcggaaaaagettctgtacattttcaagecageccticatgaggecegtgecaaaccacccaggaggagg
acggttgctectgecggtteccccgaagaggaagaaggaggttgegagetgegegtgaagtictcecggagegecgacgeceecgect
ataagcagggccagaaccagctgtacaacgaactgaacctgggacggegggaagagtacgatgtgetggacaagecggegeggecg
ggaccccgaaatgggegggaagectagaagaaagaacccicaggaaggectgtataacgagetgecagaaggacaagatggcegag
geetactcegaaattgggatgaagggagageggeggaggggaaagggocacgacggectgtaccaaggactgtecacegeeacca
aggacacatacgatgccctgeacatgcaggecctteceectege (SEQ ID NO: 103).

En una realizacion, el inhibidor de una sefial inhibidora puede ser, p. €j., un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se
une a una molécula inhibidora. Por ejemplo, el agente puede ser un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une
a PD1, PD-L1, PD-L2 o CTLA4 (p. €j., ipilimumab (al que también se hace referencia como MDX-010 y MDX-101, y
comercializado como Yervoy®; Bristol-Myers Squibb; Tremelimumab (anticuerpo monoclonal IgG2 disponible de Pfizer,
conocido anteriormente como ticilimumab, CP-675,206)). En una realizacion, el agente es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a TIM3. En una realizacion, el agente es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a
LAG3. En una realizacion, el agente es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a CEACAM (p. ej., CEACAM-
1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5). En realizaciones, el agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR, p.
€j., inhibidor de una molécula inhibidora, se administra combinado con un CAR alogénico, p. €j., un CAR alogénico descrito
en la presente (p. €j., descrito en la seccion de CAR alogénico de la presente).

PD1 es un miembro inhibidor de la familia de receptores CD28 que también incluye CD28, CTLA-4, ICOS y BTLA. PD1
se expresa en células mieloides, linfocitos T y linfocitos B activados (Agata et al. 1996 Int. Immunol 8:765-75). Se ha
mostrado que dos ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 reducen de manera regulada la activacion de linfocitos T tras unirse
a PD1 (Freeman et al. 2000 J Exp Med 192:1027-34; Latchman et al. 2001 Nat Immunol 2:261-8; Carter et al. 2002 Eur J
Immunol 32:634-43). PD-L1 es abundante en los canceres humanos (Dong et al. 2003 J Mol Med 81:281-7; Blank et al.
2005 Cancer Immunol. Immunother 54:307-314; Konishi et al. 2004 Clin Cancer Res 10:5094). La supresién inmunitaria
puede invertirse inhibiendo la interaccion local de PD1 con PD-L1.

Se conocen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y otros inhibidores de PD1, PD-L1 y PD-L2 y pueden utilizarse en
combinacion con un CAR CD19 descrito en el presente documento. Por ejemplo, nivolumab (al que también se hace
referencia como BMS-936558 o MDX1106; Bristol-Myers Squibb) es un anticuerpo monoclonal de tipo 1gG4
completamente humano que bloquea especificamente PD1. Nivolumab (clon 5C4) y otros anticuerpos monoclonales
humanos que se unen especificamente a PD1 se divulgan en los documentos US 8 008 449 y WO2006/121168.
Pidilizumab (CT-011; Cure Tech) es un anticuerpo monoclonal de tipo IgGlk humanizado que se une a PD1. En el
documento WO2009/101611 se divulgan Pidilizumab y otros anticuerpos monoclonales anti-PD1 humanizados.
Pembrolizumab (conocido anteriormente como lambrolizumab y al que también se hace referencia como Keytruda,
MKO03475; Merck) es un anticuerpo monoclonal de tipo IgG4 humanizado que se une a PD1. Pembrolizumab y otros
anticuerpos anti-PD1 humanizados se divulgan en los documentos US 8 354 509 y W02009/114335. MEDI4736
(Medimmune) es un anticuerpo monoclonal humano que se une a PDL1 e inhibe la interacciéon del ligando con PD1.
MDPL3280A (Genentech / Roche) es un anticuerpo monoclonal de tipo IgG1 con Fc humano optimizado que se une a
PD-L1. MDPL3280A y otros anticuerpos monoclonales humanos contra PD-L1 se divulgan en la patente de EE. UU. N.°%:
7 943 743 y publicacion de EE. UU. N.°: 20120039906. Otros agentes de union anti-PD-L1 incluyen YW243.55.570 (las
regiones variables de la cadena pesada y ligera se muestran en las SEQ ID NO 20 y 21 en el documento WO2010/077634)
y MDX-1 105 (al que también se hace referencia como BMS-936559 y, p. €j., agentes de union anti-PD-L1 divulgados en
el documento WO2007/005874). AMP-224 (B7-DClg; Amplimmune; p. €j., divulgado en los documentos WO2010/027827
y W0O2011/066342), es un receptor soluble de fusion PD-L2 Fc que bloquea la interaccion entre PD1 y B7-H1. Otros
anticuerpos anti-PD1 incluyen AMP 514 (Amplimmune), entre otros, p. e€j., anticuerpos anti-PD1 divulgados en los
documentos US 8 609 089, US 2010028330 y/o US 20120114649.
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En algunas realizaciones, un inhibidor de PD1 descrito en el presente documento (p. €j., un anticuerpo PD1, p. €j., un
anticuerpo PD1 descrito en el presente documento) se utiliza en combinacion con un CAR CD19 descrito en el presente
documento para tratar una enfermedad asociada con la expresion de CD19. En algunas realizaciones, un inhibidor de
PD-L1 descrito en el presente documento (p. €j., un anticuerpo PD-L1, p. €j., un anticuerpo PD-L1 descrito en el presente
documento) se utiliza en combinaciéon con un CAR CD19 descrito en el presente documento para tratar una enfermedad
asociada con la expresion de CD19. En algunas realizaciones, el sujeto tiene, o se identifica que tiene, al menos un 5 %,
6 %, 7 %, 8%, 9%, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % de las células cancerosas, p. €j., células
de LDLBG, que son CD3+/PD1+. En algunas realizaciones, el sujeto tiene, o se identifica que tiene, poblaciones
sustancialmente no solapantes de células CD19+ y células PD-L1+ en un cancer, p. €j., el microentorno del cancer. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, menos de un 20 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % o0 1 % de células
en el cancer, p. €j., el microentorno del cancer, son doblemente positivas para CD19 y PD-L1.

En algunas realizaciones, el sujeto es tratado con una combinacién de un CAR CD19, un inhibidor de PD1 y un inhibidor
de PD-L1. En algunas realizaciones, el sujeto es tratado con una combinacién de un CAR CD19, un inhibidor de PD1 y
un inhibidor de CD3. En algunas realizaciones, el sujeto es tratado con una combinaciéon de un CAR CD19, un inhibidor
de PD1, un inhibidor de PD-L1 y un inhibidor de CD3.

En algunas realizaciones, los métodos del presente documento incluyen un paso de someter a ensayo células en una
muestra biolégica, para CD3 y/o PD-1 (p. €j., expresion de CD3 y/o PD-1). En algunas realizaciones, los métodos incluyen
un paso de someter a ensayo células en una muestra bioldgica para CD19 y/o PD-L1 (p. €j., expresion de CD19 y/o PD-
L1). En algunas realizaciones, los métodos incluyen, p. €j., proporcionar una muestra que comprende células cancerosas
y realizar un paso de deteccion, p. ej., mediante inmunohistoquimica, para uno o mas de CD3, PD-1, CD19 o PD-L1. Los
métodos pueden comprender un paso adicional de recomendar o administrar un tratamiento, p. €j., un tratamiento que
comprende un CAR CD19.

En una realizacion, el anticuerpo anti-PD-1 o fragmento de este es una molécula de anticuerpo anti-PD-1 tal como se
describe en el documento US2015/0210769, titulado «Antibody Molecules to PD-1 and Uses Thereof». En una realizacion,
la molécula de anticuerpo anti-PD-1 incluye al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR (o colectivamente todas las
CDR) de una region variable de la cadena pesada y ligera de un anticuerpo elegido entre cualquiera de BAP049-humO01,
BAP049-hum02, BAP049-hum03, BAP049-hum04, BAP049-hum05, BAP049-hum06, BAP049-hum07, BAP049-hum08,
BAP049-hum09, BAP049-hum10, BAP049-hum11, BAP049-hum12, BAP049-hum13, BAP049-hum14, BAP049-hum15,
BAP049-hum16, BAP049-Clon-A, BAP049-Clon-B, BAP049-Clon-C, BAP049-Clon-D o BAP049-Clon-E; o como se
describe en la Tabla 1 del documento US 2015/0210769, o codificado por la secuencia de nucledtidos de la Tabla 1, o
una secuencia sustancialmente idéntica (p. ej., idéntica en al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 mas) a cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente; o CDR estrechamente relacionadas, p. €j., CDR que
son idénticas o que tienen al menos una alteracién aminoacidica, pero no mas de dos, tres o cuatro alteraciones (p. €j.,
sustituciones, deleciones o inserciones, p. €j., sustituciones conservadoras).

En otra realizacién mas, la molécula de anticuerpo anti-PD-1 comprende al menos una, dos, tres o cuatro regiones
variables de un anticuerpo descrito en el presente documento, p. €j., un anticuerpo elegido entre cualquiera de BAP049-
hum01, BAP049-hum02, BAP049-hum03, BAP049-hum04, BAP049-hum05, BAP049-hum06, BAP049-hum07, BAP049-
hum08, BAP049-hum09, BAP049-hum10, BAP049-hum11, BAP049-hum12, BAP049-hum13, BAP049-hum14, BAP049-
hum15, BAP049-hum16, BAP049-Clon-A, BAP049-Clon-B, BAP049-Clon-C, BAP049-Clon-D o BAP049-Clon-E; o como
se describe en la Tabla 1 del documento US 2015/0210769, o codificado por la secuencia de nucleétidos de la Tabla 1; o
una secuencia sustancialmente idéntica (p. €j., idéntica en al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 mas) a cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente.

TIM3 (inmunoglobulina-3 de linfocitos T) también regula de manera negativa la funcion de los linfocitos T, especialmente
en linfocitos T1 citotéxicos CD8+ vy linfocitos auxiliares T1 CD4+ que segregan IFN-g, y desempefia una funcién crucial
en el agotamiento de los linfocitos T. La inhibicion de la interaccion entre TIM3 y sus ligandos, p. €j., galectina-9 (Gal9),
fosfatidilserina (PS) y HMGB1, puede aumentar la respuesta inmunitaria. En la técnica se puede disponer de anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos y otros inhibidores de TIM3 y sus ligandos y estos se pueden utilizar combinados con un CAR
CD19 descrito en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, moléculas de bajo
peso molecular o inhibidores peptidicos que tienen como diana TIM3 se unen al dominio IgV de TIM3 para inhibir la
interaccion con sus ligandos. En los documentos W02013/006490 y US20100247521 se divulgan anticuerpos y péptidos
que inhiben TIM3. Otros anticuerpos anti-TIM3 incluyen versiones humanizadas de RMT3-23 (divulgado en Ngiow et al.,
2011, Cancer Res, 71: 3540-3551) y el clon 8B.2C12 (divulgado en Monney et al., 2002, Nature, 415:536-541). En el
documento US20130156774 se divulgan anticuerpos biespecificos que inhiben TIM3 y PD-1.

En una realizacion, el anticuerpo anti-TIM3 o fragmento de este es una molécula de anticuerpo anti-TIM3 tal como se
describe en el documento US2015/0218274, titulado «Antibody Molecules to TIM3 and Uses Thereof». En una realizacion,
la molécula de anticuerpo anti-TIM3 incluye al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR (o de manera global todas
las CDR) de una regién variable de la cadena pesada y ligera de un anticuerpo elegido entre cualquiera de ABTIM3,
ABTIM3-humO01, ABTIM3-hum02, ABTIM3-hum03, ABTIM3-hum04, ABTIM3-hum05, ABTIM3-hum06, ABTIM3-hum07,
ABTIM3-hum08, ABTIM3-humQ9, ABTIM3-hum10, ABTIM3-hum11, ABTIM3-hum12, ABTIM3-hum13, ABTIM3-hum14,
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ABTIM3-hum15, ABTIM3-hum16, ABTIM3-hum17, ABTIM3-hum18, ABTIM3-hum19, ABTIM3-hum20, ABTIM3-hum21,
ABTIM3-hum22, ABTIM3-hum23; o como se describe en las Tablas 1-4 del documento US 2015/0218274; o codificado
por la secuencia de nucledtidos de las Tablas 1-4; o una secuencia sustancialmente idéntica (p. €j., idéntica en al menos
un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) a cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente,
o CDR estrechamente relacionadas, p. €j., CDR que son idénticas o que tienen al menos una alteracion aminoacidica,
pero no mas de dos, tres o cuatro alteraciones (p. e€j., sustituciones, deleciones o inserciones, p. €j., sustituciones
conservadoras).

En otra realizacién mas, la molécula de anticuerpo anti-TIM3 comprende al menos una, dos, tres o cuatro regiones
variables de un anticuerpo descrito en el presente documento, p. €j., un anticuerpo elegido entre cualquiera de ABTIM3,
ABTIM3-humO01, ABTIM3-hum02, ABTIM3-hum03, ABTIM3-hum04, ABTIM3-hum05, ABTIM3-hum06, ABTIM3-hum07,
ABTIM3-hum08, ABTIM3-humQ9, ABTIM3-hum10, ABTIM3-hum11, ABTIM3-hum12, ABTIM3-hum13, ABTIM3-hum14,
ABTIM3-hum15, ABTIM3-hum16, ABTIM3-hum17, ABTIM3-hum18, ABTIM3-hum19, ABTIM3-hum20, ABTIM3-hum21,
ABTIM3-hum22, ABTIM3-hum23; o como se describe en las Tablas 1-4 del documento US 2015/0218274; o codificado
por la secuencia de nucledtidos de las Tablas 1-4; o una secuencia sustancialmente idéntica (p. €j., idéntica en al menos
un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) a cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente.

En otras realizaciones, el agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR es un inhibidor de CEACAM
(p. €j., inhibidor de CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5). En una realizacién, el inhibidor de CEACAM es una molécula
de anticuerpo anti-CEACAM. Se describen anticuerpos anti-CEACAM-1 de ejemplo en los documentos WO 2010/125571,
WO 2013/082366 WO 2014/059251 y WO 2014/022332, p. €j., un anticuerpo monoclonal 34B1, 26H7 y 5F4; o una forma
recombinante de estos, como se describe, p. €j., en los documentos US 2004/0047858, US 7.132.255 y WO 99/052552.
En otras realizaciones, el anticuerpo anti-CEACAM se une a CEACAM-5 como se describe, p. €j., en Zheng et al. PLoS
One. 2 de septiembre de 2010;5(9). pii: €12529 (DOI:10:1371/journal.pone.0021146), o presenta reactividad cruzada con
CEACAM-1 y CEACAM-5 como se describe en, p. ej., WO 2013/054331 y US 2014/0271618.

Sin desear cefirse a la teoria, se cree que las moléculas de adhesion celular relacionadas con el antigeno
carcinoembrionario (CEACAM), tales como CEACAM-1 y CEACAM-5, median, al menos en parte, en la inhibicion de la
respuesta inmunitaria antitumoral (véanse, p. €j., Market et al. J Immunol. 15 de marzo de 2002;168(6):2803-10; Market
et al. J Immunol. 1 de noviembre de 2006;177(9):6062-71; Market et al. Immunology. febrero de 2009;126(2):186-200;
Market et al. Cancer Immunol Immunother. febrero de 2010;59(2):215-30; Ortenberg et al. Mol Cancer Ther. junio de
2012;11(6):1300-10; Stem et al. J Immunol. 1 de junio de 2005;174(11):6692-701; Zheng et al. PLoS One. 2 de septiembre
de 2010;5(9). pii: €12529). Por ejemplo, se ha descrito CEACAM-1 como un ligando heterdfilo para TIM-3 y como una
molécula que desempefia una funcién en la tolerancia de los linfocitos T y agotamiento de estos mediados por TIM-3
(véanse, p. €j., el documento WO 2014/022332; Huang, et al. (2014) Nature doi:10.1038/nature13848). En realizaciones,
se ha mostrado que el bloqueo conjunto de CEACAM-1 y TIM-3 potencia una respuesta inmunitaria antitumoral en
modelos de xenoinjerto de cancer colorrectal (véanse, p. €j., el documento WO 2014/022332; Huang, et al. (2014),
mencionado anteriormente). En otras realizaciones, el bloqueo conjunto de CEACAM-1 y PD-1 reduce la tolerancia de los
linfocitos T como se ha descrito, p. €j., en el documento WO 2014/059251. Por lo tanto, se pueden utilizar inhibidores de
CEACAM con los otros inmunomoduladores descritos en la presente (p. €j., inhibidores anti-PD-1 y/o anti-TIM-3) para
potenciar la respuesta inmunitaria contra un cancer, p. €j., melanoma, un cancer de pulmén (p. ej. CPNM [siglas de cancer
de pulmdn no microcitico]), un cancer de vejiga, un cancer de colon, un cancer ovarico y otros canceres tal como se
describe en el presente documento.

LAG3 (gen 3 de activacion de linfocitos o CD223) es una molécula de la superficie celular expresada en linfocitos T y
linfocitos B activados que ha demostrado desempefiar una funcién en el agotamiento de los linfocitos T CD8+. En la
técnica se puede disponer de anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y otros inhibidores de LAG3 y sus ligandos y estos
se pueden utilizar combinados con un CAR CD19 descrito en el presente documento. Por ejemplo, BMS-986016 (Bristol-
Myers Squib) es un anticuerpo monoclonal que tiene como diana LAG3. IMP701 (Immutep) es un anticuerpo antagonista
contra LAG3 e IMP731 (Immutep y GlaxoSmithKline) es un anticuerpo de deplecion contra LAG3. Otros inhibidores de
LAG3 incluyen IMP321 (Immutep), que es una proteina de fusidon recombinante de una porcion soluble de LAG3 e Ig que
se une a moléculas MHC de clase |l y activa las células presentadoras de antigeno (APC). Se divulgan otros anticuerpos,
p. €j., en el documento W02010/019570.

En una realizacion, el anticuerpo anti-LAG3 o fragmento de este es una molécula de anticuerpo anti-LAG3 tal como se
describe en el documento US2015/0259420, titulado «Antibody Molecules to LAG3 and Uses Thereof». En una realizacion,
la molécula de anticuerpo anti-LAG3 incluye al menos una, dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR (o colectivamente todas
las CDR) de una region variable de cadena pesada y ligera de un anticuerpo elegido entre cualquiera de BAP050-humO01,
BAP050-hum02, BAP050-hum03, BAP050-hum04, BAP050-hum05, BAP050-hum06, BAP050-hum07, BAP050-hum08,
BAP050-hum09, BAP050-hum10, BAP050-hum11, BAP050-hum12, BAP050-hum13, BAP050-hum14, BAP050-hum15,
BAP050-hum16, BAP050-hum17, BAP050-hum18, BAP050-hum19, BAP050-hum20, huBAP050(Ser) (p. ej., BAP050-
humO01-Ser, BAP050-hum02-Ser, BAP050-humQ3-Ser, BAP050-hum04-Ser, BAP050-hum05-Ser, BAP050-hum06-Ser,
BAP050-hum07-Ser, BAP050-hum08-Ser, BAP050-hum09-Ser, BAP050-hum10-Ser, BAP050-hum11-Ser, BAP050-
hum12-Ser, BAP050-hum13-Ser, BAP050-hum14-Ser, BAP050-hum15-Ser, BAP050-hum18-Ser, BAP050-hum19-Ser o
BAP050-hum20-Ser), BAP050-Clon-F, BAP050-Clon-G, BAP050-Clon-H, BAP050-Clon-I o BAP050-Clon-J; o como se
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describe en la Tabla 1 del documento US 2015/0259420; o codificado por la secuencia de nucledtidos de la Tabla 1; o
una secuencia sustancialmente idéntica (p. €j., idéntica en al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 mas) a cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente, o CDR estrechamente relacionadas, p. €j., CDR que
son idénticas o que tienen al menos una alteracién aminoacidica, pero no mas de dos, tres o cuatro alteraciones (p. €j.,
sustituciones, deleciones o inserciones, p. €j., sustituciones conservadoras).

En otra realizacion mas, la molécula de anticuerpo anti-LAG3 comprende al menos una, dos, tres o cuatro regiones
variables de un anticuerpo descrito en el presente documento, p. €j., un anticuerpo elegido entre cualquiera de BAP050-
hum01, BAP050-hum02, BAP050-hum03, BAP050-hum04, BAP050-hum05, BAP050-hum06, BAP050-hum07, BAP050-
hum08, BAP050-hum09, BAP050-hum10, BAP050-hum11, BAP050-hum12, BAP050-hum13, BAP050-hum14, BAP050-
hum15, BAP050-hum16, BAP050-hum17, BAP050-hum18, BAP050-hum19, BAP050-hum20, huBAP050(Ser) (p. €j.,
BAP050-hum01-Ser, BAP050-hum02-Ser, BAP050-hum03-Ser, BAP050-hum04-Ser, BAP050-hum05-Ser, BAP050-
humO06-Ser, BAP050-hum07-Ser, BAP050-hum08-Ser, BAP050-hum09-Ser, BAP050-hum10-Ser, BAP050-hum11-Ser,
BAP050-hum12-Ser, BAP050-hum13-Ser, BAP050-hum14-Ser, BAP050-hum15-Ser, BAP050-hum18-Ser, BAP050-
hum19-Ser, o BAP050-hum20-Ser), BAP050-Clon-F, BAP050-Clon-G, BAP050-Clon-H, BAP050-Clon-I, o BAP050-Clon-
J; 0 como se describe en la Tabla 1 del documento US 2015/0259420; o codificado por la secuencia de nucleétidos de la
Tabla 1; o0 una secuencia sustancialmente idéntica (p. €j., idéntica en al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 95 %, 97 %,
98 %, 99 % o mas) a cualquiera de las secuencias mencionadas anteriormente.

En otro ejemplo, en una realizacién, el agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR puede ser una
molécula coestimuladora o un ligando de molécula coestimuladora. Los ejemplos de moléculas coestimuladoras incluyen
una molécula de MHC de clase |, una proteina receptora de TNF, una proteina de tipo inmunoglobulina, un receptor de
citocinas, una integrina, una molécula de activacion de linfocitos de sefializacion (proteina SLAM), un receptor de linfocitos
NK activador, BTLA, un receptor de un ligando Toll, OX40, CD2, CD7, CD27, CD28, CD30, CD40, CDS, ICAM-1, LFA-1
(CD11a/CD18), 4-1BB (CD137), B7-H3, CDS, ICAM-1, ICOS (CD278), GITR, BAFFR, LIGHT, HVEM (LIGHTR), KIRDS2,
SLAMF7, NKp80 (KLRF1), NKp44, NKp30, NKp46, CD19, CD4, CD8alfa, CD8beta, IL2R beta, IL2R gamma, IL7R alfa,
ITGA4, VLA1, CD49a, ITGA4, 1A4, CD49D, ITGAG, VLA-6, CD49f, ITGAD, CD11d, ITGAE, CD103, ITGAL, CD11a, LFA-
1, ITGAM, CD11b, ITGAX, CD11c, ITGB1, CD29, ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, NKG2D, NKG2C, TNFR2,
TRANCE/RANKL, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (Tactile), CEACAM1, CRTAM, Ly9 (CD229),
CD160 (BY55), PSGL1, CD100 (SEMA4D), CD69, SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1, CD150, IPO-3), BLAME
(SLAMF8), SELPLG (CD162), LTBR, LAT, GADS, SLP-76, PAG/Cbp, CD19a y un ligando que se une especificamente
con CD83, p. ej., como se describe en el presente documento. Los ejemplos de ligandos de moléculas coestimuladoras
incluyen CD80, CD86, CD40L, ICOSL, CD70, OX40L, 4-1BBL, GITRL y LIGHT. En algunas realizaciones, el ligando de
la molécula coestimuladora es un ligando para una molécula coestimuladora diferente del dominio de la molécula
coestimuladora del CAR. En algunas realizaciones, el ligando de la molécula coestimuladora es un ligando para una
molécula coestimuladora que es el mismo que el dominio de la molécula coestimuladora del CAR. En una realizacion, el
ligando de la molécula coestimuladora es 4-1BBL. En una realizacion, el ligando coestimulador es CD80 o CD86. En una
realizacion, el ligando de la molécula coestimuladora es CD70. En realizaciones, una célula efectora inmunitaria que
expresa CAR descrita en el presente documento se puede modificar adicionalmente para expresar una o mas moléculas
coestimuladoras adicionales o ligandos de moléculas coestimuladoras.

En otro aspecto, la divulgacion presenta una poblacién de células que expresan CAR, p. €j., linfocitos CART. En algunas
realizaciones, la poblacion de células que expresan CAR comprende una mezcla de células que expresan diferentes CAR.
Por ejemplo, en una realizacion, la poblacion de linfocitos CART puede incluir una primera célula que expresa un CAR
que tiene un dominio de unién al antigeno para un antigeno paraneoplasico descrito en el presente documento y una
segunda célula que expresa un CAR que tiene un dominio de unién al antigeno diferente, p. ej., dominio de union al
antigeno para un antigeno paraneoplasico diferente descrito en el presente documento, p. €j., un dominio de union al
antigeno para un antigeno paraneoplasico descrito en el presente documento que difiere del antigeno paraneoplasico al
que se une el dominio de union al antigeno del CAR expresado por la primera célula. Como otro ejemplo, la poblacién de
células que expresan CAR puede incluir una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio de union al
antigeno para un antigeno paraneoplasico descrito en el presente documento, y una segunda célula que expresa un CAR
que incluye un dominio de unién al antigeno para una diana que no es un antigeno paraneoplasico como se describe en
el presente documento. En una realizacion, la poblacién de células que expresan CAR incluye, p. €j., una primera célula
que expresa un CAR que incluye un dominio de sefalizacion intracelular primario y una segunda célula que expresa un
CAR que incluye un dominio de sefalizacion secundario.

En otro aspecto, la divulgacion presenta una poblacién de células en donde al menos una célula de la poblacién expresa
un CAR que tiene un dominio de union al antigeno para un antigeno paraneoplasico descrito en el presente documento,
y una segunda célula que expresa otro agente, p. €j., un agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR.
Por ejemplo, en una realizacion, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Las moléculas
inhibidoras, p. ej., PD-1, pueden, en algunas realizaciones, disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de
organizar una respuesta efectora inmunitaria. Los ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD-1, PD-L1, CTLA4, TIM3,
CEACAM (CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta. En
una realizacion, el agente que inhibe una molécula inhibidora comprende un primer polipéptido, p. €j., una molécula
inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que proporciona una sefal positiva a la célula, p. €j., un dominio de
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sefalizacion intracelular descrito en el presente documento. En una realizacion, el agente comprende un primer
polipéptido, p. €j., de una molécula inhibidora tal como PD-1, PD-L1, CTLA4, TIM3, CEACAM (CEACAM-1, CEACAM-3,
y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y TGFR beta, o un fragmento de cualquiera de estos,
y un segundo polipéptido que es un dominio de sefalizacion intracelular descrito en el presente documento (p. €j., que
comprende un dominio coestimulador (p. ej., 41BB, CD27, OX40 o CD28, p. ej., como se describe en el presente
documento) y/o un dominio de sefalizacion primario (p. €j., un dominio de sefializacion de CD3 zeta descrito en el presente
documento). En una realizacion, el agente comprende un primer polipéptido de PD-1 o un fragmento de este, y un segundo
polipéptido de un dominio de sefalizacion intracelular descrito en el presente documento (p. ej., un dominio de
sefalizacion de CD28 descrito en el presente documento y/o un dominio de sefalizacion de CD3 zeta descrito en el
presente documento).

Constructos de Acido Nucleico que Codifican un CAR

La presente invencion también se refiere a una célula efectora inmunitaria, p. €j., preparada por un método descrito al
presente documento, que incluye una molécula de acido nucleico que codifica uno o mas constructos de CAR descritos
en el presente documento. En un aspecto, la molécula de acido nucleico se proporciona como un transcrito de ARN
mensajero. En un aspecto, la molécula de acido nucleico se proporciona como un constructo de ADN. Las moléculas de
acido nucleico descritas en el presente documento pueden ser una molécula de ADN, una molécula de ARN o una
combinacion de estas. En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico es un vector que incluye cualquiera de las
moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente.

En un aspecto, el dominio de unién al antigeno de un CAR para su uso en la invencion (p. €j., un scFv) esta codificado
por una molécula de acido nucleico con una secuencia con codones optimizados para la expresién en una célula de
mamifero. En un aspecto, el constructo de CAR completo para su uso en la invencion esta codificado por una molécula
de acido nucleico en donde la secuencia completa tiene codones optimizados para la expresion en una célula de mamifero.
La optimizacién de codones se refiere al descubrimiento de que la frecuencia de aparicion de codones sindnimos (es decir,
codones que codifican el mismo aminoacido) en el ADN codificante presenta un sesgo en diferentes especies. Tal
degeneracion de codones permite que un polipéptido idéntico sea codificado por varias secuencias de nucleétidos. Se
conocen diversos métodos de optimizaciéon de codones en la técnica y éstos incluyen, p. ej., métodos divulgados en al
menos las Patentes de EE. UU. con numeros 5 786 464 y 6 114 148.

Por consiguiente, en un aspecto, una célula efectora inmunitaria, p. €j., preparada mediante un método descrito en el
presente documento, incluye una molécula de acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), en
donde el CAR comprende un dominio de unién al antigeno que se une a un antigeno tumoral descrito en el presente
documento, un dominio transmembrana (p. ej., un dominio transmembrana descrito en el presente documento) y un
dominio de sefalizacion intracelular (p. ej., un dominio de sefalizacion intracelular descrito en el presente documento)
que comprende un dominio estimulador, p. ej., un dominio de sefalizacién coestimulador (p. €j., un dominio de
sefializacion coestimulador descrito en el presente documento) y/o un dominio de sefializacion primario (p. €j., un dominio
de sefalizacion primario descrito en el presente documento, p. €j., una cadena zeta descrita en el presente documento).

La presente invencion también puede utilizar vectores en los que se inserta una molécula de acido nucleico que codifica
un CAR, p. ej., una molécula de acido nucleico descrita en el presente documento. Los vectores obtenidos de retrovirus
tales como el lentivirus son herramientas adecuadas para lograr la transferencia génica a largo plazo, ya que permiten la
integracion estable a largo plazo de un transgén y su propagacion en células hijas. Los vectores lentiviricos tienen la
ventaja afadida frente a los vectores procedentes de oncorretrovirus, tales como los virus de la leucemia murina, de que
pueden transducir células no proliferantes, tales como los hepatocitos. También tienen la ventaja anadida de una baja
inmunogenicidad. Un vector retrovirico también puede ser, p. e€j., un vector gammarretrovirico. Un vector
gammarretrovirico puede incluir, p. ej., un promotor, una sefial de empaquetamiento (), un sitio de unioén al cebador (PBS,
por sus siglas en inglés), uno o mas (p. ej., dos) repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas en inglés), y un
transgén de interés, por ejemplo, un gen que codifica un CAR. Un vector gammarretrovirico puede carecer de genes
estructurales viricos tales como gag, pol y env. Los vectores gammarretroviricos de ejemplo incluyen el virus de la
leucemia murina (MLV, por sus siglas en inglés), el virus formador de focos del bazo (SFFV, por sus siglas en inglés) y el
virus del sarcoma mieloproliferativo (MPSV, por sus siglas en inglés) y vectores procedentes de estos. Otros vectores
gammarretroviricos se describen, p. ej., en Tobias Maetzig et al., «Gammaretroviral Vectors: Biology, Technology and
Application» Viruses. junio de 2011; 3(6): 677-713.

En otra realizacion, el vector que comprende el acido nucleico que codifica el CAR deseado es un vector adenovirico
(A5/35). En otra realizacién, la expresion de los acidos nucleicos que codifican CAR se puede lograr utilizando
transposones tales como el de la bella durmiente, crisper, CAS9 y nucleasas con dedos de zinc. Véase, a continuacion,
June et al. 2009 Nature Reviews Immunology 9.10: 704-716.

Un vector también puede incluir, p. €j., una secuencia sefal para facilitar la secrecion, una sefial de poliadenilacion y un

terminador de la transcripcion (p. ej., gen de la Hormona de Crecimiento Bovina (BGH, por sus siglas en inglés)), un
elemento que permite la replicacion episomica y la replicacién en procariotas (p. ej., origen de VS40 y ColE1 u otros
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conocidos en la técnica) y/o elementos para permitir la seleccién (p. €j., gen de resistencia a la ampicilina y/o marcador
de zeocina).

En un breve resumen, la expresion de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican CAR se logra normalmente
ligando operablemente un acido nucleico que codifica el polipéptido CAR o porciones de este a un promotor e
incorporando el constructo a un vector de expresion. Los vectores pueden ser adecuados para la replicacion y la
integracion en eucariotas. Los vectores de clonacion tipicos contienen terminadores de la transcripcion y traduccion,
secuencias de iniciacion y promotores Utiles para la regulacion de la expresion de la secuencia de acido nucleico deseada.

El acido nucleico se puede clonar en varios tipos de vectores. Por ejemplo, el acido nucleico se puede clonar en un vector
que incluye, entre otros, un plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal y un céosmido. Los vectores de
particular interés incluyen vectores de expresion, vectores de replicacion, vectores de generacion de sondas y vectores
de secuenciacion.

Ademas, el vector de expresion se puede proporcionar a una célula en forma de un vector virico. La tecnologia de vectores
viricos es muy conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., 2012, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, volimenes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY), y en otros manuales de virologia y biologia
molecular. Los virus que son utiles como vectores incluyen, entre otros, retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados,
virus del herpes y lentivirus. En general, un vector adecuado contiene un origen de replicacion funcional en al menos un
organismo, una secuencia promotora, sitios de endonucleasas de restriccion convenientes y uno o mas marcadores
seleccionables (p. ej., documentos WO 01/96584; WO 01/29058; y Patente de EE. UU. N.° 6 326 193).

Se han desarrollado varios sistemas basados en virus para la transferencia de genes a células de mamiferos. Por ejemplo,
los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para los sistemas de suministro de genes. Un gen seleccionado
se puede insertar en un vector y empaquetar en particulas retroviricas utilizando técnicas conocidas en la técnica. A
continuacion, el virus recombinante puede aislarse y suministrarse a las células del sujeto in vivo o ex vivo. En la técnica
se conocen varios sistemas retroviricos. En algunas realizaciones, se usan vectores adenoviricos. En la técnica se
conocen varios vectores adenoviricos. En una realizacion, se usan vectores lentiviricos.

Elementos promotores adicionales, p. €j., potenciadores, regulan la frecuencia del inicio de la transcripcion. Tipicamente,
estos se ubican en la region de 30-110 pb en direccion 5’ respecto al sitio de inicio, aunque se ha mostrado que varios
promotores contienen también elementos funcionales en direccién 3’ respecto al sitio de inicio. El espacio entre los
elementos promotores con frecuencia es flexible, de modo que la funcién del promotor se conserva cuando los elementos
se invierten o se mueven uno con respecto al otro. En el promotor de timidina--cinasa (tk), el espacio entre los elementos
promotores se puede aumentar a 50 pb de separacién antes de que la actividad comience a disminuir. Dependiendo del
promotor, parece ser que los elementos individuales pueden funcionar de manera cooperativa o independiente para
activar la transcripcion. Los promotores de ejemplo incluyen promotores del gen IE de CMV, EF-1q, ubiquitina C o de la
fosfoglicerocinasa (PGK). En una realizacién, el promotor es un promotor de PGK, p. €j., un promotor de PGK truncado
como se describe en el presente documento.

Un ejemplo de un promotor que es capaz de expresar una molécula de acido nucleico que codifica CAR en un linfocito T
de mamifero es el promotor EFla. El promotor EFla nativo impulsa la expresion de la subunidad alfa del complejo del
factor de elongacion 1, que es responsable del suministro enzimatico de los aminoacil-ARNt al ribosoma. El promotor EFla
se ha utilizado exhaustivamente en los plasmidos de expresion de mamiferos y ha mostrado ser eficaz para impulsar la
expresion de CAR a partir de moléculas de acido nucleico clonadas en un vector lentivirico. Véase, por ejemplo, Milone
et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-1464 (2009). En un aspecto, el promotor EFla comprende la secuencia proporcionada en los
Ejemplos.

Otro ejemplo de un promotor es la secuencia promotora del citomegalovirus (CMV) inmediata temprana. Esta secuencia
promotora es una secuencia promotora constitutiva fuerte capaz de impulsar niveles elevados de expresion de cualquier
secuencia polinucleotidica ligada operablemente a ella. Sin embargo, también se pueden utilizar otras secuencias
promotoras constitutivas, que incluyen, entre otros, el promotor temprano del virus simio 40 (VS40), el virus del tumor
mamario de ratones (VTMR), el promotor de repeticiones terminales largas (LTR) del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), el promotor de MoMuLV, un promotor del virus de la leucemia aviar, un promotor inmediato temprano del virus de
Epstein-Barr, un promotor del virus del sarcoma de Rous, asi como también promotores de genes humanos, tales como,
entre otros, el promotor de actina, el promotor de miosina, el promotor del factor de elongaciéon 1a, el promotor de
hemoglobina y el promotor de creatina--cinasa. Ademas, la invencién no debe limitarse al uso de promotores constitutivos.
Los promotores inducibles también se contemplan como parte de la invencién. El uso de un promotor inducible proporciona
un interruptor molecular capaz de conectar la expresion de la secuencia polinucleotidica a la que esta ligada
operablemente cuando se desea una expresion de este tipo, 0 desconectar la expresion cuando no se desea la expresion.
Los ejemplos de promotores inducibles incluyen, entre otros, un promotor de metalotionina, un promotor de
glucocorticoides, un promotor de progesterona y un promotor de tetraciclina.

Otro ejemplo de un promotor es el promotor de fosfoglicerato--cinasa (PGK). En algunas realizaciones, puede resultar
deseable un promotor de PGK truncado (p. €j., un promotor de PGK con una o mas, p. €j., 1, 2, 5, 10, 100, 200, 300 o
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400, deleciones de nucledtidos en comparacion con la secuencia del promotor de PGK de tipo natural). A continuacién se
proporcionan las secuencias de nucleétidos de promotores de PGK de ejemplo.

Promotor de WT PGK:

ACCCCTCTCTCCAGCCACTAAGCCAGTTGCTCCCTCGGCTGACGGCTGCACGCGAG
GCCTCCGAACGTCTTACGCCTTGTGGCGCGCCCGTCCTTGTCCCGGGTGTGATGGC
GGGGTGTGGGGCGGAGGGCGTGGCGGGGAAGGGCCGGCGACGAGAGCCGCGCGG
GACGACTCGTCGGCGATAACCGGTGTCGGGTAGCGCCAGCCGCGCGACGGTAACG
AGGGACCGCGACAGGCAGACGCTCCCATGATCACTCTGCACGCCGAAGGCAAATA
GTGCAGGCCGTGCGGCGCTTGGCGTTCCTTGGAAGGGCTGAATCCCCGCCTCGTCC
TTCGCAGCGGCCCCCCGGGTGTTCCCATCGCCGCTTCTAGGCCCACTGCGACGCTT
GCCTGCACTTCTTACACGCTCTGGGTCCCAGCCGCGGCGACGCAAAGGGCCTTGGT
GCGGGTCTCGTCGGCGCAGGGACGCGTTTGGGTCCCGACGGAACCTTTTCCGCGTT
GGGGTTGGGGCACCATAAGCT (SEQ ID NO: 357)

Promotores de PGK de ejemplo:

PGK100:

ACCCCTCTCTCCAGCCACTAAGCCAGTTGCTCCCTCGGCTGACGGCTGCACGCGAG
GCCTCCGAACGTCTTACGCCTTGTGGCGCGCCCGTCCTTGTCCCGGGTGTGATGGC
GGGGTG (SEQ ID NO: 358)

PGK200:

ACCCCTCTCTCCAGCCACTAAGCCAGTTGCTCCCTCGGCTGACGGCTGCACGCGAG
GCCTCCGAACGTCTTACGCCTTGTGGCGCGCCCGTCCTTGTCCCGGGTGTGATGGC
GGGGTGTGGGGCGGAGGGCGTGGCGGGGAAGGGCCGGCGACGAGAGCCGCGCGG
GACGACTCGTCGGCGATAACCGGTGTCGGGTAGCGCCAGCCGCGCGACGGTAACG
(SEQ ID NO:359)

PGK300:

ACCCCTCTCTCCAGCCACTAAGCCAGTTGCTCCCTCGGCTGACGGCTGCACGCGAG
GCCTCCGAACGTCTTACGCCTTGTGGCGCGCCCGTCCTTGTCCCGGGTGTGATGGC
GGGGTGTGGGGCGGAGGGCGTGGCGGGGAAGGGCCGGCGACGAGAGCCGCGCGG
GACGACTCGTCGGCGATAACCGGTGTCGGGTAGCGCCAGCCGCGCGACGGTAACG
AGGGACCGCGACAGGCAGACGCTCCCATGATCACTCTGCACGCCGAAGGCAAATA
GTGCAGGCCGTGCGGCGCTTGGCGTTCCTTGGAAGGGCTGAATCCCCG (SEQ ID
NO:360)

PGK400:
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ACCCCTCTCTCCAGCCACTAAGCCAGTTGCTCCCTCGGCTGACGGCTGCACGCGAG
GCCTCCGAACGTCTTACGCCTTGTGGCGCGCCCGTCCTTGTCCCGGGTGTGATGGC

GGGGTGTGGGGCGGAGGGCGTGGCGGGGAAGGGCCGGCGACGAGAGCCGCGCGG
GACGACTCGTCGGCGATAACCGGTGTCGGGTAGCGCCAGCCGCGCGACGGTAACG
AGGGACCGCGACAGGCAGACGCTCCCATGATCACTCTGCACGCCGAAGGCAAATA
GTGCAGGCCGTGCGGCGCTTGGCGTTCCTTGGAAGGGCTGAATCCCCGCCTCGTCC
TTCGCAGCGGCCCCCCGGGTGTTCCCATCGCCGCTTCTAGGCCCACTGCGACGCTT

GCCTGCACTTCTTACACGCTCTGGGTCCCAGCCG (SEQ ID NO:361)

Un vector también puede incluir, p. €j., una secuencia sefal para facilitar la secrecion, una sefial de poliadenilacion y un
terminador de la transcripcion (p. ej., gen de la Hormona de Crecimiento Bovina (BGH, por sus siglas en inglés)), un
elemento que permite la replicacion episomica y la replicacién en procariotas (p. ej., origen de VS40 y ColE1 u otros
conocidos en la técnica) y/o elementos para permitir la seleccién (p. €j., gen de resistencia a la ampicilina y/o marcador
de zeocina).

Con el fin de evaluar la expresién de un polipéptido CAR o porciones de este, el vector de expresion que se va a introducir
en una célula también puede contener un gen marcador seleccionable o un gen indicador o ambos para facilitar la
identificacion y seleccion de células que lo expresan a partir de la poblacion de células que se desea transfectar o infectar
mediante vectores viricos. En otros aspectos, el marcador seleccionable se puede transportar en una pieza de ADN
separada y utilizar en un procedimiento de cotransfeccién. Tanto los marcadores seleccionables como los genes
indicadores pueden estar flanqueados por secuencias reguladoras apropiadas para permitir la expresion en las células
hospedadoras. Los marcadores seleccionables utiles incluyen, por ejemplo, genes de resistencia a antibiéticos, tales como
neo y similares.

Se usan genes indicadores para identificar células potencialmente transfectadas y para evaluar la funcionalidad de las
secuencias reguladoras. En general, un gen indicador es un gen que no esta presente ni se expresa en el organismo o
tejido receptor y que codifica un polipéptido cuya expresion se pone de manifiesto por alguna propiedad faciimente
detectable, p. €j., actividad enzimatica. La expresion del gen informador se somete a ensayo en un momento adecuado
después de que el ADN se haya introducido en las células receptoras. Los genes indicadores adecuados pueden incluir
genes que codifican luciferasa, beta-galactosidasa, cloranfenicol--acetiltransferasa, fosfatasa alcalina secretada o el gen
de la proteina fluorescente verde (p. ej., Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479: 79-82). Los sistemas de expresion
adecuados son muy conocidos y pueden prepararse usando técnicas conocidas u obtenerse de proveedores comerciales.
En general, el constructo con la region flanqueante en 5' minima que muestra el nivel mas alto de expresiéon del gen
indicador se identifica como el promotor. Tales regiones promotoras pueden estar ligadas a un gen indicador y se pueden
utilizar para evaluar a los agentes segun la capacidad de modular la transcripcion impulsada por el promotor.

En realizaciones, el vector puede comprender dos 0 mas secuencias de acido nucleico que codifican un CAR, p. €j., un
CAR descrito en el presente documento, p. €j., un CAR CD19 y un segundo CAR, p. €j., un CAR inhibidor o un CAR que
se une especificamente a un antigeno distinto de CD19. En tales realizaciones, las dos o0 mas secuencias de acido
nucleico que codifican el CAR estan codificadas por una unica molécula de acido nucleico en el mismo marco y como una
Unica cadena polipeptidica. En este aspecto, los dos o mas CAR pueden, p. €j., estar separados por uno o0 mas sitios de
escision peptidica (p. €j., un sitio de autoescision o un sustrato para una proteasa intracelular). Los ejemplos de sitios de
escision de péptidos incluyen sitios T2A, P2A, E2A o F2A.

En la técnica se conocen métodos para introducir y expresar genes en una célula. En el contexto de un vector de expresion,
el vector se puede introducir facilmente en una célula hospedadora, p. €j., células de mamifero, bacterianas, de levaduras
o de insectos mediante cualquier método de la técnica. Por ejemplo, el vector de expresion se puede transferir a una
célula hospedadora por medios fisicos, quimicos o biolégicos.

Los métodos fisicos para introducir un polinucleétido en una célula hospedadora incluyen precipitacion con fosfato de
calcio, lipofecciéon, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion y similares. En la técnica se conocen bien
meétodos para producir células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdgenos. Véase, por ejemplo, Sambrook
et al., 2012, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, volumenes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY). Un
método preferido para la introduccion de un polinucledtido en una célula hospedadora es la transfeccidon con fosfato de
calcio.

Los métodos bioldgicos para introducir un polinucledtido de interés en una célula hospedadora incluyen el uso de vectores
de ADN y ARN. Los vectores viricos, y especialmente los vectores retroviricos, se han convertido en el método utilizado
mas ampliamente para insertar genes en células de mamiferos, p. €j., humanas. Otros vectores viricos pueden proceder

80



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2948 133 T3

de lentivirus, poxvirus, virus del herpes simple |, adenovirus y virus adenoasociados y similares. Véanse, por ejemplo, las
Patentes de EE. UU. N.** 5 350 674 y 5 585 362.

Los medios quimicos para introducir un polinucleétido en una célula hospedadora incluyen sistemas de dispersion coloidal,
tales como complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas a base de lipidos que incluyen
emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal de ejemplo para su uso como
vehiculo de suministro in vitro e in vivo es un liposoma (p. €j., una vesicula de membrana artificial). Se dispone de otros
métodos de vanguardia de suministro dirigido de acidos nucleicos tales como el suministro de polinucleétidos con
nanoparticulas dirigidas u otro sistema de suministro adecuado para tamafios submicrométricos.

En el caso de que se utilice un sistema de suministro no virico, un vehiculo de suministro de ejemplo es un liposoma. Se
contempla el uso de formulaciones lipidicas para la introduccion de los acidos nucleicos en una célula hospedadora (in
vitro, ex vivo o in vivo). En otro aspecto, el acido nucleico puede estar asociado con un lipido. El &cido nucleico asociado
con un lipido puede estar encapsulado en el interior acuoso de un liposoma, intercalado dentro de la bicapa lipidica de un
liposoma, unido a un liposoma a través de una molécula de unién que esta asociada tanto con el liposoma como con el
oligonucleoétido, atrapado en un liposoma, complejado con un liposoma, dispersado en una solucidon que contiene un lipido,
mezclado con un lipido, combinado con un lipido, contenido como una suspension en un lipido, contenido o complejado
con una micela, o asociado de otra manera con un lipido. Las composiciones asociadas a lipidos, lipidos/ADN o
lipidos/vectores de expresion no se limitan a ninguna estructura particular en soluciéon. Por ejemplo, pueden estar
presentes en una estructura bicapa, como micelas, o con una estructura «colapsada». También pueden simplemente
intercalarse en una solucion, posiblemente formando agregados que no tienen un tamafio o forma uniformes. Los lipidos
son sustancias grasas que pueden ser lipidos de origen natural o sintéticos. Por ejemplo, los lipidos incluyen las
microgotas grasas que se producen de forma natural en el citoplasma, asi como también la clase de compuestos que
contienen hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados, tales como acidos grasos, alcoholes, aminas,
aminoalcoholes y aldehidos.

Se pueden obtener lipidos adecuados para su uso de proveedores comerciales. Por ejemplo, se puede obtener
dimiristilfosfatidilcolina («<DMPC») de Sigma, St. Louis, MO; se puede obtener fosfato de dicetilo («DCP») de K & K
Laboratories (Plainview, NY); se puede obtener colesterol («Choi») de Calbiochem-Behring; se puede obtener
dimiristilfosfatidilglicerol («kDMPG») y otros lipidos de Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, AL). Las soluciones madre de
lipidos en cloroformo o cloroformo/metanol pueden almacenarse a aproximadamente -20 °C. El cloroformo se usa como
el unico disolvente ya que se evapora mas facilmente que el metanol. «Liposoma» es un término genérico que abarca
diversos vehiculos lipidicos simples y multilaminares formados por la generacion de bicapas o agregados lipidicos
encerrados. Los liposomas pueden estar caracterizados por tener estructuras vesiculares con una membrana de bicapa
de fosfolipidos y un medio acuoso interno. Los liposomas multilaminares tienen multiples capas de lipidos separadas por
un medio acuoso. Se forman de manera espontanea cuando los fosfolipidos se suspenden en un exceso de solucion
acuosa. Los componentes lipidicos se reorganizan antes de la formacion de estructuras cerradas y atrapan agua y solutos
disueltos entre las bicapas lipidicas (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-10). Sin embargo, también se abarcan
composiciones que tienen estructuras diferentes en solucion que la estructura vesicular normal. Por ejemplo, los lipidos
pueden asumir una estructura micelar o simplemente existir como agregados no uniformes de moléculas lipidicas.
También se contemplan complejos de Lipofectamine-acido nucleico.

Independientemente del método utilizado para introducir acidos nucleicos exégenos en una célula hospedadora o exponer
de otra manera una célula al inhibidor de la presente divulgacion, con el fin de confirmar la presencia de la secuencia de
acido nucleico recombinante en la célula hospedadora, se pueden realizar varios ensayos. Los ensayos de este tipo
incluyen, por ejemplo, ensayos «biolégicos moleculares» muy conocidos por los expertos en la técnica, tales como
transferencia Southern y Northern, RT-PCR y PCR; ensayos «bioquimicos», tales como la deteccién de la presencia o
ausencia de un péptido particular, por ejemplo, por medios inmunoldgicos (ELISA e inmunoelectrotransferencia) o por
ensayos descritos en la presente para identificar agentes comprendidos en el alcance de la divulgacion.

Estrategias para reqular los receptores antigénicos quimeéricos

En algunas realizaciones, un CAR regulable (RCAR) donde la actividad CAR se puede controlar es deseable para
optimizar la seguridad y eficacia de una terapia con CAR. Existen muchas formas de regular las actividades de CAR. Por
ejemplo, la apoptosis inducible utilizando, p. e€j., una caspasa fusionada con un dominio de dimerizacion (véase, p. €j., Di
Stasa et al., N Egnl. J. Med. 3 de noviembre de 2011; 365 (18): 1673-1683), se puede utilizar como un interruptor de
seguridad en la terapia con CAR de la presente invenciéon. En una realizacion, las células (p. €j., linfocitos T o linfocitos
NK) que expresan un CAR para su uso en la presente invencion comprenden ademas un interruptor de apoptosis inducible,
en donde una caspasa humana (p. €j., caspasa 9) o una version modificada se fusiona con una modificacion de la Proteina
FKB humana que permite la dimerizacion condicional. En presencia de una molécula de bajo peso molecular, tal como un
rapalogo (p. €j., AP 1903, AP20187), la caspasa inducible (p. ej., caspasa 9) se activa y conduce a la rapida apoptosis y
muerte de las células (p. €j., linfocitos T o linfocitos NK) que expresan un CAR para su uso en la presente invencion. Se
han descrito ejemplos de un interruptor de la apoptosis inducible basado en caspasa (0 uno o0 mas aspectos de dicho
interruptor), p. e€j., en los documentos US2004040047; US20110286980; US20140255360; WO1997031899;
W02014151960; W0O2014164348; W0O2014197638; WO2014197638.
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En otro ejemplo, las células que expresan CAR también pueden expresar una molécula Caspasa-9 inducible (iCaspasa-
9) que, después de administrar un farmaco dimerizador (p. €j., rimiducid (también denominado AP1903 (Bellicum
Pharmaceuticals) o AP20187 (Ariad)) da lugar a la activacion de la Caspasa-9 y apoptosis de las células. La molécula
iCaspasa-9 contiene un dominio de union inductor quimico de la dimerizacion (CID, por sus siglas en inglés) que hace de
mediador de la dimerizacion en la presencia de un CID. Esto da como resultado una disminucion inducible y selectiva de
células que expresan CAR. En algunos casos, la molécula iCaspasa-9 esta codificada por una molécula de acido nucleico
separada del vector o de los vectores que codifican el CAR. En algunos casos, la molécula iCaspasa-9 esta codificada
por la misma molécula de acido nucleico que codifica el CAR. La iCaspasa-9 puede proporcionar un interruptor de
seguridad para evitar cualquier toxicidad de células que expresan CAR. Véanse, p. €j., Song et al. Cancer Gene Ther.
2008; 15(10):667-75; Id. de ensayo clinico N.° NCT02107963; y Di Stasi et al. N. Engl. J. Med. 2011; 365:1673-83.

Las estrategias alternativas para regular la terapia con CAR de la presente invencion incluyen utilizar moléculas de bajo
peso molecular o anticuerpos que desactivan o deshabilitan la actividad CAR, p. ej., mediante la deplecion de células que
expresan CAR, p. ej., mediante induccidn de la citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC,
por sus siglas en inglés). Por ejemplo, las células que expresan CAR descritas en la presente también pueden expresar
un antigeno que es reconocido por moléculas capaces de inducir la muerte celular, por ejemplo, ADCC o muerte celular
inducida por el complemento. Por ejemplo, las células que expresan CAR descritas en el presente documento también
pueden expresar un receptor capaz de ser la diana de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Los ejemplos de tales
receptores incluyen EpCAM, VEGFR, integrinas (p. €j., integrinas av3, a4, al¥B3, a4B7, a5B1, av3, av), miembros de
la superfamilia de receptor de TNF (p. ej., TRAIL-R1, TRAIL-R2), receptor de PDGF, receptor de interferdn, receptor de
folato, GPNMB, ICAM-1, HLA-DR, CEA, CA-125, MUC1, TAG-72, receptor de IL-6, 5T4, GD2, GD3, CD2, CD3, CD4, CD5,
CD1 1, CD1 1a/LFA-1, CD15, CD18/ITGB2, CD19, CD20, CD22, CD23/receptor de IgE, CD25, CD28, CD30, CD33, CD38,
CD40, CD41 , CD44, CD51, CD52, CD62L, CD74, CD80, CD125, CD147/basigina, CD152/CTLA-4, CD154/CD40L,
CD195/CCR5, CD319/SLAMF7, y EGFR, y versiones truncadas de estos (p. €j., versiones que conservan uno o mas
epitopos extracelulares pero que carecen de una o mas regiones dentro del dominio citoplasmatico).

Por ejemplo, una célula que expresa CAR descrita en la presente también puede expresar un receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés) truncado que carece de capacidad de sefalizacion pero mantiene
el epitopo que es reconocido por moléculas capaces de inducir ADCC, por ejemplo, cetuximab (ERBITUX®), de modo que
la administracion de cetuximab induce ADCC y la posterior disminucién de células que expresan CAR (véase, p. €j., €l
documento WO2011/056894, y Jonnalagadda et al., Gene Ther. 2013; 20(8)853-860). Otra estrategia incluye expresar un
gen marcador/suicida sumamente compacto que combina epitopos diana de ambos antigenos CD32 y CD20 en las células
que expresan CAR descritas en la presente, que se une a rituximab, y da como resultado la disminucién selectiva de las
células que expresan CAR, por ejemplo, por ADCC (véase, p. €j., Philip et al., Blood. 2014; 124(8)1277-1287). Otros
meétodos para la deplecion de células que expresan CAR descritas en el presente documento incluyen la administracion
de CAMPATH, un anticuerpo anti-CD52 monoclonal que, de manera selectiva, se une y tiene como diana linfocitos
maduros, p. €j., células que expresan CAR, para la destruccion, p. €j., induciendo ADCC. En otras realizaciones, se puede
actuar selectivamente sobre la célula que expresa CAR utilizando un ligando de CAR, p. €j., un anticuerpo antiidiotipico.
En algunas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipico puede causar actividad de células efectoras, p. €j., actividades de
ADCC o ADC, y reducir de este modo el nimero de células que expresan CAR. En otras realizaciones, el ligando de CAR,
p. €j., el anticuerpo antidiotipico, se puede acoplar a un agente que induce la muerte celular, p. €j., una toxina, y reducir
de este modo el numero de células que expresan CAR. Como alternativa, las propias moléculas CAR se pueden configurar
de manera que la actividad se pueda regular, p. €j., activar y desactivar, como se describe mas adelante.

En otras realizaciones, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento también puede expresar una
proteina diana reconocida por un agente de deplecion de linfocitos T. En una realizacion, la proteina diana es CD20 vy el
agente de deplecion de linfocitos T es un anticuerpo anti-CD20, p. €j., rituximab. En dicha realizacion, el agente de
deplecion de linfocitos T se administra una vez que es deseable reducir o eliminar la célula que expresa CAR, p. €j., para
mitigar la toxicidad inducida por CAR. En otras realizaciones, el agente de deplecion de linfocitos T es un anticuerpo anti-
CD52, p. €j., alemtuzumab.

En un aspecto, un RCAR comprende un conjunto de polipéptidos, normalmente dos en las realizaciones mas simples, en
los que los componentes de un CAR estandar descrito en el presente documento, p. €j., un dominio de unién al antigeno
y un dominio de sefializacion intracelular, se reparten en polipéptidos o miembros separados. En algunas realizaciones,
el conjunto de polipéptidos incluye un conmutador de la dimerizacion que, tras la presencia de una molécula de
dimerizacion, puede acoplar los polipéptidos entre si, p. ej., puede acoplar un dominio de unién al antigeno a un dominio
de sefializacion intracelular. En una realizacion, un CAR para su uso en la presente invencion utilizan un interruptor de la
dimerizacién como los descritos, p. €j., en el documento WO2014127261. Se proporcionan una descripcion adicional y
configuraciones de ejemplo de CAR regulables de este tipo en el presente documento y en, p. €j., los parrafos 527-551
de la Publicacion Internacional N.° WO 2015/090229 presentada el 13 de marzo de 2015.

Interruptores de dimerizacién
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Los interruptores de dimerizacion pueden ser no covalentes o covalentes. En un interruptor de dimerizacion no covalente,
la molécula de dimerizacion promueve una interaccion no covalente entre los dominios de tipo interruptor. En un interruptor
de dimerizacion covalente, la molécula de dimerizacion promueve una interaccion covalente entre los dominios de tipo
interruptor.

En una realizacion, el RCAR comprende un interruptor de dimerizacion basado en FKBP/FRB o FKBP/FRAP. FKBP12
(FKBP o proteina de union a FK506) es una proteina citoplasmatica abundante que actia como la diana intracelular inicial
para el farmaco inmunosupresor de tipo producto natural rapamicina. La rapamicina se une a FKBP y al homélogo de
PI3K grande FRAP (RAFT, mTOR). FRB es una porcion de 93 aminoacidos de FRAP que es suficiente para unirse al
complejo FKBP-rapamicina (Chen, J., Zheng, X. F., Brown, E. J. y Schreiber, S. L. (1995) Identification of an 11-kDa
FKBP12-rapamycin-binding domain within the 289-kDa FKBP12-rapamycin-associated protein and characterization of a
critical serine residue. Proc Natl Acad Sci U S A 92: 4947-51.)

En algunas realizaciones, un interruptor basado en FKBP/FRAP, p. ej., FKBP/FRB, puede usar una molécula de
dimerizacion, p. €j., rapamicina o un analogo de rapamicina.

La secuencia de aminoacidos de FKBP es la siguiente:

DVPDYASLGGPSSPKKKRKVSRGVOVETISPGDGRTEP
KRGOTCVVHYTGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKQEVI
RGWEEGVAQMSVGORAKILITISPDYAYGATGHPGIIPPHAT
LVEDVELLKLETSY (SEQIDNO: 131)

En algunas realizaciones, un dominio de tipo interruptor FKBP puede comprender un fragmento de FKBP que tiene la
capacidad de unirse a FRB, o un fragmento o analogo de este, en presencia de rapamicina o un rapalogo, p. €j., la porcion
subrayada de la SEQ ID NO: 131, que es:

VQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDS
SRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVAQMSVGQRAKLTISP
DYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLETS (SEQ ID NO: 132)

La secuencia de aminoacidos de FRB es la siguiente:

ILWHEMWHEG LEEASRLYFG ERNVKGMFEV LEPLHAMMER
GPQTLKETSF NQAYGRDLME AQEWCRKYMK SGNVKDLTQA WDLYYHVFRR
ISK (SEQ ID NO: 133)

«Interruptor basado en FKBP/FRAP, p. ej., FKBP/FRB», tal como se utiliza la expresion en el presente documento, se
refiere a un interruptor de dimerizacion que comprende: un primer dominio de tipo interruptor, que comprende un
fragmento de FKBP o un analogo de este que tiene la capacidad de unirse a FRB, o un fragmento o analogo de este, en
presencia de rapamicina o un rapalogo, p. €j., RAD001, y que tiene al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 %
de identidad respecto a, o difiere en como maximo 30, 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 o 1 residuos aminoacidicos de, la secuencia
FKBP de la SEQ ID NO: 131 0 132; y un segundo dominio de tipo interruptor, que comprende un fragmento de FRB o un
analogo de este que tiene la capacidad de unirse a FRB, o un fragmento o analogo de este, en presencia de rapamicina
0 un rapalogo, y que tiene al menos un 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad respecto a, o difiere en como
maximo 30, 25, 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 o 1 residuos aminoacidicos de, la secuencia FRB de la SEQ ID NO: 133. En una
realizacion, un RCAR descrito en el presente documento comprende un dominio de tipo interruptor que comprende
residuos aminoacidicos divulgados en la SEQ ID NO: 131 (o la SEQ ID NO: 132) y un dominio de tipo interruptor
comprende residuos aminoacidicos divulgados en la SEQ ID NO: 133.

En algunas realizaciones, el interruptor de dimerizacion FKBP/FRB comprende un dominio de tipo interruptor FRB
modificado que muestra una formacion de complejo alterada, p. €j., potenciada, entre un dominio de tipo interruptor basado
en FRB, p. €j., el dominio de tipo interruptor FRB modificado, un dominio de tipo interruptor basado en FKBP y la molécula
de dimerizacién, p. ej., rapamicina o un rapalogo, p. ej., RAD001. En una realizacién, el dominio de tipo interruptor FRB
modificado comprende una o mas mutaciones, p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas, seleccionadas entre mutaciones en
la posicion o las posiciones aminoacidicas L2031, E2032, S2035, R2036, F2039, G2040, T2098, W2101, D2102, Y2105
y F2108, donde el aminoacido de tipo natural estda mutado a cualquier otro aminoacido de origen natural. En una
realizacion, un FRB mutante comprende una mutacion en E2032, donde E2032 se muta a fenilalanina (E2032F), metionina
(E2032M), arginina (E2032R), valina (E2032V), tirosina (E2032Y), isoleucina (E2032l), p. €j., la SEQ ID NO: 134, o leucina
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(E2032L), p. €j., la SEQ ID NO: 135. En una realizacion, un FRB mutante comprende una mutacién en T2098, donde
T2098 se muta a fenilalanina (T2098F) o leucina (T2098L), p. €j., la SEQ ID NO: 136. En una realizacion, un FRB mutante
comprende una mutacion en E2032 y en T2098, donde E2032 se muta a cualquier aminoacido, y donde T2098 se muta
a cualquier aminoacido, p. €j., la SEQ ID NO: 137. En una realizacién, un FRB mutante comprende una mutacion E2032I
y una T2098L, p. €j., la SEQ ID NO: 138. En una realizacion, un FRB mutante comprende una mutacion E2032L y una
T2098L, p. €j., la SEQ ID NO: 139.

Tabla 10. FRB mutante de ejemplo que tiene una mayor afinidad por una molécula de dimerizacion.
Mutante de FRB Secuencia de aminoacidos SEQID NO:

Mutante E2032I 134

ILWHEMWHEGLIEASRLYFGERNVKGMEFEVLEP LHAMMERGPQTLKETSENQ
AYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQAWDLYYHVFRRISKIS

Mutante E2032L 135

ILWHEMWHEGLLEASRLYFGERNVKGMEEVLEP LHAMMERGPQTLKETSENQ

AYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQAWDLY YHVFRRISKTS

Mutante T2098L 136

ILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQ
AYGRDILMEAQEWCRKYMKSGNVKDLLOAWDLYYHVFRRISKTS

Mutante E2032, T2098 137

ILWHEMWHEGLXEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQ
AYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLXQAWDLYYHVFRRISKTS

Mutante E2032I, T2098L 138

ILWHEMWHEGLIEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKET SENQ
AYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLLOQAWDLYYHVFRRISKTS

Mutante E2032L, T2098L 139

ILWHEMWHEGLLEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSEFNQ
AYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLLQAWDLYYHVFRRISKTS

CAR con receptor de linfocitos citoliticos naturales (NKR)

En una realizacién, la molécula CAR descrita en el presente documento comprende uno 0 mas componentes de un
receptor de linfocitos citoliticos naturales (NKR, por sus siglas en inglés) y de esta manera forma un CAR-NKR. El
componente NKR puede ser un dominio transmembrana, un dominio bisagra o un dominio citoplasmatico de cualquiera
de los siguientes receptores de linfocitos citoliticos naturales: receptor de tipo inmunoglobulina de linfocitos citoliticos (KIR,
por sus siglas en inglés), p. €j., KIR2DL1, KIR2DL2/L3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS4, DIR2DS5, KIR3DL1/81, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1 y KIR3DP1; receptor de citotoxicidad natural (NCR, por
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sus siglas en inglés), p. €j., NKp30, NKp44, NKp46; familia de moléculas de activacion de linfocitos de sefalizacién (SLAM)
de receptores de células inmunitarias, p. ej., CD48, CD229, 2B4, CD84, NTB-A, CRACC, BLAME y CD2F-10; receptor de
Fc (FcR), p. €j., CD16 y CD64; y receptores Ly49, p. ej., LY49A, LY49C. Las moléculas CAR-NKR descritas en el presente
documento pueden interaccionar con una molécula adaptadora o dominio de sefalizacion intracelular, p. ej., DAP12. Las
configuraciones y secuencias de ejemplo de moléculas CAR que comprenden componentes de NKR se describen en la
Publicacion Internacional N.° W02014/145252.

CAR dividido

En algunas realizaciones, la célula que expresa CAR utiliza un CAR dividido. La estrategia de CAR dividido se describe
mas detalladamente en las publicaciones W02014/055442 y WO2014/055657. Brevemente, un sistema de CAR dividido
comprende una célula que expresa un primer CAR que tiene un primer dominio de unién al antigeno y un dominio
coestimulador (p. €j., 41BB), y la célula también expresa un segundo CAR que tiene un segundo dominio de union al
antigeno y un dominio de sefalizacion intracelular (p. ej., CD3 zeta). Cuando la célula encuentra el primer antigeno, se
activa el dominio coestimulador y la célula prolifera. Cuando la célula encuentra el segundo antigeno, se activa el dominio
de sefalizacion intracelular y comienza la actividad citolitica. Por lo tanto, la célula que expresa CAR solo esta totalmente
activada en presencia de ambos antigenos.

Células Efectoras Inmunitarias

También se describen en el presente documento células que contienen una molécula de CAR descrita en el presente
documento o un acido nucleico que codifica un CAR tal como se describe en el presente documento. También se
describen en el presente documento células que han sido transfectadas o transformadas con un acido nucleico descrito
en el presente documento, p. €j., un acido nucleico que codifica un CAR, p. e€j., tal como se describe en el presente
documento. En una realizacion, la célula es una célula descrita en el presente documento, p. €j., un linfocito T humano,
p. €j., un linfocito T humano descrito en el presente documento, o un linfocito NK humano, p. €j., un linfocito NK humano
descrito en el presente documento. En una realizacion, el linfocito T humano es un linfocito T CD8+. En algunos casos, la
célula es autdloga respecto al sujeto que se va a tratar con la célula. En algunas realizaciones, la célula es alogénica
respecto al sujeto al que se le va a administrar la célula.

En un aspecto, la célula que expresa CAR descrita en el presente documento puede comprender, ademas, un segundo
CAR, p. €j., un segundo CAR que incluye un dominio de unién al antigeno diferente, p. ej., para la misma diana o una
diana diferente (p. €j., una diana que no sea un antigeno tumoral descrito en el presente documento o un antigeno tumoral
diferente descrito en el presente documento). En una realizacién, el segundo CAR incluye un dominio de unién al antigeno
a una diana que expresa el mismo tipo de célula cancerosa que el antigeno tumoral. En una realizacion, la célula que
expresa CAR comprende un primer CAR que tiene como diana un primer antigeno e incluye un dominio de sefalizacion
intracelular que tiene un dominio de sefalizacion coestimulador, pero no un dominio de sefializacion primario, y un
segundo CAR que tiene como diana un segundo antigeno diferente e incluye un dominio de sefalizacion intracelular que
tiene un dominio de sefializacion primario, pero no un dominio de sefializacién coestimulador. Sin desear cefirse a la
teoria, la colocacion de un dominio de sefalizacion coestimulador, p. €j., 4-1BB, CD28, ICOS, CD27 u OX-40, en el primer
CAR, y el dominio de sefializacion primario, p. ej., CD3 zeta, en el segundo CAR puede limitar la actividad del CAR a las
células en las que se expresan ambas dianas. En una realizacién, la célula que expresa CAR comprende un primer CAR
de antigeno tumoral que incluye un dominio de unién al antigeno que se une a un antigeno diana descrito en el presente
documento, un dominio transmembrana y un dominio coestimulador y un segundo CAR que tiene como diana un antigeno
diana diferente (p. €j., un antigeno expresado en el mismo tipo de célula cancerosa que el primer antigeno diana) e incluye
un dominio de unién al antigeno, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion primario. En otra realizacion,
la célula que expresa CAR comprende un primer CAR que incluye un dominio de unién al antigeno que se une a un
antigeno diana descrito en el presente documento, un dominio transmembrana y un dominio de sefializaciéon primario y
un segundo CAR que tiene como diana un antigeno distinto del primer antigeno diana (p. €j., un antigeno expresado en
el mismo tipo de célula cancerosa que el primer antigeno diana) e incluye un dominio de union al antigeno contra el
antigeno, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion coestimulador.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una poblacion de células que expresan CAR, p. €j., donde al menos
una o mas de las cuales comprende una molécula de acido nucleico descrita en el presente documento. En algunas
realizaciones, la poblacion de células que expresan CAR comprende una mezcla de células que expresan diferentes CAR.

Por ejemplo, en una realizacion, la poblacion de linfocitos CART puede incluir una primera célula que expresa un CAR
que tiene un dominio de union al antigeno para un antigeno tumoral descrito en el presente documento y una segunda
célula que expresa un CAR que tiene un dominio de union al antigeno diferente, p. €j., un dominio de unién al antigeno
para un antigeno tumoral diferente descrito en el presente documento, p. €j., un dominio de unién al antigeno para un
antigeno tumoral descrito en el presente documento que difiere del antigeno tumoral al que se une el dominio de unién al
antigeno del CAR expresado por la primera célula.

Como otro ejemplo, la poblacion de células que expresan CAR puede incluir una primera célula que expresa un CAR que
incluye un dominio de unién al antigeno para un antigeno tumoral descrito en el presente documento, y una segunda
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célula que expresa un CAR que incluye un dominio de unién al antigeno para una diana distinto de un antigeno tumoral
como se describe en el presente documento. En una realizacién, la poblacion de células que expresan CAR incluye, p.
€j., una primera célula que expresa un CAR que incluye un dominio de sefalizacion intracelular primario y una segunda
célula que expresa un CAR que incluye un dominio de sefalizacién secundario.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una poblacion de células en donde al menos una célula de la poblacion
expresa un CAR que tiene un dominio de union al antigeno para un antigeno tumoral descrito en el presente documento,
y una segunda célula que expresa otro agente, p. €j., un agente que potencia la actividad de una célula que expresa CAR.
En una realizacion, el agente puede ser un agente que inhibe una molécula inhibidora. Las moléculas inhibidoras, p. €j.,
PD-1, pueden, en algunas realizaciones, disminuir la capacidad de una célula que expresa CAR de organizar una
respuesta efectora inmunitaria. Los ejemplos de moléculas inhibidoras incluyen PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3,
CEACAM (CEACAM-1, CEACAM-3 y/o CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-
H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 o CD270), KIR, A2aR, MHC de clase |, MHC de clase Il, GAL9,
adenosinay TGFR (p. ej., TGFRbeta). En una realizacién, el agente que inhibe una molécula inhibidora comprende un
primer polipéptido, p. €j., una molécula inhibidora, asociado con un segundo polipéptido que proporciona una sefial positiva
ala célula, p. €j., un dominio de sefalizacion intracelular descrito en el presente documento. En una realizacion, el agente
comprende un primer polipéptido, p. ej., de una molécula inhibidora tal como PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, CEACAM
(CEACAM-1, CEACAM-3, y/lo CEACAM-5), LAGS3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 o TGFR beta, o un fragmento
de cualquiera de estos, y un segundo polipéptido que es un dominio de sefalizacion intracelular descrito en el presente
documento (p. ej., que comprende un dominio coestimulador (p. €j., 41BB, CD27, OX40 o CD28, p. €j., como se describe
en el presente documento) y/o un dominio de sefializacién primario (p. €j., un dominio de sefalizacion de CD3 zeta descrito
en el presente documento). En una realizacion, el agente comprende un primer polipéptido de PD-1 o un fragmento de
este, y un segundo polipéptido de un dominio de sefializacion intracelular descrito en el presente documento (p. €j., un
dominio de sefalizacién de CD28 descrito en el presente documento y/o un dominio de sefializacion de CD3 zeta descrito
en el presente documento).

Transfeccion con ARN

En el presente documento se divulgan métodos para producir un ARN de CAR transcrito in vitro. Los métodos descritos
en el presente documento pueden incluir introducir un constructo de ARN que codifica un CAR que se puede utilizar
directamente para transfectar una célula. Un método para generar ARNm para su uso en la transfeccion puede conllevar
la transcripcion in vitro (IVT) de un molde con cebadores disefiados especialmente, seguido de la adicion de poliA, para
producir un constructo que contiene la secuencia no traducida 3’ y 5' («<UTR»), una caperuza 5' y/o un Sitio Interno de
Entrada al Ribosoma (IRES), el acido nucleico que se va a expresar y una cola de poliA, normalmente de una longitud de
50 a 2000 bases (p. €., SEQ ID NO: 35). EI ARN producido de esta manera puede transfectar eficazmente diferentes
tipos de células. En un aspecto, el molde incluye secuencias para el CAR.

Una célula efectora inmunitaria puede incluir un CAR codificado por un ARN mensajero (ARNm). En un aspecto, el ARNm
que codifica un CAR descrito en el presente documento se introduce en una célula efectora inmunitaria, p. €j., que se ha
preparado mediante un método descrito en el presente documento, para la produccion de una célula que expresa CAR.

En una realizacion, el ARN de CAR transcrito in vitro se puede introducir en una célula como una forma de transfeccion
transitoria. EI ARN se produce mediante transcripcion in vitro usando un molde generado por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). El ADN de interés de cualquier fuente puede convertirse directamente por PCR en un molde para la
sintesis de ARNm in vitro utilizando cebadores apropiados y ARN:-polimerasa. La fuente del ADN puede ser, por ejemplo,
ADN gendmico, ADN plasmidico, ADN de fago, ADNc, secuencia de ADN sintético o cualquier otra fuente apropiada de
ADN. El molde deseado para la transcripcion in vitro es un CAR descrito en el presente documento. Por ejemplo, el molde
para el ARN de CAR comprende una region extracelular que comprende un dominio variable monocatenario de un
anticuerpo contra un antigeno asociado a un tumor descrito en el presente documento; una region bisagra (p. €j., una
region bisagra descrita en el presente documento), un dominio transmembrana (p. €j., un dominio transmembrana descrito
en el presente documento tal como un dominio transmembrana de CD8a); y una region citoplasmatica que incluye un
dominio de sefializacién intracelular, p. €j., un dominio de sefializacion intracelular descrito en el presente documento, p.
€j., que comprende el dominio de sefializacion de CD3-zeta y el dominio de sefalizacion de 4-1BB.

En una realizacion, el ADN que se va a usar para la PCR contiene un marco de lectura abierto. EI ADN puede ser de una
secuencia de ADN de origen natural procedente del genoma de un organismo. En una realizacion, el acido nucleico puede
incluir algunas o todas las regiones no traducidas (UTR) en 5' y/o 3'. El acido nucleico puede incluir exones e intrones. En
una realizacion, el ADN que se va a usar para la PCR es una secuencia de acido nucleico humano. En otra realizacion,
el ADN que se va a usar para la PCR es una secuencia de acido nucleico humano que incluye las UTR en 5'y 3'. Como
alternativa, el ADN puede ser una secuencia de ADN artificial que normalmente no se expresa en un organismo de origen
natural. Una secuencia de ADN artificial de ejemplo es una que contiene porciones de genes que estan ligadas entre si
para formar un marco de lectura abierto que codifica una proteina de fusion. Las porciones de ADN que estan ligadas
entre si pueden proceder de un solo organismo o de mas de un organismo.
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Se utiliza una PCR para generar un molde para la transcripcion in vitro de ARNm que se utiliza para la transfeccion. Los
meétodos para realizar la PCR son muy conocidos en la técnica. Los cebadores para utilizar en la PCR estan disefiados
para tener regiones que son sustancialmente complementarias de las regiones del ADN que se van a utilizar como un
molde para la PCR. Tal como se utiliza en el presente documento, «sustancialmente complementarias» se refiere a
secuencias de nucledtidos donde una mayoria o todas las bases en la secuencia del cebador son complementarias, o
una o mas bases no son complementarias o estan emparejadas de manera errénea. Las secuencias sustancialmente
complementarias son capaces de reasociarse o hibridarse con la diana de ADN pretendida en las condiciones de
hibridacion utilizadas para la PCR. Los cebadores se pueden disefiar para ser sustancialmente complementarios a
cualquier porcion del molde de ADN. Por ejemplo, los cebadores se pueden disefar para amplificar la porcion de un acido
nucleico que se transcribe normalmente en las células (el marco de lectura abierto), incluidas las UTR en 5'y 3'. Los
cebadores también se pueden disefiar para amplificar una porcion de un acido nucleico que codifica un dominio particular
de interés. En una realizacion, los cebadores estan disefiados para amplificar la regiéon codificante de un ADNc humano,
incluidas la totalidad o porciones de las UTR en 5'y 3'. Se pueden generar cebadores utiles para la PCR mediante métodos
sintéticos muy conocidos en la técnica. Los «cebadores directos» son cebadores que contienen una regién de nucleétidos
que son sustancialmente complementarios a los nucledtidos en el molde de ADN que estan en direccion 5’ respecto a la
secuencia de ADN que se va a amplificar. «En direccion 5'» se utiliza en el presente documento para referirse a una
ubicacion 5' con respecto a la secuencia de ADN que se va a amplificar respecto a la hebra codificante. Los «cebadores
inversos» son cebadores que contienen una region de nucleétidos que son sustancialmente complementarios a un molde
de ADN bicatenario que estan en direccion 3’ respecto a la secuencia de ADN que se va a amplificar. «En direccion 3’»
se utiliza en el presente documento para referirse a una ubicaciéon 3' con respecto a la secuencia de ADN que se va a
amplificar respecto a la hebra codificante.

Se puede usar cualquier ADN--polimerasa util para la PCR en los métodos divulgados en el presente documento. Los
reactivos y la polimerasa estan disponibles comercialmente en varios proveedores.

También se pueden usar estructuras quimicas con la capacidad de fomentar la estabilidad y/o la eficacia de la traduccion.
El ARN tiene preferentemente UTR en 5' y 3'. En una realizacion, la UTR en 5' tiene una longitud de entre uno y
3000 nucledtidos. La longitud de las secuencias UTR en 5' y 3' que se van a afadir a la region codificante se puede alterar
mediante diferentes métodos, incluidos, entre otros, disefio de cebadores para PCR que se hibridan con diferentes
regiones de las UTR. Usando este enfoque, un experto en la técnica puede modificar la longitud de las UTR en 5'y 3'
necesaria para lograr una eficacia de traduccion éptima después de la transfeccion del ARN transcrito.

Las UTR en 5'y 3' pueden ser las UTR en 5'y 3' de origen natural, endégenas respecto al acido nucleico de interés. Como
alternativa, las secuencias UTR que no son enddgenas con respecto al acido nucleico de interés se pueden afadir
incorporando las secuencias UTR en los cebadores directo e inverso o mediante cualquier otra modificacién del molde.
El uso de secuencias UTR que no son enddgenas con respecto al acido nucleico de interés puede ser util para modificar
la estabilidad y/o la eficacia de traduccion del ARN. Por ejemplo, se sabe que elementos ricos en AU en las secuencias
UTR en 3' pueden disminuir la estabilidad del ARNm. Por lo tanto, se pueden seleccionar o disefiar UTR en 3' para
aumentar la estabilidad del ARN transcrito basandose en las propiedades de UTR muy conocidas en la técnica.

En una realizacion, la UTR en 5' puede contener la secuencia de Kozak del acido nucleico endégeno. Como alternativa,
cuando se afiade una UTR en 5' que no es enddgena respecto al acido nucleico de interés por PCR, como se ha descrito
anteriormente, se puede redisefar una secuencia de Kozak consenso afadiendo la secuencia UTR en 5'. Las secuencias
de Kozak pueden aumentar la eficiencia de la traducciéon de algunos transcritos de ARN, pero no parece que sean
necesarias en todos los ARN para posibilitar una traduccion eficiente. En la técnica se conoce la necesidad de secuencias
de Kozak para muchos ARNm. En otras realizaciones, la UTR en 5' puede ser una UTR en 5' de un virus de ARN, cuyo
genoma de ARN es estable en las células. En otras realizaciones, se pueden usar diversos analogos de nucleétidos en
la UTR en 3' 0 5' para impedir la degradacién por exonucleasa del ARNm.

Para permitir la sintesis de ARN a partir de un molde de ADN sin la necesidad de clonacién génica, se debe unir un
promotor de la transcripcion al molde de ADN en direccion 5’ respecto a la secuencia que se va a transcribir. Cuando una
secuencia que funciona como un promotor para una ARN:--polimerasa se afiade al extremo 5’ del cebador directo, el
promotor de ARN:-polimerasa se incorpora al producto de PCR en direccién 5’ respecto al marco de lectura abierto que
se va a transcribir. En una realizacion preferida, el promotor es un promotor de la polimerasa T7, como se describe en
otra parte del presente documento. Otros promotores utiles incluyen, ente otros, promotores de la ARN--polimerasa T3 y
SP6. En la técnica se conocen secuencias de nucledtidos de consenso para los promotores T7, T3 y SP6.

En una realizacion preferida, el ARNm tiene tanto una caperuza en el extremo 5' como una cola de poli(A) en 3' que
determinan la union al ribosoma, el inicio de la traduccion y la estabilidad del ARNm en la célula. En un molde de ADN
circular, por ejemplo, ADN plasmidico, la ARN--polimerasa produce un producto concatamérico largo que no es adecuado
para la expresion en células eucariotas. La transcripcion del ADN plasmidico linealizado al final de la UTR en 3’ da como
resultado un ARNm de tamafio normal que no es eficaz en la transfeccion eucarittica incluso si se poliadenila después
de la transcripcion.
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En un molde de ADN lineal, la ARN--polimerasa del fago T7 puede extender el extremo 3’ del transcrito mas alla de la
ultima base del molde (Schenbom y Mierendorf, Nuc Acids Res., 13:6223-36 (1985); Nacheva y Berzal-Herranz, Eur. J.
Biochem., 270:1485-65 (2003).

El método convencional de integracién de tramos de poliA/T en un molde de ADN es la clonacidon molecular. Sin embargo,
la secuencia de poliA/T integrada en el ADN plasmidico puede causar inestabilidad plasmidica, que es por lo que los
moldes de ADN plasmidico obtenidos de células bacterianas estan a menudo muy contaminados con deleciones y otras
aberraciones. Esto hace que los procedimientos de clonacién no solo sean laboriosos y prolongados, sino que a menudo
no sean fiables. Es por eso que un método que permite la construccion de moldes de ADN con un tramo de poliA/T 3' sin
clonacion resulta sumamente deseable.

El segmento de poliA/T del molde de ADN transcripcional se puede producir durante la PCR utilizando un cebador inverso
que contiene una cola de poliT, tal como la cola 100T (SEQ ID NO: 31) (el tamafio puede ser 50-5000 T (SEQ ID NO: 32))
o después de la PCR por cualquier otro método, incluidas, entre otras, la ligadura de ADN o la recombinacion in vitro. Las
colas de poli(A) también proporcionan estabilidad a los ARN y reducen su degradacién. Generalmente, la longitud de una
cola de poli(A) se correlaciona positivamente con la estabilidad del ARN transcrito. En una realizacion, la cola de poli(A)
tiene entre 100 y 5000 adenosinas (p. €j., SEQ ID NO: 30).

Las colas de poli(A) de los ARN se pueden extender aiin mas después de la transcripcion in vitro con el uso de una poli(A)
polimerasa, tal como la poliA-polimerasa de E. coli (E-PAP). En una realizacion, aumentar la longitud de una cola de poli(A)
de 100 nucledtidos a entre 300 y 400 nucledtidos (SEQ ID NO: 34) da lugar a un aumento de aproximadamente dos veces
en la eficiencia de traduccion del ARN. Adicionalmente, la unién de diferentes grupos quimicos al extremo 3' puede
aumentar la estabilidad del ARNm. Una unién de este tipo puede contener nucleétidos modificados/artificiales, aptameros
y otros compuestos. Por ejemplo, los analogos de ATP se pueden incorporar en la cola de poli(A) utilizando
poli(A)--polimerasa. Los analogos de ATP pueden aumentar adicionalmente la estabilidad del ARN.

Las caperuzas en 5' también proporcionan estabilidad a las moléculas de ARN. En una realizacion preferida, los ARN
producidos por los métodos divulgados en el presente documento incluyen una caperuza en 5'. La caperuza en 5' se
proporciona usando técnicas conocidas en la técnica y descritas en el presente documento (Cougot, et al., Trends in
Biochem. Sci., 29:436-444 (2001); Stepinski, et al., RNA, 7:1468-95 (2001); Elango, et al., Biochim. Biophys. Res.
Commun., 330:958-966 (2005)).

Los ARN producidos mediante los métodos divulgados en el presente documento también pueden contener una secuencia
de sitio de entrada al ribosoma interno (IRES). La secuencia IRES puede ser cualquier secuencia virica, cromosomica o
disefiada por medios artificiales que inicie la unién del ribosoma independiente de la caperuza al ARNm y facilite el inicio
de la traduccién. Se puede incluir cualquier soluto adecuado para la electroporacion celular, que puede contener factores
que facilitan la permeabilidad y la viabilidad celular, tales como azucares, péptidos, lipidos, proteinas, antioxidantes y
tensioactivos.

El ARN se puede introducir en células diana usando cualquiera de varios métodos diferentes, por ejemplo, métodos
comercializados que incluyen, entre otros, electroporacion (Amaxa Nucleofector-ll (Amaxa Biosystems, Colonia,
Alemania)), (ECM 830 (BTX) (Harvard Instruments, Boston, Mass.) o Gene Pulser Il (BioRad, Denver, Colo.), Multiporator
(Eppendort, Hamburgo Alemania), la transfeccion mediada por liposomas catiénicos usando lipofeccién, encapsulacion
polimérica, transfeccion mediada por péptidos o sistemas de suministro biolistico de particulas, tales como «pistolas
génicas» (véase, por ejemplo, Nishikawa, et al. Hum Gene Ther., 12(8):861-70 (2001).

Métodos de suministro no viricos

En algunos aspectos, se pueden utilizar métodos no viricos para suministrar un acido nucleico que codifica un CAR
descrito en el presente documento a una célula o tejido en un sujeto.

En algunas realizaciones, el método no virico incluye el uso de un transposén (también denominado elemento
transponible). En algunas realizaciones, un transposon es un trozo de ADN que puede insertarse por si mismo en una
ubicacién de un genoma, por ejemplo, un trozo de ADN que es capaz de autorreplicarse e insertar su copia en un genoma
o un trozo de ADN que se puede cortar de un acido nucleico mas largo e insertarse en otro lugar de un genoma. Por
ejemplo, un transposon comprende una secuencia de ADN formada por repeticiones invertidas que flanquean genes para
la transposicion.

Los métodos de ejemplo de suministro de acidos nucleicos utilizando un transposoén incluyen un sistema de transposén
Bella Durmiente (SBTS, por sus siglas en inglés) y un sistema de transposoén piggyBac (PB). Véanse, p. €j., Aronovich et
al. Hum. Mol. Genet. 20.R1(2011):R14-20; Singh et al. Cancer Res. 15(2008):2961-2971; Huang et al. Mol. Ther.
16(2008):580-589; Grabundzija et al. Mol. Ther. 18(2010):1200-1209; Kebriaei et al. Blood. 122.21 (2013): 166; Williams.
Molecular Therapy 16.9 (2008):1515-16; Bell et al. Nat. Protoc. 2.12 (2007): 3153-65; y Ding et al. Cell. 122.3 (2005): 473-
83.
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El SBTS incluye dos componentes: 1) un transposon que contiene un transgén y 2) una fuente de enzima transposasa.
La transposasa puede transponer el transposon de un plasmido portador (u otro ADN donante) a un ADN diana, tal como
un cromosoma/genoma de la célula hospedadora. Por ejemplo, la transposasa se une al ADN donante/plasmido portador,
corta el transposon (incluido el transgén o los transgenes) del plasmido, y lo inserta en el genoma de la célula hospedadora.
Véase, p. €j., Aronovich et al., mencionado mas arriba.

Los transposones ilustrativos incluyen un transposon basado en pT2. Véanse, p. €j., Grabundzija et al. Nucleic Acids Res.
41.3(2013):1829-47; y Singh et al. Cancer Res. 68.8(2008): 2961-2971. Las transposasas a modo de ejemplo incluyen
una transposasa de tipo Tc1/mariner, p. €j., la transposasa SB10 o la transposasa SB11 (una transposasa hiperactiva que
se puede expresar, p. €j., a partir de un promotor de citomegalovirus). Remitase, p. €j., Aronovich et al.; Kebriaei et al.; y
Grabundzija et al..

El uso del SBTS permite la integracion y expresion eficientes de un transgén, p. €j., un acido nucleico que codifica un CAR
descrito en el presente documento. En el presente documento se proporcionan métodos para generar una célula, p. €.,
un linfocito T o linfocito NK, que expresa de manera estable un CAR descrito en el presente documento, p. €j., utilizando
un sistema de transposoén tal como SBTS.

De acuerdo con los métodos descritos en el presente documento, en algunas realizaciones, se suministran a una célula
(p. €j., linfocito T o NK) uno o mas acidos nucleicos, p. €j., plasmidos, que contienen los componentes de SBTS. Por
ejemplo, el &cido o los acidos nucleicos se suministran mediante métodos estandar de suministro de acidos nucleicos (p.
ej., ADN plasmidico), p. ]., métodos descritos en el presente documento, p. €j., electroporacion, transfeccion o lipofeccion.
En algunas realizaciones, el acido nucleico contiene un transposén que comprende un transgén, p. €j., un acido nucleico
que codifica un CAR descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, el acido nucleico contiene un
transposon que comprende un transgén (p. €j., un acido nucleico que codifica un CAR descrito en el presente documento),
asi como una secuencia de acido nucleico que codifica una enzima transposasa. En otras realizaciones, se proporciona
un sistema con dos acidos nucleicos, p. €j., un sistema de plasmido doble, p. ej., donde un primer plasmido contiene un
transposon que comprende un transgén y un segundo plasmido contiene una secuencia de acido nucleico que codifica
una enzima transposasa. Por ejemplo, el primer y el segundo acidos nucleicos se suministran conjuntamente a una célula
hospedadora.

En algunas realizaciones, se generan células, p. €j., linfocitos T o NK, que expresan un CAR descrito en el presente
documento utilizando una combinaciéon de insercion de genes utilizando el SBTS y edicidon genética utilizando una
nucleasa (p. €j., nucleasas con dedos de zinc (ZFN), nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN),
el sistema CRISPR/Cas o endonucleasas de asentamiento modificadas de nuevo con meganucleasas modificadas).

En algunas realizaciones, el uso de un método no virico de suministro permite la reprogramacion de células, p. €j.,
linfocitos T o NK, e infusién directa de las células en un sujeto. Las ventajas de los vectores no viricos incluyen, entre
otras, la facilidad y el coste relativamente bajo de produccion de cantidades suficientes necesarias para cubrir las
necesidades de una poblacién de pacientes, la estabilidad durante el almacenamiento y la ausencia de inmunogenicidad.

Activacion y Expansion de Células Efectoras Inmunitarias (p. ej., linfocitos T)

Las células efectoras inmunitarias tales como los linfocitos T pueden activarse y expandirse generalmente usando
meétodos como los descritos, por ejemplo, en las Patentes de EE. UU. 6 352 694; 6 534 055; 6 905 680; 6 692 964;
5858 358; 6 887 466; 6 905681; 7 144 575; 7067 318; 7 172 869; 7 232 566; 7 175 843; 5883 223; 6 905 874;
6 797 514; 6 867 041; y la Publicacion de Solicitud de Patente de EE. UU. N.° 20060121005.

Por lo general, una poblacion de células efectoras inmunitarias, p. €j., las células con deplecion de linfocitos T reguladores,
se puede expandir por contacto con una superficie que tiene unido a ella un agente que estimula una sefial asociada con
el complejo CD3/TCR y un ligando que estimula una molécula coestimuladora en la superficie de los linfocitos T. En
particular, las poblaciones de linfocitos T pueden estimularse como se describe en el presente documento, tal como por
contacto con un anticuerpo anti-CD3, o fragmento de union al antigeno de este, o un anticuerpo anti-CD2 inmovilizado
sobre una superficie, o por contacto con un activador de la proteina cinasa C (p. €j., briostatina) junto con un ionéforo de
calcio. Para la coestimulacién de una molécula accesoria sobre la superficie de los linfocitos T se usa un ligando que se
une a la molécula accesoria. Por ejemplo, una poblacion de linfocitos T se puede poner en contacto con un anticuerpo
anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, en condiciones apropiadas para estimular la proliferacion de los linfocitos T. Para
estimular la proliferacion de linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+, se puede usar un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo
anti-CD28. Los ejemplos de un anticuerpo anti-CD28 que se puede utilizar incluyen 9.3, B-T3, XR-CD28 (Diaclone,
Besancgon, Francia), al igual que otros métodos de uso comun en la técnica (Berg et al., Transplant Proc. 30(8):3975-3977,
1998; Haanen et al., J. Exp. Med. 190(9):13191328, 1999; Garland et al., J. Immunol Meth. 227(1-2):53-63, 1999).

En ciertos aspectos, la sefal estimuladora primaria y la sefial coestimuladora para el linfocito T pueden ser proporcionadas
por protocolos diferentes. Por ejemplo, los agentes que proporcionan cada una de las sefiales pueden estar en solucion
0 acoplados a una superficie. Cuando estan acoplados a una superficie, los agentes se pueden acoplar a la misma
superficie (es decir, en formacion "cis") o a superficies separadas (es decir, en formacion "trans"). Como alternativa, un
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agente puede estar acoplado a una superficie y el otro agente en solucién. En un aspecto, el agente que proporciona la
sefal coestimuladora esta unido a una superficie celular y el agente que proporciona la sefial de activacion primaria esta
en solucién o acoplado a una superficie. En ciertos aspectos, ambos agentes pueden estar en solucién. En un aspecto,
los agentes pueden estar en forma soluble y después entrecruzarse con una superficie, tal como una célula que expresa
receptores de Fc o un anticuerpo u otro agente de unién que se unira a los agentes. A este respecto, véanse, por ejemplo,
las Publicaciones de Solicitud de Patente de EE. UU. N.°¢ 20040101519 y 20060034810 para células presentadoras de
antigenos artificiales (aAPC, por sus siglas en inglés) que se contemplan para su uso en la activacién y expansion de
linfocitos T en la presente invencion.

En un aspecto, los dos agentes se inmovilizan sobre perlas, ya sea en la misma perla, es decir, en «cis», 0 en perlas
separadas, es decir, en «trans». A modo de ejemplo, el agente que proporciona la sefial de activaciéon primaria es un
anticuerpo anti-CD3 o un fragmento de unién al antigeno de este y el agente que proporciona la sefial coestimuladora es
un anticuerpo anti-CD28 o un fragmento de unién al antigeno de este; y ambos agentes se coinmovilizan en la misma
perla en cantidades moleculares equivalentes. En un aspecto, se utiliza una proporcion de 1:1 de cada uno de los
anticuerpos unidos a las perlas para la expansion de linfocitos T CD4+ y el crecimiento de linfocitos T. En ciertos aspectos
de la presente invencion, se utiliza una proporcion de anticuerpos anti-CD3:CD28 unidos a las perlas tal que se observa
un aumento en la expansion de linfocitos T en comparacion con la expansion observada utilizando una proporcion de 1:1.
En un aspecto particular, se observa un aumento de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces en comparacion
con la expansion observada utilizando una proporcion de 1:1. En un aspecto, la proporcién de anticuerpo para CD3:CD28
unido a las perlas varia de 100:1 a 1:100 y todos los valores enteros entre ellos. En un aspecto, mas anticuerpo anti-CD28
esta unido a las particulas que anticuerpo anti-CD3, es decir, la proporcion de CD3:CD28 es inferior a uno. En ciertos
aspectos, la proporcion de anticuerpo anti-CD28 respecto a anticuerpo anti-CD3 unido a las perlas es superior a 2:1. En
un aspecto particular, se usa una proporcion CD3:CD28 de 1:100 de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto, se usa
una proporcion CD3:CD28 de 1:75 de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto adicional, se usa una proporcion
CD3:CD28 de 1:50 de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto, se usa una proporcion CD3:CD28 de 1:30 de anticuerpo
unido a perlas. En un aspecto preferido, se usa una proporcion CD3:CD28 de 1:10 del anticuerpo unido a perlas. En un
aspecto, se usa una proporcién CD3:CD28 de 1:3 de anticuerpo unido a perlas. En un aspecto mas, se usa una proporcion
CD3:CD28 de 3:1 de anticuerpo unido a perlas

Pueden usarse proporciones de particulas respecto a células de 1:500 a 500:1 y cualquier valor entero intermedio para
estimular linfocitos T u otras células diana. Como apreciaran facilmente los expertos en la técnica, la proporcion de
particulas respecto a células puede depender del tamafio de particula respecto a la célula diana. Por ejemplo, las perlas
de pequeino tamafio solo se pueden unir a unas pocas células, mientras que las perlas mas grandes se pueden a unir
muchas. En ciertos aspectos, la proporcion de células respecto a particulas varia de 1:100 a 100:1 y cualquier valor entero
entre ellos, y en aspectos adicionales, la proporcion comprende de 1:9 a 9:1 y cualquier valor entero entre ellos, que
también se pueden utilizar para estimular los linfocitos T. La proporcion de particulas acopladas anti-CD3 y anti-CD28
respecto a los linfocitos T que dan como resultado la estimulacién de linfocitos T puede variar como se ha indicado
anteriormente, sin embargo, ciertos valores preferidos incluyen 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5,
1:4,1:3,1:2,1:1, 21, 3:1,4:1,5:1,6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 y 15:1 siendo una proporcién preferida al menos 1:1 de particulas
por linfocito T. En un aspecto, se utiliza una proporcién de particulas respecto a células de 1: 1 o inferior. En un aspecto
particular, una proporcion de particulas:células preferida es 1:5. En aspectos adicionales, la proporcion de particulas
respecto a células puede variar dependiendo del dia de estimulacion. Por ejemplo, en un aspecto, la proporcion de
particulas respecto a células es de 1: 1 a 10:1 en el primer dia y se afiaden particulas adicionales a las células cada dia
0 en dias alternos posteriormente durante hasta 10 dias, con proporciones finales de 1:1 a 1:10 (basandose en el recuento
de células en el dia de la adicion). En un aspecto particular, la proporcion de particulas respecto a células de 1: 1 en el
primer dia de estimulacion y se ajusta a 1:5 en el tercer y quinto dias de estimulacién. En un aspecto, las particulas se
afiaden a diario o en dias alternos para una proporcion final de 1:1 el primer dia y de 1:5 el tercer y quinto dias de
estimulacion. En un aspecto, la proporcién de particulas respecto a células es 2:1 el primer dia de estimulacion y se ajusta
a 1:10 el tercer y quinto dias de estimulacion. En un aspecto, las particulas se afiaden a diario o en dias alternos para una
proporcién final de 1:1 el primer dia 'y de 1:10 el tercer y quinto dias de estimulacion. Un experto en la técnica apreciara
que pueden ser adecuadas diversas proporciones diferentes para su uso en la presente invencién. En particular, las
proporciones variaran dependiendo del tamafio de particula y del tamafio y tipo de célula. En un aspecto, las proporciones
mas tipicas para su uso son proximas a 1:1, 2:1 y 3:1 el primer dia.

En aspectos adicionales, las células, tales como los linfocitos T, se combinan con perlas recubiertas con agente, las perlas
y las células se separan posteriormente y a continuacion se cultivan las células. En un aspecto alternativo, antes del
cultivo, las perlas recubiertas con agente y las células no se separan, sino que se cultivan juntas. En un aspecto adicional,
las perlas y las células se concentran primero mediante la aplicacion de una fuerza, tal como una fuerza magnética, que
da como resultado un incremento del ligamiento de los marcadores de la superficie celular, y con ello se induce la
estimulacion celular.

A modo de ejemplo, las proteinas de la superficie celular pueden ligarse permitiendo que las perlas paramagnéticas a las
que se unen anti-CD3 y anti-CD28 (3x28 perlas) entren en contacto con los linfocitos T. En un aspecto, las células (por
ejemplo, de 10* a 10° linfocitos T) y las perlas (por ejemplo, perlas paramagnéticas DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T
en una proporcion de 1:1) se combinan en un tampodn, por ejemplo, PBS (sin cationes divalentes tales como calcio y
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magnesio). De nuevo, los expertos en la técnica pueden apreciar facilmente que se puede utilizar cualquier concentracion
de células. Por ejemplo, la célula diana puede ser muy rara en la muestra y comprender solo un 0,01 % de la muestra o
toda la muestra (es decir, un 100 %) puede comprender la célula diana de interés. Por consiguiente, cualquier nimero de
células esta dentro del contexto de la presente invencion. En ciertos aspectos, puede ser deseable disminuir
significativamente el volumen en el que se mezclan entre si particulas y células (es decir, aumentar la concentracion de
células), para garantizar el maximo contacto de las células y las particulas. Por ejemplo, en un aspecto, se utiliza una
concentracion de aproximadamente 10 000 millones de células/mL, 9000 millones/mL, 8000 millones/mL, 7000
millones/mL, 6000 millones/mL, 5000 millones/mL o 2000 millones de células/mL. En un aspecto, se usan mas de
100 millones de células/mL. En un aspecto adicional, se usa una concentracién de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 o0 50 millones de células/mL. En un aspecto mas, se usa una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95 o
100 millones de células/mL. En aspectos adicionales, pueden usarse concentraciones de 125 o 150 millones de
células/mL. El uso de concentraciones elevadas puede dar como resultado un mayor rendimiento celular, activacion
celular y expansion celular. Ademas, el uso de concentraciones elevadas de células permite una captura mas eficaz de
las células que pueden expresar débilmente los antigenos diana de interés, tales como linfocitos T negativos para CD28.
Tales poblaciones de células pueden tener valor terapéutico y seria deseable obtenerlas en ciertos aspectos. Por ejemplo,
el uso de una alta concentracion de células permite una seleccién mas eficaz de linfocitos T CD8+ que normalmente
tienen una expresion de CD28 mas débil.

En una realizacion, las células transducidas con un acido nucleico que codifica un CAR, p. €j., un CAR descrito en el
presente documento, p. ej., un CAR CD19 descrito en el presente documento, se expanden, p. ej., mediante un método
descrito en el presente documento. En una realizacion, las células se expanden en cultivo durante un periodo de varias
horas (p. €j., aproximadamente 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 18, 21 horas) a aproximadamente 14 dias (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13 0 14 dias). En una realizacion, las células se expanden durante un periodo de 4 a 9 dias. En una
realizacion, las células se expanden durante un periodo de 8 dias o menos, p. €j., 7, 6 0 5 dias. En una realizacion, las
células se expanden en cultivo durante 5 dias y las células resultantes son mas potentes que las mismas células
expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo. La potencia se puede definir, p. ej., mediante
diversas funciones de linfocitos T, p. €j., proliferacion, eliminacién de células diana, produccion de citocinas, activacion,
migracion o combinaciones de estas. En una realizacion, las células, p. €j., una célula CAR CD19 descrita en el presente
documento, expandidas durante 5 dias muestran al menos un aumento de una, dos, tres o cuatro veces en duplicaciones
celulares tras la estimulacién con antigeno en comparacion con las mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias
en las mismas condiciones de cultivo. En una realizacion, las células, p. ej., las células que expresan un CAR CD19
descritas en el presente documento, se expanden en cultivo durante 5 dias, y las células resultantes presentan una mayor
produccioén de citocinas proinflamatorias, p. €j., niveles de IFN-y y/o GM-CSF, en comparacion con las mismas células
expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo. En una realizacion, las células, p. €j., una
célula CAR CD19 descrita en el presente documento, expandidas durante 5 dias muestran un aumento de al menos una,
dos, tres, cuatro, cinco, diez veces o mas en pg/mL de produccion de citocinas proinflamatorias, p. €j., niveles de IFN-y
y/o GM-CSF, en comparacién con las mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de
cultivo.

También pueden ser deseables varios ciclos de estimulacién, de modo que el tiempo de cultivo de los linfocitos T pueda
ser de 60 dias o mas. Las condiciones apropiadas para el cultivo de linfocitos T incluyen un medio apropiado (p. €j., Medio
Esencial Minimo o Medio RPMI 1640 o X-vivo 15, (Lonza)) que puede contener factores necesarios para la proliferacion
y viabilidad, incluido suero (p. €j., suero bovino o humano fetal), interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF,
IL-10, IL-12, IL-15, TGFB y TNF-a o cualquier otro aditivo para el crecimiento de células conocido por el experto en la
técnica. Otros aditivos para el crecimiento de células incluyen, entre otros, tensioactivo, plasmanato y agentes reductores,
tales como N-acetilcisteina y 2-mercaptoetanol. Los medios pueden incluir RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-
12, X-Vivo 15 y X-Vivo 20, Optimizer, con aminoacidos afadidos, piruvato de sodio y vitaminas, ya sea exentos de suero
o0 complementados con una cantidad apropiada de suero (0 plasma) o un conjunto definido de hormonas, y/o una cantidad
de citocina o citocinas suficiente para el crecimiento y la expansion de linfocitos T. Se incluyen antibiéticos, p. €j., penicilina
y estreptomicina, solo en cultivos experimentales, no en cultivos de células que se han de infundir en un sujeto. Las células
diana se mantienen en las condiciones necesarias para sustentar el crecimiento, por ejemplo, una temperatura (p. €;j.,
37 °C) y una atmosfera (p. €j., aire mas un 5 % de CO,) apropiadas.

En una realizacion, las células se expanden en un medio apropiado (p. €j., medio descrito en el presente documento) que
incluye una o mas interleucinas lo que da como resultado un incremento de al menos 200 veces (p. €j., 200 veces, 250
veces, 300 veces, 350 veces) de células a lo largo de un periodo de expansion de 14 dias, p. €j., segun se mide mediante
un método descrito en el presente documento tal como citometria de flujo. En una realizacion, las células se expanden en
presencia de IL-15 y/o IL-7 (p. €j., IL-15 e IL-7).

Los linfocitos T que se han expuesto a tiempos de estimulacion variados pueden presentar caracteristicas diferentes. Por
ejemplo, los productos de tipo células mononucleares de la sangre o de la sangre periférica sometida a aféresis tipicos
tienen una poblacién de linfocitos T auxiliares (TH, CD4+) que es mayor que la poblacion de linfocitos T citotdxicos o
supresores (TC, CD8+). La expansién ex vivo de linfocitos T mediante la estimulacién de los receptores CD3 y CD28
produce una poblacion de linfocitos T que antes de aproximadamente los dias 8-9 consiste predominantemente en
linfocitos TH, mientras que después de aproximadamente los dias 8-9, la poblacion de linfocitos T comprende una
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poblacién cada vez mayor de linfocitos TC. Por consiguiente, dependiendo del propdsito del tratamiento, puede ser
ventajoso infundir a un sujeto una poblacion de linfocitos T que comprende predominantemente linfocitos TH. De manera
similar, si se ha aislado un subconjunto de linfocitos TC especificos para el antigeno, puede ser beneficioso expandir este
subconjunto hasta un grado mayor.

Ademas, aparte de los marcadores CD4 y CD8, otros marcadores fenotipicos varian significativamente, pero en gran
parte, de forma reproducible durante el curso del proceso de expansion celular. Por lo tanto, una reproducibilidad de este
tipo permite adaptar un producto de linfocitos T activados para fines especificos.

Una vez que se construye un CAR descrito en el presente documento, se pueden utilizar diversos ensayos para evaluar
la actividad de la molécula, tal como, entre otros, la capacidad de expandir linfocitos T después de la estimulacion con el
antigeno, mantener la expansion de linfocitos T en ausencia de reestimulacion y actividades antineoplasicas en modelos
in vitro y en animales apropiados. Los ensayos para evaluar los efectos de un CAR para su uso en la presente invencion
se describen con mas detalle a continuacion

Se puede utilizar el analisis por inmunoelectrotransferencia de la expresién de CAR en linfocitos T primarios para detectar
la presencia de mondémeros y dimeros. Véase, p. €j., Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009). Muy
brevemente, los linfocitos T (mezcla 1:1 de linfocitos T CD4* y CD8") que expresan los CAR se expanden in vitro durante
mas de 10 dias, lo cual va seguido de lisis y SDS-PAGE en condiciones reductoras. Los CAR que contienen el dominio
citoplasmico TCR-C de longitud completa y la cadena TCR-{ enddgena se detectan mediante inmunoelectrotransferencia
usando un anticuerpo contra la cadena TCR-{. Los mismos subconjuntos de linfocitos T se utilizan para el analisis por
SDS-PAGE en condiciones no reductoras para permitir la evaluacion de la formacion de dimeros covalentes.

La expansion in vitro de linfocitos T CAR* después de la estimulacién con antigeno se puede medir mediante citometria
de flujo. Por ejemplo, se estimula una mezcla de linfocitos T CD4* y CD8* con aAPC aCD3/aCD28, lo cual va seguido de
transduccion con vectores lentiviricos que expresan GFP bajo el control de los promotores que se van a analizar. Los
promotores de ejemplo incluyen promotores del gen IE de CMV, EF-1aq, ubiquitina C o de la fosfoglicerocinasa (PGK). La
fluorescencia de GFP se evalua el dia 6 de cultivo en los subconjuntos de linfocitos T CD4* y/o CD8* mediante citometria
de flujo. Véase, p. €j., Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009). Como alternativa, una mezcla de linfocitos
T CD4" y CD8" se estimulan con perlas magnéticas recubiertas con aCD3/aCD28 el dia 0, y se transducen con CAR el
dia 1 utilizando un vector lentivirico bicistrénico que expresa CAR junto con eGFP utilizando una secuencia de omision
ribosémica 2A. Los cultivos se reestimulan con células K562 con un antigeno paraneoplasico como se describe en la
presente” (K562-que expresan un antigeno paraneoplasico como se describe en la presente), células K562 de tipo natural
(K562 de tipo natural) o células K562 que expresan hCD32 y 4-1BBL en presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
(K562-BBL-3/28) después del lavado. Se afiaden 100 U/mL de IL-2 exdégena a los cultivos en dias alternos.

Los linfocitos T GFP* se enumeran por citometria de flujo utilizando un recuento basado en las perlas. Véase, p. €j., Milone
et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009).

También se puede medir la expansion sostenida de linfocitos T CAR* en ausencia de reestimulacion. Véase, p. ej., Milone
et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009). Resumiendo, el volumen medio de linfocitos T (fl) se mide el dia 8 de
cultivo utilizando un contador de particulas Coulter Multisizer 1l después de la estimulacién con perlas magnéticas
recubiertas con aCD3/aCD28 el dia 0, y la transduccién con el CAR indicado el dia 1.

También se pueden utilizar modelos en animales para medir la actividad de una célula que expresa CAR, p. €j., como se
describe en el parrafo 698 de la Solicitud Internacional WO2015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015 . Se puede
evaluar la respuesta al tratamiento con CAR dependiente de la dosis, p. €j., como se describe en el parrafo 699 de la
Solicitud Internacional WO2015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015 . La evaluacién de la proliferacién celular y
la produccion de citocinas se ha descrito previamente, p. ej., como se describe en el parrafo 700 de la Solicitud
Internacional WO2015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015 . La citotoxicidad se puede evaluar mediante un
ensayo de liberacion de 51Cr estandar, p. ej.,, como se describe en el parrafo 701 de la Solicitud Internacional
WQ02015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015. Se pueden utilizar tecnologias de obtencion de imagenes para
evaluar el trafico y la proliferacion especificos de los CAR en los modelos de animales portadores de tumores, p. €j., como
se describe en el parrafo 702 de la Solicitud Internacional WO2015/142675, presentada el 13 de marzo de 2015 . También
se pueden utilizar otros ensayos, incluidos los escritos en la seccion de Ejemplos del presente documento, asi como los
conocidos en la técnica, para evaluar los CAR descritos en el presente documento.

Como alternativa, o en combinacién con los métodos divulgados en el presente documento, se divulgan métodos y
composiciones para uno o mas de: deteccion y/o cuantificacion de células que expresan CAR (p. e€j., in vitro o in vivo (p.
ej., monitorizacion clinica)); expansion y/o activacion de células inmunitarias; y/o seleccion especifica del CAR, que
conlleva el uso de un ligando de CAR. En una realizacion de ejemplo, el ligando de CAR es un anticuerpo que se une a
la molécula CAR, p. €j., se une al dominio de unién al antigeno extracelular de CAR (p. €j., un anticuerpo que se une al
dominio de unién al antigeno, p. €j., un anticuerpo antidiotipico; o un anticuerpo que se une a una region constante del
dominio de union extracelular). En otros casos, el ligando de CAR es una molécula antigénica para el CAR (p. €j., una
molécula antigénica para el CAR como se describe en la presente).
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En un aspecto, se divulga un método para detectar y/o cuantificar células que expresan CAR. Por ejemplo, el ligando de
CAR puede utilizarse para detectar y/o cuantificar células que expresan CAR in vitro o in vivo (p. €j., monitorizacion clinica
de células que expresan CAR en un paciente o administracion a un paciente). El método incluye:

proporcionar el ligando de CAR (opcionalmente, un ligando de CAR marcado, p. €j., un ligando de CAR que
incluye una etiqueta, una perla, una marca radioactiva o fluorescente);

adquirir la célula que expresa CAR (p. €j., adquirir una muestra que contiene células que expresan CAR, tal como
una muestra de produccién o una muestra clinica);

poner en contacto la célula que expresa CAR con el ligando de CAR en condiciones donde tiene lugar la union,
y detectar de esta manera el nivel (p. €j., cantidad) de las células que expresan CAR presentes. La unién de la
célula que expresa CAR con el ligando de CAR se puede detectar utilizando técnicas estandar tales como FACS,
ELISA y similares.

En otro aspecto, se divulga un método para expandir y/o activar células (p. €j., células efectoras inmunitarias). El método
incluye:

proporcionar una célula que expresa CAR (p. €j., una primera célula que expresa CAR o una célula que expresa
CAR de manera transitoria);

poner en contacto dicha célula que expresa CAR con un ligando de CAR, p. €j., un ligando de CAR tal como se
describe en el presente documento), en condiciones en las que tiene lugar la expansién y/o proliferacion de
células inmunitarias, y producir de esta manera la poblacion de células activadas y/o expandidas.

En ciertas realizaciones, el ligando de CAR esta presente en un sustrato (p. €j., esta inmovilizado o unido a un sustrato,
p. €j., un sustrato que no tiene origen natural). En algunos casos, el sustrato es un sustrato no celular. El sustrato no
celular puede ser un soporte solido elegido entre, p. €j., una placa (p. €j., una placa de microtitulacion), una membrana (p.
€j., una membrana de nitrocelulosa), una matriz, un chip o una perla. En las realizaciones, el ligando de CAR esta presente
en el sustrato (p. €j., en la superficie del sustrato). El ligando de CAR se puede inmovilizar, unir o asociar covalente o no
covalentemente (p. ej., entrecruzar) al sustrato. En una realizacién, el ligando de CAR se une (p. €j., se une
covalentemente) a una perla. En las realizaciones mencionadas anteriormente, la poblacion de células inmunitarias se
puede expandir in vitro o ex vivo. El método puede incluir ademas cultivar la poblacién de células inmunitarias en presencia
del ligando de la molécula CAR, p. €j., utilizando cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.

En otras realizaciones, el método para expandir y/o activar las células comprende ademas la adicion de una segunda
molécula estimuladora, p. €j., CD28. Por ejemplo, el ligando de CAR y la segunda molécula estimuladora se pueden
inmovilizar en un sustrato, p. ej., una o0 mas perlas, y proporcionar de esta manera un incremento de la expansion y/o
activacion celulares.

En otro aspecto mas, se proporciona un método para seleccionar una célula que expresa CAR o para enriquecerla. El
método incluye poner en contacto la célula que expresa CAR con un ligando de CAR tal como se describe en el presente
documento; y seleccionar la célula en funcion de la union del ligando de CAR.

En otros aspectos mas, se proporciona un método para la deplecion, reduccion y/o muerte de una célula que expresa
CAR. El método incluye poner en contacto la célula que expresa CAR con un ligando de CAR tal como se describe en el
presente documento; y actuar sobre la célula en funcién de la unién del ligando de CAR, y reducir de esta manera el
numero, y/o provocar la muerte, de la célula que expresa CAR. En una realizacion, el ligando de CAR se acopla a un
agente toxico (p. ej., una toxina o un farmaco citoablativo). En otra realizacion, el anticuerpo antidiotipico puede provocar
la actividad de células efectoras, p. €j., actividad ADCC o ADC.

Los anticuerpos anti-CAR de ejemplo que se pueden utilizar en los métodos divulgados en el presente documento se
describen, p. €j., en el documento WO 2014/190273 y en Jena et al., «Chimeric Antigen Receptor (CAR)-Specific
Monoclonal Antibody to Detect CD19-Specific T cells in Clinical Trials», PLOS marzo de 2013 8:3 e57838.

En algunos aspectos y realizaciones, las composiciones y métodos del presente documento se optimizan para un
subconjunto especifico de linfocitos T, p. ej., tal como se describe en el documento WO 2016/019300. En algunas
realizaciones, los subconjuntos optimizados de linfocitos T muestran una persistencia mejorada en comparacion con un
linfocito T de control, p. €j., un linfocito T de un tipo diferente (p. ej., CD8+ o CD4+) que expresa el mismo constructo.

En algunas realizaciones, un linfocito T CD4+ comprende un CAR descrito en el presente documento, donde el CAR
comprende un dominio de sefializacion intracelular adecuado para (p. €j., optimizado para, p. €j., que da lugar a una
persistencia mejorada en) un linfocito T CD4+, p. ej., un dominio de ICOS. En algunas realizaciones, un linfocito T CD8+
comprende un CAR descrito en el presente documento, donde el CAR comprende un dominio de sefializacion intracelular
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adecuado para (p. €j., optimizado para, p. €j., que da lugar a una persistencia mejorada de) un linfocito T CD8+, p. €j., un
dominio de 4-1BB, un dominio de CD28, u otro dominio coestimulador que no sea un dominio de ICOS. En algunas
realizaciones, el CAR descrito en el presente documento comprende un dominio de union al antigeno descrito en el
presente documento, p. €j., un CAR que comprende un dominio de union al antigeno.

Se describe en el presente documento un método para tratar a un sujeto, p. €j., un sujeto que padece cancer. El método
incluye administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de:

1) un linfocito T CD4+ que comprende un CAR (el CAR CD4+), que comprende:

un dominio de unién al antigeno, p. €j., un dominio de unién al antigeno descrito en el presente
documento;

un dominio transmembrana; y

un dominio de sefializacion intracelular, p. €j., un primer dominio coestimulador, p. €j., un dominio de
ICOS;y

2) un linfocito T CD8+ que comprende un CAR (el CAR CD8+), que comprende:

un dominio de unién al antigeno, p. €j., un dominio de unién al antigeno descrito en el presente
documento;

un dominio transmembrana; y

un dominio de sefalizacion intracelular, p. €j., un segundo dominio coestimulador, p. €j., un dominio de
4-1BB, un dominio de CD28, u otro dominio coestimulador que no es un dominio de ICOS;

en donde el CAR CD4+ y el CAR CD8+ difieren entre si.
Opcionalmente, el método incluye, ademas, administrar:
3) un segundo linfocito T CD8+ que comprende un CAR (el segundo CAR CD8+) que comprende:
un dominio de unién al antigeno, p. ej., un dominio de unién al antigeno descrito en el presente documento;
un dominio transmembrana; y
un dominio de sefializacion intracelular, en donde el segundo CAR CD8+ comprende un dominio de sefializacion
intracelular, p. €j., un dominio de sefalizacién coestimulador, no presente en el CAR CD8+ y, opcionalmente, no

comprende un dominio de sefalizaciéon ICOS.

Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede incluir, ademas, la administracion de un inhibidor
de BTK tal como se describe en el presente documento.

Métodos de suministro de biopolimeros

En algunas realizaciones, una o mas células que expresan CAR divulgadas en el presente documento se pueden
administrar o suministrar al sujeto mediante un armazén biopolimérico, p. €j., un implante biopolimérico. Los armazones
biopoliméricos pueden fomentar o potenciar el suministro, la expansién y/o la dispersion de las células que expresan CAR
descritas en el presente documento. Un armazén biopolimérico comprende un polimero biocompatible (p. €j., no induce
sustancialmente una respuesta inflamatoria o inmunitaria) y/o un polimero biodegradable que se puede producir de forma
natural o sintética. En consecuencia, en algunas realizaciones, los métodos de fabricacion del presente documento
incluyen un paso para poner en contacto las células que expresan CAR con un biopolimero, p. €j., un biopolimero de esta
seccion.

Los ejemplos de biopolimeros adecuados incluyen, entre otros, agar, agarosa, alginato, alginato/cemento de fosfato de
calcio (CPC), beta-galactosidasa (B-GAL), (1,2,3,4,6-pentaacetil-a-D-galactosa), celulosa, quitina, quitosano, colageno,
elastina, gelatina, acido hialurénico y colageno, hidroxiapatita, poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBHHX),
poli(lactida), poli(caprolactona) (PCL), poli(lactida-co-glicdlido) (PLG), 6xido de polietileno (PEO), poli(acido lactico-co-
glicdlico) (PLGA), oxido de polipropileno (PPO), alcohol polivinilico (PVA), seda, proteina de soja, y aislado de proteina
de soja, solo o combinado con cualquier otra composicion polimérica, en cualquier concentracion y en cualquier proporcion.
El biopolimero se puede aumentar o modificar con moléculas que fomentan la adhesion o migracion, p. ej., péptidos que
mimetizan colageno que se unen al receptor de colageno de los linfocitos, y/o moléculas estimuladoras para potenciar el
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suministro, expansién o funcion, p. ej., actividad antineoplasica, de las células que se van a suministrar. El armazon
biopolimérico puede ser inyectable, p. €j., un gel, o una composicién semisélida o sélida.

En algunas realizaciones, las células que expresan CAR descritas en el presente documento se siembran en el armazon
biopolimérico antes del suministro al sujeto. En algunas realizaciones, el armazon biopolimérico comprende ademas uno
0 mas agentes terapéuticos adicionales descritos en el presente documento (p. €j., otra célula que expresa CAR, un
anticuerpo o una molécula pequefia) o agentes que potencian la actividad de una célula que expresa CAR, p. €.,
incorporados a los biopolimeros del armazén o conjugados con estos. En algunas realizaciones, el armazon biopolimérico
se inyecta, p. €j., por via intratumoral, o se implanta quirdrgicamente en el tumor o a una distancia del tumor lo
suficientemente préxima para mediar en un efecto antitumoral. Se describen ejemplos adicionales de composiciones
biopoliméricas y métodos para su suministro en Stephan et al., Nature Biotechnology, 2015, 33: 97-101; y el documento
W02014/110591.

Métodos de fabricacion/produccién

En algunas realizaciones, los métodos divulgados en el presente documento incluyen ademas administrar un agente que
provoca la deplecion de linfocitos T tras el tratamiento con la célula (p. €j., una célula efectora inmunitaria tal como se
describe en el presente documento, p. €j., una célula efectora inmunitaria que expresa CAR descrita en el presente
documento), para reducir de esta manera (p. €j., provocar la deplecién) las células que expresan CAR (p. €j., las células
que expresan CAR CD19). Pueden utilizarse agentes de deplecién de linfocitos T de este tipo eficazmente para provocar
la deplecién de células que expresan CAR (p. €j., células que expresan CAR CD19) para mitigar la toxicidad. En algunas
realizaciones, las células que expresan CAR se fabricaron segun un método del presente documento, p. €j., se sometieron
a ensayo (p. €j., antes o después de la transfeccion o transduccion) segun un método del presente documento.

En algunas realizaciones, el agente de deplecién de linfocitos T se administra una, dos, tres, cuatro o cinco semanas
después de la administracion de la célula, p. €j., la poblacion de células efectoras inmunitarias, descrita en el presente
documento.

En una realizacion, el agente de deplecidon de linfocitos T es un agente que provoca la depleciéon de las células que
expresan CAR, p. €j., induciendo citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o muerte
celular inducida por el complemento. Por ejemplo, las células que expresan CAR descritas en el presente documento
también pueden expresar un antigeno (p. €j., un antigeno diana) que es reconocido por moléculas capaces de inducir la
muerte celular, p. ej.,, ADCC o muerte celular inducida por el complemento. Por ejemplo, las células que expresan CAR
descritas en el presente documento también pueden expresar una proteina diana (p. €j., un receptor) que puede ser la
diana de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Los ejemplos de tales proteinas diana incluyen, entre otros, EpCAM,
VEGFR, integrinas (p. €j., integrinas av33, o4, al3/4p3, a4B7, a5B1, avp3, av), miembros de la superfamilia de receptor
de TNF (p. €j., TRAIL-R1, TRAIL-R2), receptor de PDGF, receptor de interferén, receptor de folato, GPNMB, ICAM-1,
HLA-DR, CEA, CA-125, MUC1, TAG-72, receptor de IL-6, 5T4, GD2, GD3, CD2, CD3, CD4, CD5, CD11, CD11a/LFA-1,
CD15, CD18/ITGB2, CD19, CD20, CD22, CD23/receptor de IgE, CD25, CD28, CD30, CD33, CD38, CD40, CD41, CD44,
CD51, CD52, CD62L, CD74, CD80, CD125, CD147/basigina, CD152/CTLA-4, CD154/CD40L, CD195/CCRS5,
CD319/SLAMF7 y EGFR, y versiones truncadas de estos (p. e€j., versiones que conservan uno o mas epitopos
extracelulares pero que carecen de una o mas regiones dentro del dominio citoplasmatico).

En algunas realizaciones, la célula que expresa CAR coexpresa el CAR y la proteina diana, p. €j., expresa de manera
natural la proteina diana o se modifica para que exprese la proteina diana. Por ejemplo, la célula, p. €j., la poblacion de
células efectoras inmunitarias, puede incluir un acido nucleico (p. €j., vector) que comprende el acido nucleico de CAR (p.
€j., un acido nucleico de CAR tal como se describe en el presente documento) y un acido nucleico que codifica la proteina
diana.

En una realizacion, el agente de deplecion de linfocitos T es un inhibidor de CD52, p. €j., una molécula de tipo anticuerpo
anti-CD52, p. €j., alemtuzumab.

En otras realizaciones, la célula, p. €j., la poblacidon de células efectoras inmunitarias, expresa una molécula CAR tal como
se describe en el presente documento (p. ej., CAR CD19) y la proteina diana reconocida por el agente de deplecion de
linfocitos T. En una realizacion, la proteina diana es CD20. En realizaciones, cuando la proteina diana es CD20, el agente
de deplecion de linfocitos T es un anticuerpo anti-CD20, p. €;j., rituximab.

En realizaciones adicionales de cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, los métodos incluyen ademas
trasplantar una célula, p. €j., una célula madre hematopoyética, o médula 6sea, al mamifero.

En otro aspecto, la invencion puede utilizar un método para acondicionar un mamifero antes del trasplante de células. El
método incluye administrar al mamifero una cantidad eficaz de la célula que comprende un acido nucleico o polipéptido
de CAR, p. €j., un acido nucleico o polipéptido de CAR CD19. En algunas realizaciones, el trasplante de células es un
trasplante de células madre, p. €j., un trasplante de células madre hematopoyéticas, o un trasplante de médula ésea. En
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otras realizaciones, acondicionar un sujeto antes del trasplante de células incluye reducir el nimero de células que
expresan la diana en un sujeto, p. €j., células normales que expresan CD19 o células cancerosas que expresan CD19.

Composiciones farmacéuticas y tratamientos

Los métodos descritos en el presente documento pueden incluir ademas formular una célula que expresa CAR en una
composicion farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender una célula que expresa CAR, p. €j.,
una pluralidad de células que expresan CAR, como se describe en el presente documento, en combinacién con uno o
mas portadores, diluyentes o excipientes farmacéutica o fisiologicamente aceptables. Tales composiciones pueden
comprender tampones, tales como solucién salina tamponada neutra, solucion salina tamponada con fosfato y similares;
carbohidratos, tales como glucosa, manosa, sacarosa o dextranos, manitol; proteinas; polipéptidos o aminoacidos tales
como glicina; antioxidantes; agentes quelantes, tales como EDTA o glutation; adyuvantes (p. ej., hidroxido de aluminio); y
conservantes. Las composiciones se pueden formular, p. €j., para la administracién intravenosa.

En una realizacion, la composicion farmacéutica esta sustancialmente exenta de, p. €j., no hay niveles detectables de un
contaminante, p. €j., seleccionado del grupo que consiste en endotoxina, micoplasma, lentivirus competente para la
replicacion (LCR), p24, acido nucleico de VSV-G, gag de VIH, perlas residuales recubiertas con anti-CD3/anti-CD28,
anticuerpos de raton, suero humano combinado, albumina sérica bovina, suero bovino, componentes de medios de cultivo,
componentes de plasmidos o células de empaquetamiento de vectores, una bacteria y un hongo. En una realizacion, la
bacteria es al menos una seleccionada del grupo que consiste en Alcaligenes faecalis, Candida albicans, Escherichia coli,
Haemophilus influenza, Neisseria meningitides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonia, y grupo A de Streptococcus pyogenes.

Cuando se indica «una cantidad inmunolégicamente eficaz», «una cantidad anticancerosa eficaz», «una cantidad
inhibidora del cancer eficaz» o «cantidad terapéutica», la cantidad precisa de las composiciones que se va a administrar
puede ser determinada por un médico teniendo en cuenta las diferencias individuales en edad, peso, tamafio del tumor,
extension de la infeccién o metastasis y el estado del paciente (sujeto). Generalmente se puede afirmar que una
composicion farmacéutica que comprende las células efectoras inmunitarias (p. ej., linfocitos T, linfocitos NK) descritas en
el presente documento se puede administrar a una dosis de 10*a 10° células/kg de peso corporal, en algunos casos de
10%a 10° células/kg de peso corporal, incluidos todos los valores enteros dentro de esos intervalos. Las composiciones
de linfocitos T también se pueden administrar multiples veces a estas dosis. Las células se pueden administrar utilizando
técnicas de infusion de uso comun en inmunoterapia (véase, p. ej., Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319: 1676,
1988).

En algunas realizaciones, una dosis de células CAR comprende aproximadamente 1 x 108, 1,1 x 108, 2 x 108, 3,6 x 108,
5x106,1x107,1,8 x107,2x107,5x 107, 1 x 108 2 x 108 0 5 x 108 células/kg. En algunas realizaciones, una dosis de
células CAR (p. €j., células CAR CD19) comprende al menos aproximadamente 1 x 10%, 1,1 x 108, 2 x 108, 3,6 x 108, 5 x
108, 1 x 107, 1,8 x 107, 2 x 107, 5x 107, 1 x 108, 2 x 108 0 5 x 108 células/kg. En algunas realizaciones, una dosis de células
CAR (p. €j., células CAR CD19) comprende hasta aproximadamente 1 x 108, 1,1 x 10%, 2 x 108, 3,6 x 105, 5 x 10°, 1 x 107,
1,8 x 107, 2 x 107, 5x 107, 1 x 108, 2 x 108 0 5 x 108 células/kg. En algunas realizaciones, una dosis de células CAR (p.
€j., células CAR CD19) comprende aproximadamente 1,1 x 10® - 1,8 x 107 células/kg. En algunas realizaciones, una dosis
de células CAR (p. €j., células CAR CD19) comprende aproximadamente 1 x 107, 2 x 107, 5 x 107, 1 x 108, 2 x 108, 5 x
108, 1 x 10°%, 2 x 10° 0 5 x 10° células. En algunas realizaciones, una dosis de células CAR (p. ej., células CAR CD19)
comprende al menos aproximadamente 1 x 107, 2 x 107, 5x 107, 1 x 108, 2 x 108, 5 x 108, 1 x 10°, 2 x 10° 0 5 x 10° células.
En algunas realizaciones, una dosis de células CAR (p. €j., células CAR CD19) comprende hasta aproximadamente 1 x
107,2x107,5x 107, 1 x 108, 2 x 108, 5 x 108, 1 x 10% 2 x 10° 0 5 x 10° células.

La dosis de los tratamientos que se va a administrar a un paciente variara segun la naturaleza exacta de la afeccion que
se esté tratando y el receptor del tratamiento. El cambio de escala de las dosis para la administracion a seres humanos
se puede realizar de acuerdo con las practicas aceptadas en la técnica. La dosis de CAMPATH, por ejemplo, estara
generalmente en el intervalo de 1 a aproximadamente 100 mg para un paciente adulto, normalmente administrada a diario
durante un periodo de entre 1y 30 dias. La dosis diaria adecuada es de 1 a 10 mg al dia, aunque en algunos casos se
pueden utilizar dosis mayores de hasta 40 mg al dia (descritas en la Patente de EE. UU. N.° 6 120 766).

En ciertos aspectos, puede resultar deseable administrar células efectoras inmunitarias activadas (p. €j., linfocitos T,
linfocitos NK) a un sujeto y posteriormente volver a extraer sangre (o realizar una aféresis), activar las células efectoras
inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) de esta y reinfundir al paciente estas células efectoras inmunitarias activadas
y expandidas (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK). Este proceso se puede realizar varias veces cada pocas semanas. En
ciertos aspectos, las células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T, linfocitos NK) pueden activarse a partir de
extracciones de sangre de 10 cm® a 400 cm®. En ciertos aspectos, las células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T,
linfocitos NK) se activan a partir de extracciones de sangre de 20 cm?, 30 cm?, 40 cm?, 50 cm?, 60 cm?, 70 cm?, 80 cm?,
90 cm® 0 100 cm®,

La administracion de las composiciones objeto se puede llevar a cabo de cualquier manera conveniente. Las
composiciones descritas en el presente documento se pueden administrar a un paciente por via transarterial, subcutanea,
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intradérmica, intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, mediante inyeccién intravenosa (i.v.) o por via
intraperitoneal, p. €j., por inyeccion intradérmica o subcutanea. Las composiciones de células efectoras inmunitarias (p.
ej., linfocitos T, linfocitos NK) se pueden inyectar directamente en un tumor, ganglio linfatico o sitio de infeccion.

Las células efectoras inmunitarias producidas de acuerdo con los métodos del presente documento se pueden administrar
a un sujeto en combinacion con una molécula que disminuye la poblacién de linfocitos Treg. En la técnica se conocen
métodos que disminuyen el numero de (p. €j., provocan la deplecion de) los linfocitos Treg € incluyen, p. €j., la deplecion
de CD25, la administracion de ciclofosfamida, la modulacién de la funcién de GITR. Sin desear ceiiirse a la teoria, se cree
que la reduccion del numero de linfocitos Treg €n un sujeto antes de la aféresis o antes de la administracion de una célula
que expresa CAR descrita en el presente documento reduce el niumero de células inmunitarias no deseadas (p. €j., Treg)
en el microentorno del tumor y reduce el riesgo de que el sujeto recaiga. En una realizacion, las células que expresan un
CAR descritas en el presente documento se administran a un sujeto en combinacién con una molécula que tiene como
diana GITR y/o que modula las funciones de GITR, tal como un agonista de GITR y/o un anticuerpo para GITR que
provoca la depleciéon de los linfocitos T reguladores (Treg). En algunas realizaciones, las células que expresan CAR
descritas en el presente documento se administran a un sujeto en combinacién con ciclofosfamida. En una realizacion,
las moléculas de unién a GITR y/o moléculas que modulan las funciones de GITR (p. €j., agonista de GITR y/o anticuerpos
de GITR que provocan la deplecion de Treg) se administran antes de la administracion de la célula que expresa CAR. Por
ejemplo, en una realizacion, el agonista de GITR se puede administrar antes de la aféresis de las células. En realizaciones,
la ciclofosfamida se administra al sujeto antes de la administracion (p. €j., infusion o reinfusion) de la célula que expresa
CAR o antes de la aféresis de las células. En realizaciones, la ciclofosfamida y un anticuerpo anti-GITR se administran al
sujeto antes de la administracion (p. €j., infusion o reinfusion) de la célula que expresa CAR o antes de la aféresis de las
células. En un caso divulgado en el presente documento, el sujeto padece cancer (p. €j., un cancer sélido o un cancer
hematico tal como LLA o LLC). En la invencion, el sujeto padece una leucemia. En una realizacion, el sujeto padece LLC.
En realizaciones, el sujeto padece LLA. En algunos casos, el sujeto padece un tumor sélido, p. €j., un cancer solido
descrito en el presente documento. Los agonistas de GITR de ejemplo incluyen, p. €j., proteinas de fusién con GITR y
anticuerpos anti-GITR (p. €j., anticuerpos anti-GITR bivalentes) tales como, p. €j., una proteina de fusién con GITR descrita
en la Patente de EE. UU. N.°. 6 111 090, Patente europea N.°: 090505B1, Patente de EE. UU. N.°: 8 586 023,
Publicaciones PCT N.°s: WO 2010/003118 y 2011/090754, o un anticuerpo anti-GITR descrito, p. €j., en la Patente de EE.
UU. N.°: 7 025 962, Patente europea N.°: 1947183B1, Patente de EE. UU. N.°: 7 812 135, Patente de EE. UU. N.%
8 388 967, Patente de EE. UU. N.°: 8 591 886, Patente europea N.°: EP 1866339, Publicacion PCT N.°: WO 2011/028683,
Publicacion PCT N.°: WO 2013/039954, Publicacion PCT N.°: W0O2005/007190, Publicacion PCT N.°: WO 2007/133822,
Publicacion de PCT N.°: W0O2005/055808, Publicacion PCT N.°: WO 99/40196, Publicacion PCT N.°: WO 2001/03720,
Publicacion PCT N.°: W099/20758, Publicacion PCT N.°: W0O2006/083289, Publicacion PCT N.°: WO 2005/115451,
Patente de EE. UU. N.°: 7 618 632 y Publicacion PCT N.°: WO 2011/051726.

En una realizacion, las células que expresan un CAR descritas en el presente documento se administran a un sujeto en
combinacion con una molécula que reduce la poblacion de linfocitos Treg. En la técnica existe constancia de métodos que
reducen (p. €j., provocan la deplecion de) el numero de linfocitos Treg y estos incluyen, p. ej., deplecién de CD25,
administracion de ciclofosfamida, modulacion de la funcidon de GITR. Sin desear cefirse a la teoria, se cree que la
reduccion del numero de linfocitos Treg en un sujeto antes de la aféresis o antes de la administracién de una célula que
expresa CAR descrita en el presente documento reduce el numero de células inmunitarias no deseadas (p. €j., Treg) en
el microentorno del tumor y reduce el riesgo de que el sujeto recaiga.

En una realizacion, una terapia descrita en el presente documento, p. €j., una célula que expresa CAR, se administra a
un sujeto en combinacion con una molécula que tiene como diana GITR y/o que modula las funciones de GITR, tal como
un agonista de GITR y/o un anticuerpo para GITR que provoca la deplecién de los linfocitos T reguladores (Treg). En
algunas realizaciones, las células que expresan CAR descritas en el presente documento se administran a un sujeto en
combinacion con ciclofosfamida. En una realizacion, las moléculas de uniéon a GITR y/o moléculas que modulan las
funciones de GITR (p. €j., agonista de GITR y/o anticuerpos de GITR que provocan la deplecion de Treg) se administran
antes de la célula que expresa CAR. Por ejemplo, en una realizacion, se puede administrar un agonista de GITR antes
de la aféresis de las células. En algunas realizaciones, se administra ciclofosfamida al sujeto antes de la administracion
(p. €j., infusion o reinfusion) de la célula que expresa CAR o antes de la aféresis de las células. En realizaciones, la
ciclofosfamida y un anticuerpo anti-GITR se administran al sujeto antes de la administracién (p. €j., infusion o reinfusion)
de la célula que expresa CAR o antes de la aféresis de las células. En un caso divulgado en el presente documento, el
sujeto padece cancer (p. €j., un cancer sélido o un cancer hematico tal como LLA o LLC). En la invencion, el sujeto padece
una leucemia. En una realizacion, el sujeto padece LLC. En realizaciones, el sujeto padece LLA. En algunos casos, el
sujeto padece un tumor solido, p. €j., un cancer sélido descrito en el presente documento.

En una realizaciéon, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento se administra a un sujeto en
combinacion con un agonista de GITR, p. €j., un agonista de GITR descrito en el presente documento. En una realizacion,
el agonista de GITR se administra antes que la célula que expresa CAR. Por ejemplo, en una realizacion, el agonista de
GITR se puede administrar antes de la aféresis de las células. En una realizacion, el sujeto padece LLC.

Los agonistas de GITR de ejemplo incluyen, p. ej., proteinas de fusién con GITR y anticuerpos anti-GITR (p. €j.,
anticuerpos anti-GITR bivalentes) tales como, p. €j., una proteina de fusién con GITR descrita en la Patente de EE. UU.
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N.°: 6 111 090, Patente europea N.°: 090505B1, Patente de EE. UU. N.°: 8 586 023, Publicaciones PCT N.°s: WO
2010/003118 y 2011/090754, o un anticuerpo anti-GITR descrito, p. €j., en la Patente de EE. UU. N.°: 7 025 962, Patente
europea N.%: 1947183B1, Patente de EE. UU. N.°: 7 812 135, Patente de EE. UU. N.°: 8 388 967, Patente de EE. UU. N.°:
8 591 886, Patente europea N.°: EP 1866339, Publicacion PCT N.°: WO 2011/028683, Publicacion PCT N.°: WO
2013/039954, Publicacién PCT N.°: W02005/007190, Publicacion PCT N.°: WO 2007/133822, Publicacion PCT N.°:
W02005/055808, Publicacion PCT N.°: WO 99/40196, Publicacion PCT N.°: WO 2001/03720, Publicacion PCT N.°:
WQ099/20758, Publicacion PCT N.°: W0O2006/083289, Publicacion PCT N.°: WO 2005/115451, Patente de EE. UU. N.°:
7 618 632 y Publicacion PCT N.°: WO 2011/051726.

En una realizacién, una célula que expresa CAR descrita en el presente documento, en combinacion con un inhibidor de
BTK descrito en el presente documento, se administra a un sujeto en combinaciéon con un agonista de GITR, p. €j., un
agonista de GITR descrito en el presente documento. En una realizacion, el agonista de GITR se administra antes que la
célula que expresa CAR. Por ejemplo, en una realizacion, el agonista de GITR se puede administrar antes de la aféresis
de las células. En una realizacion, el sujeto padece LLC.

Constructos de CAR de ejemplo

En la Tabla 1 se proporcionan secuencias de dominios de union anti-CD19. En la Tabla 11 se proporcionan las secuencias
de dominios de union anti-BCMA. Los constructos de CAR completo se pueden generar utilizando cualquiera de los
dominios de union al antigeno descritos en la Tabla 1 o Tabla 11 con uno o mas componentes de CAR adicionales
proporcionados a continuacion.

e Lider (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 1)

MALPVTALLLPLALLLHAARP
o Lider (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 12)

ATGGCCCTGCCTGTGACAGCCCTGCTGCTGCCTCTGGCTCTGCTGCTGCATGCCGCTAGACC
C

e Bisagra de CD8 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 2)
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACD

o Bisagra de CDS (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 13)

ACCACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCCCTG
TCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACGAGGGGGCTG
GACTTCGCCTGTGAT

e Transmembrana de CD8 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 6)
I[YIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC
¢ Transmembrana (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 17)

ATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTTGTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCAC
CCTTTACTGC

e Dominio intracelular  de 4-1BB (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 7)
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

¢ Dominio intracelular de 4-1BB (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 18)

AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATGAGACCAGTACAA
ACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGT
GAACTG

e Dominio intracelular  de ICOS (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 364)
TKKKYSSSVHDPNGEYMFMRAVNTAKKSRLTDVTL
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e Dominio intracelular de ICOS (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 365)
ACAAAAAAGAAGTATTCATCCAGTGTGCACGACCCTAACGGTGAATACATGTTCATGAGA
GCAGTGAACACAGCCAAAAAATCCAGACTCACAGATGTGACCCTA

¢ Dominio de CD3 zeta (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO: 9)
RVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNE
LQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

e CD3 zeta (secuencia de acido nucleico) (SEQ ID NO: 20)

AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACAAGCAGGGCCAGAACCAGCTC
TATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGC
CGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAA
TGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCG
CCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACAC
CTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

e Dominio de CD3 zeta (secuencia de aminoacidos; secuencia de referencia de NCBI NM_000734.3) (SEQ
ID NO:10)

RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNE
LQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
e CD3 zeta (secuencia de acido nucleico; secuencia de referencia de NCBI NM_000734.3); (SEQ ID NO:21)
AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAG
AACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTT
TGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGA
AGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGG
AGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGCCGGAGGGGCAAGGGGC
ACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGC

Bisagra de IlgG4 (secuencia de aminoacidos) (SEQ ID NO:36)

ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWY VDGV
EVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SR
LTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKM

Bisagra de IgG4 (secuencia de nucleétidos) (SEQ ID NO:37)

99



10

15

20

ES2948 133 T3

GAGAGCAAGTACGGCCCTCCCTGCCCCCCTTGCCCTGCCCCCGAGTTCCTGGGCGGACCCA
GCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCCGGACCCCCGAGGT
GACCTGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCAGGAGGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTG
GACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCCGGGAGGAGCAGTTCAATAGCACC
TACCGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAATAC
AAGTGTAAGGTGTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCAGCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCC
AAGGGCCAGCCTCGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCTAGCCAAGAGGAGATGACC
AAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGCCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGG
AGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCTGTGCTGGACA
GCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCCGGCTGACCGTGGACAAGAGCCGGTGGCAGGAGG
GCAACGTCTTTAGCTGCTCCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAG

CCTGAGCCTGTCCCTGGGCAAGATG

Promotor EF1 alfa

CGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGA
GAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGG
GTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGG
AGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTG
CCGCCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACG
GGTTATGGCCCTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTT
GATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAG
GAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTGGGGCCGCCGC
GTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAGCC
ATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTA
AATGCGGGCCAAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGA
CGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGG
CCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGG
CCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGGTCGGCAC

CAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAA

ATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAA

AAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGC

CGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGG
GGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTT
AGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGA
TCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAG

GTGTCGTGA (SEQ ID NO: 11).

Gly/Ser (SEQ ID NO: 25)

GGGGS

Gly/Ser (SEQ ID NO: 363): Esta secuencia puede englobar 1-6 unidades repetidas de «Gly Gly Gly Gly Ser»

GGGGSGGGGS GGGGSGGGGS GGGGSGGGGS
Gly/Ser (SEQ ID NO: 27)

GGGGSGGGGS GGGGSGGGGS

Gly/Ser (SEQ ID NO: 28)

GGGGSGGGGS GGGGS
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Gly/Ser (SEQ ID NO: 29)
GGGS
PoliA (SEQ ID NO:30)

ddadadadad daaaadaddd dadaaadddd dadaaddadddd dadadaaaaad aaaaaaaaaa
ddadadadad daadaaadaddd dddaaaadddd dddddddddd dadaaaaddadd dadaaaadaad
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aadaaaaaadd aaadaaaaadd aaaaaaaaaa
daaaaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaadd aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaadadad aadaaadaddd dadaaadadd dadaaadaddd dadaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddaddadadad aaaaadaddd ddaaaadddd ddddddaddd daaaaaddad daadadaaadaad
daaaaaaaaa aaaaaaaadad aaaaaaaaaa aaaaadaaddd aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
daaaaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaadd aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddaaadadad aadaaadaddd dadaaadadd adadadaddd daadaaaaad aaaaaaaaaad
dddadadadad dadaadaddd dddaaadddd dddddddddd dadddadddad dadadaadaad
daaaaaaaaad aaaaaaaadd aaaaaaadaaa aaaaadaddd aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaadaadad aaaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddaaaaadad aadaaadaddd aadaaadadd adaaadaddd daaaaaaaad aaaaaaaaaa
dddaaddaddd dadaadaddd daddadadddd dddddddddd dadddadddd dadadaaaaa
daaaaaadaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaadaddd aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
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ddadaadada adadaaadad dadaadaadd dadaaddadd daaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddddddadd dadddaadadd dddddaddadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddadddadd dadddaadadd addadadaddd aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddadddddd ddddaddadd dddadaddad aaadaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa adaaaaadaad aaddaaddadad daadaddaaad aadaaadadaa daaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaaaad aaaaadaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
dadaaaaaaaa aaadaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aadadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaadad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dadaaddadd dadadaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada adadaaadad daddaddaadd dadaaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddddddadd dadddaadadd dddadadddd aaaaaaaaaa
ddadaadadad ddadadadad dddadddadd dadddaadadd ddaadaddadd aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddadddadd dddddddadd dddadaddad aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaad aaaaaaaaaa dadaaadadd daaaaaaaadd aaaaaaaaaad daaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaadd daaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaadadaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad ddddaddadd dadadaadadd adaadadadd aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaaaaada aaaaaaadad aaadadaadd daaaadaaad aaaadaaaad aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaadaaaaa aaaaaaaaaa
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aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa 2aaa2aaaaaa 422aaaAaaa A2aAAAAaaa A2aAAAAaaa 4aaaaaaaaa
24222224423 2222222224 21222aaa23a 42aAA223aa 42aAaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
2232224422 2222222223 1222222233 4222A2233a A2AAAA223a 2aaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
4222222222 2222222232 2222222233 2222222232 2222222233 2222aaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
2222222222 2222222232 21222222233 1222222232 4222222233 222222a3aa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa 2aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 5000

PoliA (SEQ ID NO:31)

CCCCELtett Ceeeeeetet teeeeeteet teeteeeeee teeteeeeet teeeeeeeet 60
CECCLLetet teeeeeeete ceeeeeteet ceeeceeeet 100

PoliA (SEQ ID NO:32)

CECEeeeett teeteteeet ceeeteeeet ceeeeeetet ceeeeeeeet eeeeeeeeet 60
CEEeteeett teeeeteeet ceeeeeeeet ceeeeeetet Ceeeeeeeee eeeeeeeeet 120
Cteeeetett teteetettt ceeeeeeee teetetetet ceeeeeeeet ceeeeeeeet 180
tteeeeteet teeeetetet eeeeeeeee ceetetetet ceeteeeeee ceeeeeeett 240
CEeeeeeett teteetettt ceeeeeeeee teeteteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 300
CEeeeeeett teteetetet ceeeeeceee teeteteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 360
CEEeeeeett teeeeteeet ceeeeeeeet ceeteeetet eeeeeeeet eeeeeeeeet 420
CEeeeeeett teeteteeet ceeeeeeet ceeeeteeet tereeeeeee eeeeeeeeet 480
CEeeeeteet teteetettt ceeeeeeeet teetetetet ceeteeeeet ceeeeeeeet 540
Cteeeeteet teeeetettt ceeeeeceee teetetetet ceeeeeeeet ceeeeeeeet 600
CECCeeeett teeeetettt ceeeeeceee teeteteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 660
CEeeeeeett teeteteeet Ceeeteeeet ceeeeeeeet ceLeeeeet eeeeeeeeet 720
CLeeeeeett teeteteeet ceeeteeeet ceeeeeetet teteeeeete eeeeeeeeet 780
CEeeeeeett teeteteeet Ceeeteeeet ceeeeeetet teteteeete eeeeeeeeet 840
CEeeeeteet teteetettt ceeeeeceee teeteteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 900
CEeeeeeett teteetettt ceeeeeeee teeeeteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 960
CEEeeeeett teeeeteeet ceeeeeeeet ceeteeetet ceeeeeeeet eeeeeeeeet 1020
CEeeeeeeet teeteteeet ceeeteeeet ceeeeteeet teeeeeeete eeeeeeeeet 1080
Cteeeeteet teeettettt ceeteeeeee teetetetet ceeeeeeeet ceeeeeeeet 1140
Cteeeeteet teteetettt ceeeeeceee teetetetet ceeeeeeeet ceeeeeeet 1200

103

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



ES2948 133 T3

CECCeeeett teeeeteeet Ceeeteeeet ceeeeeetet ceLeeeeet eeeeeeeeet 1260
CEeeeeeett teeteteeet ceeeteeeet ceeeeteeet teeeeeeeee eeeeeeeeet 1320
CEeeeeeett teetetetet ceeeeeeeet ceeeeeeeet teeeeeeeee eeeeeeeeet 1380
Ceeeeeeett teeteteeet Ceeeteeeet ceeeeeetet teteteeeee eeeeeeeeet 1440
Ceeeeeeett teeteteeet Ceeeteeeet ceeeeeetet teteeeeete eeeeeeeeet 1500
Cteeeeteet teteetettt ceeeeeeeee teeteeetet ceeteeeeet ceeeeeeeet 1560
Cteeeeeeet teteetettt ceeeeeeet teeteeetet ceeteeeeet ceeeeceeet 1620
Cteeeeeett teteetettt ceeeeeeee teeteteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 1680
Cteeeeeett teteetetet ceeeeeceee teeteteeet ceeeeeeeet ceeeeeeett 1740
CECCeCeeet tettettett ceeeeeeeet teeeeeeeet teeeeeeeee eeeeeeeeet 1800
CLCeeeeett teeteteeet ceeeteeeet ceeeeeetet ceLeeeeet eeeeeeeeet 1860
CEEeeeeett teeeeteeet ceeeceeeee ceeteeetet eeeeeeeet eeeeeeeeet 1920
CEECeeeete teeteeteee Lteeteeeee teeteteett ceeeeeeeee ceeeeeeeet 1980
tEECEetttt CEetteteet tetteeeeee eeeeteetet teeeeeeeet ceeeeeeeee 2040
tEECEetttt CEettettet tetteeeeee eeeeteetet teeeeeeeet ceeeeeeeee 2100
CCEELEteet tetettett teeeeeeeet teteeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 2160
CCELLEteet teteteettt teeeeeeeet teLeeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 2220
CEELLEteet tetettettt teeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet ceeeeeeeet 2280
CEELLEteet tetettettt teeeeeeet teeeeetee teeeeeeeet ceeeeeeeet 2340
LLLCCCEEEE LELLLLEeee CLLCLELtet Leeettttee eeeeeeeett eeetteeeee 2400
CLLLCCEEEt CELLLLEeee CLLCLEEEEt CLeettttee Leeeteeett eeeteeeeet 2460
CELCCCCEEt CELLLLeeet CLCCLLEtet LLetttttet Ceeeeeeett eeeeeeeeet 2520
CELCCCCLEt CELLLteeet CLCCLEEtet CLetttttet Ceeeeeeett eeeeeeeeet 2580
tEECEttttt CEetttteet etteeeeet eetteeetet teeeeeeeet ceeeeeeeet 2640
tEECEetttt Ceetttteet etteeeee eeteeeeeet teeeeeeeet ceeeeeeeee 2700
tEECEttttt CEettettet tetteeeeet eeteteetet teeeeeetet ceeeeeeeee 2760
CEEEEEteet tetettett teeeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 2820
CCELLEteet tetettettt teeeeeeet teteeeetee teeeeeeeet ceeeeeeeet 2880
CEECeetett tettetteet CEceteeett eettteeeet Ceeeeeeett eeceeeceee 2940
CLCCEEtett SELELLLeet Ceeeteetet eeetteeeet teeeeeeett eeetteeeee 3000
CLCCEEtett SLLELLLeet Ceeeteetet Cettteeeet teeeeeeett eettteeeee 3060
tEECELLEtt CLEetettet tetteeee eettteetet teceeeetet ceeeetteet 3120
CLCCEEtett SLLELLLeet Ceeeteetet eettteeeet teeeeeeett eeeteeeee 3180
CLLCCCCEEt LELLLLeeee CLLCLLEtet Leeettttee eeeeeeeett eeeeeeeeee 3240
CLLCLCEEEt LELLLLeeee CLLeLeetet Leeeetteee eeeeeeeett eeeteeeeee 3300
CLLCCCCELt LELLLteeet CLCCLEEtet Leeettttee eeeeeeeett eeeeeeeeet 3360
CLLCCCCEEt CELLLLeeet CLLCLEEtet Leeettttee eeeeeeeett eeeteeeeet 3420
CELCCCCLEt CELLtteeet CLCCLLEtet Ceeettteee eeeeeeeett eeeeeeeeet 3480
CLCCEEEEt Ceetttetee CLCeeeeee Ceeettteee eeeeeeeett eeeeeeeeee 3540
tEECEetttt CEettettet tetteeeeee eeeeeeetet teeeeeetet ceeeeeeeee 3600
tEECEEtttt CEettettet Cetteeeeet eeteteetet teeeeeeeet ceeeeeeeet 3660
tEECEttttt Ceettettet tetteeeeee eeeeteetet teeeeeetet ceeeeeeeee 3720
tEECEEtttt CEettettet tetteeeeee eeeeteetet teeeeeetet ceeeeeeeee 3780
CCEEEEteet teteteettt teeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 3840
CCEELEteet tetettettt teeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 3900
CEELLEteet tetettettt teeeeeeet teeeetee teeeeeeeet ceeeeeeeet 3960
CCELLEteet teteteettt teeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 4020
CEELLEteet teteteettt teeeeetttt teeeeeetee teeeeeeeet ceeeeeeett 4080
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CLCCEEtttt tLLELLLeet Ceeeteetet eeetteeeet ceeeeeeett eeetteeeee 4140
CELCCCCLEt LELLtteeet CCCCLEEtet Leeettteee eeeeeeeett eeeeeeeeee 4200
CELCCCLELt CELLtteeet CLCCLEEtet CLetttteet eeeeeeeett eeeeeeeeet 4260
tEECEetttt CEetttttet tetteeeeet eeteeeetet teceeeeeet ceeeeeeeee 4320
tEECEEtttt CEetteteet tetteeeeee eeeeeeetet teeeeeeeet ceeeeeeeee 4380
CEELEEteet tetettett teeeeeeet teeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 4440
CCEELEteet tetettettt teeeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet eeeeeeeeet 4500
CEELLEteet tetettettt teeeeeeeet teteeeetee teeteeeeet ceeeeeeett 4560
CEELLEteet tetettettt teeeeeeet teeeeetee teeeeeeeet ceeeeeettt 4620
CLLCCCCELt LELLLLeeet CLLCLEEtet Leeettttee eeeeeeeett eeeeeeeeet 4680
CLLCCCLEEt CELLLLeeet CLLCLEEtet CLeettttee eeeeeeeett eeeeeeeeet 4740
tEECEEtttt CLetttttet etteeeeet eeeteeetet teeeeeeeet ceeeeeeeee 4800
tEECEEtttt CEetttteet etteeeeet eetteeetet teeeeeeeet ceeeeeeeee 4860
tEECEEtttt CEettettet tetteeeeee eeeeteetet teeeeeetet ceeeeeeeee 4920
CEEEEEteet Cetettettt teeeeeeet teeeeeetee teeeeeeeet ceeeeeeeet 4980
Cteeeeeeee teeeeeette 5000

PoliA (SEQ ID NO:33)

ddadaadada adadaaadad dadaadaadd daadaaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaaaaada aaadaaadad aaadadaadd daaaadaadd aaaaaaadaad aaaaaaaaaa
ddadaadada aaaddaaadad adaadadaadd daaaadaaaad aaaaaadadd aaaaaaaaaa
ddaadaaaaada aaadaaadad aaadadaaadd aaaaadaaaad aaaadaaaad aaaaaaaaaa
ddadaaadaada aaaddaaadad aaadadaadd daaaadaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aadaaaaadaad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaaadaada adaaaaadad aaadadaadd aaaaadaaaad aaaadaaaad aaaaaaaaaa
dadaaaaaaaa adadaaadaad aaaaadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa adadaaadad aaaaadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaaadaada adaaaaadad aaadadaadd daaaadaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaaaaaa adadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaaadaaa aaadaaadad aaadadaadd aaaaaadaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aadadaaadaad aaaaadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aadaaadada aaaaaaadaad aaaaaaaaaa daaaaaaaaa
daaaaaaaaa adadaaadad aaaadadaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaaaaaa aaadaaadad aaadadaadd aaaaaaaaaa aaaadaaaad aaaaaaaaaa
ddadaaaaada aaadaaadad aaadadaadd daaaaaadaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadaaadad addaaddadd dadadaadadd addadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddddaaadad daddaddadd dadaaadadd addadadaadd aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

105

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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ddaadaaaaaa aaadaaadad aaadadaadd daaaaadaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaadada adadaaadad aaddadaadd daadaadaadad adaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaaadada adadaaadad aaadadaadd daadaadaaadad adaaadaadaad aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad ddddaaddadd dadadaadadd addadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadaaadad dadaadaadd dadaaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddadddadd dadddadadd dddadadddd aaaaaaaaaa
ddadaadadad ddadadadad dddadddadd dadddaadadd dddadaddadd aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
dadaaaaaaaa aaadaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aadadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaadad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaaadaada aaaaaaadad aaadadaadd aaaaadaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaadaaadad aaadadaadd daaaaadaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddadaaadada adadaaadad daddadaadd dadaaddadad aaaadadaadd aaaaaaaaaa
ddadaaadada adaaaaadad aaadadaadd daadaadaadad aaaadaadaad aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddaadaadd dadaaaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa
ddadaadada ddadadadad dddadddadd dddddddadd dddadaddad aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd adaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaadaaa aadaaaadad aaaaaaaaadd daadaaaaaaa aaaaaaadaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaadaaaaa aaaaaaaaaa
4aaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaadd daaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaadadaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaaadada adaaaaadad aaadadaadd daaaaadaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddadaaaaada aaaaaaadad aaadadaadd daaaadaaad aaaadaaaad aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaadaaaaa aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa 2aaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
244aaaadaa 4aaaaaaaaa 4aaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
24432223334 4222222234 4222224243 4222224422 2442aaaaaa aaaaaaaaaa
2244222222 2222422224 2222224244 4222222432 2222242232 4224223332
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 5000

PoliA (SEQ ID NO:34)
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1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800
4860
4920
4980
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4322222344 42223223224 422A222aad A222AAA3aa 4AA22AAaaA 2aaaaaaaaa 60
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a1adaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 120
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 180
4222222224 2222232222 2222222232 4222222322 A22232aaaa aaaaaaaaaa 240
4222222224 2222222434 2222222233 422a2243aa A22aaaaaaa aaaaaaaaaa 300
4224222224 2422422424 22222223aa 422a224aaa A22aaaaaaa aaaaaaaaaa 360
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 400

PoliA (SEQ ID NO:35)

ddadaadada adadaaadad dadaadaadd daadaaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa 60
ddadaadada ddddadadad dddaaddadd dadaaddadd adaadadadd aaaaaaaaaa 120
ddadaadada adadaaadad aaadadaadd daadaaddaaad adaaaadaad aaaaaaaaaa 180
ddadaadada adadaaadad aaddadaadd dadaaddadd adaadadaadd aaaaaaaaaa 240
ddadaaadaada aaaddaaadad aaadadaadd daaaadaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa 300
ddadaadada adadaaadad daadadaadd daaaadaaaad aaaaaadaadd aaaaaaaaaa 360
ddadaaadaada adaaaaadad aaadadaadd aaaaadaaaad aaaadaaaad aaaaaaaaaa 420
ddaaaaadaada aaadaaadad aaadadaadd daaaaadaadd aaaaaaaaad aaaaaaaaaa 480
ddaaaaaaaa adadaaadad aaaaadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 540
ddaadaaaaaa adaadaaadad aaadadaadd aaaaaadaaaad aaaadaaaad aaaaaaaaaa 600
ddadaaadaada adaaaaadad aaadadaadd daaaadaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa 660
ddadaadada adadaaadad aaddadaadd daadaadaadd adaaaaadaadd aaaaaaaaaa 720
ddadaaadaaa aaadaaadad aaadadaadd aaaaaadaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa 780
ddadaaadaada adaaaaadad aaadadaadd daaaaadaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa 840
ddadaaaaaa aaadaaadad aaadadaadd aaaaaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa 900
daaaaaaaaa aaadaaadad aaaaadaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 960
daaaaaaaaa aadaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1020
daaaaaaaaa aaadaaadad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1080
daaaaaaaaa aaadaaaaaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1140
daaaaaaaaa aaadaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1200
daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aadaaadada aaaaaaadaad aaaaaaaaaa daaaaaaaaa 1260
ddaaaaaaaa adadaaadad aaadadaaadd aaaaaaaaaa aaaadaaaad aaaaaaaaaa 1320
ddadaaaaaa aaadaaadad aaadadaadd aaaaaaaaaa aaaadaaaad aaaaaaaaaa 1380
ddadaadada ddddaaadad daddaaddaadd dadaaddadd aaaaaadaadd aaaaaaaaaa 1440
ddadaadada ddadaaadad addaaddadd dadadaadadd addadadadd aaaaaaaaaa 1500
daaaaaaaaa aaaaaaaaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1560
ddaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaadd aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1620
ddaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1680
daaaaaaaaa aaaaaaadad aaaaaaaaadd daaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1740
daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1800
5 daaaaaaaaa aaaaaaadaad aaaaaaaaad aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1860

2222222322 4222222232 4222222222 2222422224 4222244444 aaaaaaaaaa 1920
2242222222 2222222324 2222224244 2222222434 2222222233 222aaaaaaa 1980
2222222222 2222222224 2000

Gly/Ser (SEQ ID NO: 38): Esta secuencia puede englobar 1-10 unidades repetidas de «Gly Gly Gly Ser»
10
GGGSGGGSGG GSGGGSGGGS GGGSGGGSGG GSGGGSGGGS

En la Tabla 4 se muestran constructos de CAR CD19 de ejemplo que se pueden usar en los métodos descritos en el
presente documento:

15
Tabla 4: Constructos de CAR CD19

Nombre SEQID Secuencia
CAR1
Dominio scFv de CAR1 39
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Nombre
CAR1

103101
scFv soluble de CAR1 - nt

103101

scFv soluble de

CAR1 - aa

104875
CAR 1 - Completo - nt

ES2948 133 T3

SEQ ID Secuencia

52

64

90

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNWYQQKPGQAPRLLIYHT
SRLHSGIPARFSGSGSGTIDYTLTISSLQPEDFAVYFCQQGNTLPYTEFGQGT
KLEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVOLQESGPGLVKP SETLSLTCTVSGVSLPD
YGVSWIRQPPGKGLEWIGVIWGSETTYYSSSLKSRVTISKDNSKNQVSLKL
SSVTAADTAVYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVTIVSS

atggccctcectgtcacecgecctgetgettceccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcaccecgecactcecttagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcecttgcagagectcecccaagacatctcaaaataccttaattgg
tatcaacagaagcccggacaggetcectegecttcetgatctaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgeccaggttcageggtagecggatctgggaccgactacaccce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcgectgtctatttcectgtcagcaaggg
aacaccctgeccctacacctttggacagggcaccaagcetcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggecggtggaggaagceccaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtcecttgtgaageccatcagaaactctttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctccccgattacggggtgtcttggatcagacageccaccggggaagygyg
tctggaatggattggagtgatttggggctctgagactacttactactcecttcatcce
tcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcagccgacaccgeccgtgtactattgegectaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactctggtcacegtgt

ccagccaccaccatcatcaccatcaccat

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw

yvaagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqqg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsgvglgesgpglvkpsetlsltctvs

gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsshhhhhhhh
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Nombre
CAR1

104875
CAR 1 - Completo - aa

CAR 2
Dominio scFv de CAR2

ES2948 133 T3

SEQ ID Secuencia

77

40

atggccctcectgtcacecgecctgetgettceccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcacccgecactettagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagecteccaagacatctcaaaataccttaattgg
tatcaacagaagcccggacaggctcctegecttcetgatctaccacaccagcecgygcet
ccattctggaatccctgccaggttcagecggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcecgetgtctatttetgtcagcaaggg
aacaccctgccectacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggecggtggaggaagecaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtcttgtgaagecatcagaaactcectttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctccccgattacggggtgtcttggatcagacageccaccggggaagygy
tctggaatggattggagtgatttggggctctgagactacttactactcttcatccee
tcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcagccgacaccgecgtgtactattgegetaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactctggtcaccgtgt
ccagcaccactaccccagcaccgaggcecacccaccccggcetectaccategectee
cagcctctgtccecctgegteccggaggcatgtagaccecgcagetggtggggecgtgea
tacccggggtcttgacttcgectgecgatatctacatttgggecectcectggetggta
cttgcggggtcctgectgetttcactegtgatcactetttactgtaagecgeggtcecgg
aagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggecctgtgcagactactca
agaggaggacggctgttcatgecggttcecccagaggaggaggaaggcggcetgcecgaac
tgcgcgtgaaattcagccgcagegcagatgctceccagectacaagcaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgecgcagaaagaatcceccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagecgagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact
cagcaccgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgecte

99

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
yaagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqggg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsqgvglgesgpglvkpsetlsltctvs
gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslk

lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsstttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapaykgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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Nombre
CAR1

103102
CAR2 - scFv soluble - nt

103102
CAR2 - scFv soluble - aa

104876
CAR 2 - Completo - nt

ES2948 133 T3

SEQ ID Secuencia

53

65

91

eivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggsqvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkgle
wigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyg
gsyamdywgggtlvtvss

atggccctcectgtcacecgecctgetgettceccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcaccecgecactcecttagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcecttgcagagectcecccaagacatctcaaaataccttaattgg
tatcaacagaagcccggacaggctcectcecgecttctgatcectaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgeccaggttcageggtagecggatctgggaccgactacaccce
tcactatcagctcactgcageccagaggacttegectgtctatttetgtcagcaaggg
aacaccctgceccctacacctttggacagggcaccaagcectcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggcggtggaggaagccaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtcecttgtgaagccatcagaaactctttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctccecgattacggggtgtcttggatcagacageccaccggggaaggyg
tctggaatggattggagtgatttggggctctgagactacttactaccaatcatccce
tcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcagccgacaccgeccgtgtactattgegectaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactctggtcacegtgt

ccagccaccaccatcatcaccatcaccat

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw

yagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqqgg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsqgvglgesgpglvkpsetlsltctvs
gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsshhhhhhhh
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Nombre
CAR1

104876
CAR 2 - Completo - aa

ES2948 133 T3

SEQ ID Secuencia

78

atggccctcectgtcacecgecctgetgetteccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggeccgaaattgtgatgacccagtcaccegecactettagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagectcecccaagacatctcaaaataccttaattygg
tatcaacagaagcccggacaggctcectcecgecttcectgatctaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgccaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcecgetgtctatttectgtcagcaaggyg
aacaccctgceccctacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggeggtggaggaagecaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtcttgtgaagecatcagaaactcectttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctccecgattacggggtgtcttggatcagacagecaccggggaaggyg
tctggaatggattggagtgatttggggctctgagactacttactaccaatcatecce

tcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa

ctgtcatctgtgaccgcagccgacaccgceccecgtgtactattgecgectaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactctggtcaccgtgt
ccagcaccactaccccagcaccgaggccacccaccccggctectaccatcegectee
cagcctctgteccctgegtecggaggcatgtagacccgecagetggtggggecgtgea
tacccggggtcttgacttcgectgecgatatctacatttgggecectcectggetggta
cttgcggggtcecctgcectgetttcactegtgatcactectttactgtaagegeggtegyg
aagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggecctgtgcagactactca
agaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggaggaaggcggctgegaac
tgcgcgtgaaattcageccgcagegcagatgetccagectacaagcaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagcecgecgcagaaagaatcecccaaqg
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagecgagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact
cagcaccgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggecctgecgecte

g9

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
vqgkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcggg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsqvglgesgpglvkpsetlsltctvs
gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyqgsslksrvtiskdnskngvslk

lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsstttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapaykgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CAR 3
Dominio scFv de CAR3

103104
CAR 3 - scFv soluble - nt

103104
CAR 3 - scFv soluble - aa

104877
CAR 3 - Completo - nt

41

54

66

92

ES2948 133 T3

gvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamndywgqg
gtlvtvssggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskyl
nwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqg
gontlpytfgggtkleik

atggctctgceccecgtgaccgcactcectectgecactggetetgectgettcacgecge
tcgcccacaagtceccagettcaagaatcagggectggtetggtgaagecatcectgaga
ctetgteectcacttgecacegtgageggagtgteccteccagactacggagtgage
tggattagacagccectceccggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactattcatcttccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgecgetgacaccgee
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgeccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtageggaggaggeyg

ggagcggtggaggtggctccgaaatcgtgatgacccagageccctgecaaccctgtece
ctttctecccggggaacgggctaccectttettgtecgggcatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagcecgggacaggeecctaggettettatcetace
acacctctcgectgecatagegggattccecgcacgetttagegggtetggaageggyg
accgactacactctgaccatctcatctcetceccageccgaggacttegecgtcectactt
ctgccagcagggtaacaccctgecgtacacctteggecagggcaccaagettgaga

tcaaacatcaccaccatcatcaccatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPqgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
vyycakhyyyggsyamdywgqgt lvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh
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CAR3

104877
CAR 3 - Completo - aa

CAR 4

79

ES2948 133 T3

atggctctgceccecgtgaccgcactcectectgecactggectetgectgettcacgecge
tcgcccacaagtccagecttcaagaatcagggectggtctggtgaagecatetgaga
ctctgteccctcacttgcaccgtgageggagtgtececteccagactacggagtgage
tggattagacagcctcccggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactattcatcttccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgeccgectgacaccgec
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtagecggaggaggcy
ggagcggtggaggtggctccgaaatcgtgatgacccagagecctgcaaccctgtece
ctttctecccggggaacgggctacectttcttgtcgggcatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggceccctaggettettatctace
acacctctcgectgecatagegggattcccgecacgetttagegggtcectggaageggyg
accgactacactctgaccatctcatctctceccageeccgaggacttegecgtetactt
ctgccagcagggtaacaccctgeccgtacaccttcggeccagggcaccaagettgaga
tcaaaaccactactcccgectccaaggccacccaccectgecccgaccategectet
cagccgctttecctgegtceccggaggcatgtagaceccgcagetggtggggecgtygea
tacccggggtcttgacttcgectgecgatatctacatttgggeccctetggetggta
cttgcggggtcctgcectgetttcactegtgatcactcetttactgtaagegeggtcgg
aagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggecctgtgcagactactca
agaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggaggaaggcggectgecgaac
tgcgcgtgaaattcagceccgcagegcagatgcectceccagectacaagcaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgcectggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagceccgcecgcagaaagaatccccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcectatagegagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact

cagcaccgccaccaaggacacctatgacgetettcacatgcaggecectgecgecte

99

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgggt lvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgescripeeeeggcelrvkisrsadapaykgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CAR 3
Dominio scFv de CAR4

103106
CAR4 - scFv soluble - nt

103106
CAR4 - scFv Soluble - aa

104878
CAR 4 -

Completo - nt

42

55

67

93

ES2948 133 T3

qvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqg
gtlvtvssggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskyl
nwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqg
agntlpytfgggtkleik

atggctctgceccecgtgaccgecactcectectgeccactggectetgectgettcacgecge
tcgcccacaagtccagcttcaagaatcagggectggtcectggtgaageccatctgaga
ctctgtccectcacttgcaccgtgageggagtgtcecccteccagactacggagtgage
tggattagacagcctccecggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactatcaatcttccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgceccgetgacaccgec
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgccatggactactg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtageggaggaggcy
ggagcggtggaggtggctceccgaaatcecgtgatgacccagagecctgcaaccctgtee
ctttcteccggggaacgggctacectttettgtecgggcatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggcccctaggettcecttatctace
acacctctcgectgecatagegggattcccgecacgetttagegggtcectggaageggyg
accgactacactctgaccatctcatctctceccageeccgaggacttegecgtectactt
ctgccagcagggtaacaccctgeccgtacaccttcggeccagggcaccaagettgaga

tcaaacatcaccaccatcatcaccatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPqvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamndywgqggt lvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh

atggctctgeccecgtgaccgeactectectgecactggetetgetgettcacgecge

tcgcccacaagtccagcttcaagaatcagggectggtectggtgaageccatctgaga
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CAR3

104878
CAR 4 - Completo - aa

CARS5
Dominio scFv de CAR5

80

43

ES2948 133 T3

ctctgtcecctcacttgcaccgtgagecggagtgtcecteccagactacggagtgage
tggattagacagcctccecggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactatcaatcttccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgeccgectgacaccgec
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgeccatggactactg
gggccagggaactcectggtcactgtgtcatctggtggaggaggtagecggaggaggceg
ggagcggtggaggtggctccgaaatcgtgatgacccagageccctgcaaccctgtec
ctttctccecggggaacgggctaccctttettgtegggecatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggeccectaggettettatcetace
acacctctcgectgcatagecgggattccecgecacgetttagegggtctggaageggg
accgactacactctgaccatctcatctctccagecccgaggacttegeecgtctactt
ctgccagcagggtaacaccctgceccgtacaccttcecggecagggcaccaagcecttgaga
tcaaaaccactactcccgcectccaaggcecacccacccectgecccecgaccategectet
cagccgctttcecctgegteccggaggcatgtagaceccgecagetggtggggeccgtgea
tacccggggtcttgacttcgectgecgatatctacatttgggeccctetggetggta
cttgcggggtcctgcectgetttcactegtgatcactcetttactgtaagecgeggtcecgg
aagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggectgtgcagactactca
agaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggaggaaggcggctgcgaac
tgcgcgtgaaattcagceccgcagegcagatgcecteccagectacaagcaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagcecgegcagaaagaatceccccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagcecctatagegagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact

cagcaccgccaccaaggacacctatgacgetettcacatgcaggcectgecgecte

g9

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapaykgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CARS5

99789
CARS5 - scFv soluble - nt

99789
CARS5 - scFv soluble -aa

104879
CAR 5 - Completo - nt

56

68

94

ES2948 133 T3

eivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggsggggsqgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgpp

gkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycak
hyyyggsyamdywgggtlvtvss

atggccctcecccagtgaccgcectcectgetgectgectcectegecacttettcecteccatgecge
tcggcecctgagatcegtcatgacccaaagecccecgetaccectgtecctgtcacceggeg
agagggcaaccctttcatgcagggccagccaggacatttctaagtacctcaactgg
tatcagcagaagccagggcaggctcectcecgectgectgatctaccacaccagecgect
ccacagcggtatccccgeccagatttteccgggagegggtctggaaccgactacaccce
tcaccatctcecttcectcectgcageccgaggatttegecgtectatttetgecagecagggg
aatactctgceccgtacaccttcggtcaaggtaccaagctggaaatcaagggaggcgyg
aggatcaggcggtggcggaagcggaggaggtggctceccggaggaggaggttcccaag
tgcagcttcaagaatcaggacccggacttgtgaagccatcagaaaccctctecctyg
acttgtaccgtgtccggtgtgagecctceccecgactacggagtectecttggattcegeca
gcctcececggggaagggtcecttgaatggattggggtgatttggggatcagagactactt
actactcttcatcacttaagtcacgggtcaccatcagcaaagataatagcaagaac
caagtgtcacttaagctgtcatctgtgaccgccgectgacaccgececgtgtactattyg
tgccaaacattactattacggagggtcttatgctatggactactggggacagggga

ccctggtgactgtcetctagecatcaccatcaccaccatcatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasgdiskylnw

yvaagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqqg

ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsggggsqvglgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskn

gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsshhhhhhhh
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CARS5

104879
CAR 5 - Completo - aa

CAR 6

81

ES2948 133 T3

atggccctcectgtcacecgecctgetgetteccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcacccgecactettagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcecttgcagagectcccaagacatctcaaaataccttaattygg
tatcaacagaagcccggacaggctcectegecttcetgatctaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgccaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgcagecagaggacttegetgtetatttetgtcagecaagygg
aacaccctgccecctacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagyg
tggcagcggaggaggtgggtccggeggtggaggaageggcggaggcgggagecagg
tccaactccaagaaagcggaccgggtcttgtgaagccatcagaaactctttcactyg
acttgtactgtgagcggagtgtctctcccecgattacggggtgtcecttggatcagaca
gccaccggggaagggtctggaatggattggagtgatttggggctctgagactactt
actactcttcatccctcaagtcacgegtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgaccgcagccgacaccgecgtgtactattyg
cgctaagcattactattatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggta
ctctggtcaccgtgtccagcaccactaccccagcaccgaggeccacccaccecgget

cctaccategectceccagectetgtecctgegteceggaggecatgtagaccegeage

tggtggggccgtgcatacccggggtcettgacttcecgectgegatatctacatttggg
cccctetggectggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagectgectgtacatctttaagecaacccttcatgaggee
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgegcecgtgaaattcagecgcagecgcagatgctceccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagcgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacygyg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgetcettcacatge

aggccctgecgectegyg

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
vqgkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcggg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsggggsqvglgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskn

gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqgtlvtvsstttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemnggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CARS5
Dominio scFv de CAR6

99790
CARG - scFv soluble - nt

99790
CARG - scFv soluble - aa

104880
CARG6 - Completo - nt

44

57

69

95

ES2948 133 T3

eivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggsggggsgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgpp
gkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycak
hyyyggsyamdywgqggtlvtvss

atggccctcecccagtgaccgcectcectgectgectgectcectegecacttettcecteccatgecge
tcggectgagatcecgtcatgacccaaageccegctaccecctgtecctgtcacceggeg
agagggcaaccctttcatgcagggccagccaggacatttctaagtacctcaactgg
tatcagcagaagccagggcaggctcecctcecgectgectgatctaccacaccagecgect
ccacagcggtatccccecgecagattttccgggagegggtctggaaccgactacacce
tcaccatctcecttctctgecagececgaggatttcgecgtectatttetgecagecagggyg
aatactctgceccgtacaccttcggtcaaggtaccaagctggaaatcaagggaggcgyg
aggatcaggcggtggcggaagcggaggaggtggctceccggaggaggaggttceccaag
tgcagcttcaagaatcaggacccggacttgtgaagccatcagaaaccctctecctg
acttgtaccgtgtccggtgtgagecctccccgactacggagtctcecttggattegeca
gcctceccggggaagggtcecttgaatggattggggtgatttggggatcagagactactt

actaccagtcatcacttaagtcacgggtcaccatcagcaaagataatagcaagaac

caagtgtcacttaagctgtcatctgtgaccgccgctgacaccgceccgtgtactattyg
tgccaaacattactattacggagggtcttatgctatggactactggggacagggga

ccctggtgactgtcetctageccatcaccatcaccaccatcatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw

vagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgqg
ntlpytfgqgtkleikggggsggggsgggysggggsqualgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskn
gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsshhhhhhhh
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CARS5

104880
CARG6 - Completo - aa

82

ES2948 133 T3

atggccctcectgtcacecgecctgetgetteccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcacccegecactettagectttcaccecggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagectcccaagacatctcaaaataccttaattygg
tatcaacagaagcccggacaggctcectcecgecttcectgatcectaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgeccaggttcageggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcgetgtctatttcetgtcagcaaggg
aacaccctgccctacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggcggtggaggaagcggaggcggagggagccagyg
tccaactccaagaaagcggaccgggtcttgtgaagceccatcagaaactcectttcactyg
acttgtactgtgagcggagtgtctctccccgattacggggtgtcttggatcagaca
gccaccggggaagggtctggaatggattggagtgatttggggetcectgagactactt
actaccaatcatccctcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgaccgcagccgacaccgeccegtgtactattyg
cgctaagcattactattatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggta
ctctggtcaccgtgtccagcaccactaccccagcaccgaggeccacccaccecgget
cctaccatcgecctceccagectcetgteectgegtecggaggcatgtagacccecgecage
tggtggggccgtgcatacccggggtcettgacttcecgectgegatatctacatttggg
cccctectggetggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagcectgcectgtacatcectttaagcaacccttcatgaggec
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgcgegtgaaattcagecgcagegcagatgetccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacygyg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgetcttcacatge

aggccctgceccgectegg

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
vagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqqgg
ntlpytfgggtkleikggggsgggysgggygsgggygsqvylgesgpyglvkpsetlsl

tctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyyqgsslksrvtiskdnskn

gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsstttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CAR7
Dominio scFv de CAR7

100796
CARY7 - scFv soluble - nt

100796
CARY7 - scFv soluble - aa

104881
CAR 7 Completo - nt

45

58

70

96

ES2948 133 T3

qvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqg
gtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasqgd
iskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfa
vyfcgggntlpytfgggtkleik

atggcactgcecctgtcactgccctectgectgectcectggecctecttectgecatgecge
caggccccaagtccagctgcaagagtcaggacccggactggtgaagececgtcectgaga
ctctctcactgacttgtaccgtcageggegtgtceccecctececccgactacggagtgtceca
tggatcecgeccaacctcoccgggaaagggettgaatggattggtgtcatetggggtte
tgaaaccacctactactcatcttccctgaagtccagggtgaccatcagcaaggata
attccaagaaccaggtcagccttaagetgtcatctgtgaccgetgectgacaccgec
gtgtattactgcgccaagcactactattacggaggaagctacgetatggactattyg
gggacagggcactctcecgtgactgtgagcageggcggtggagggtectggaggtggag
gatccggtggtggtgggtcaggcggaggagggagecgagattgtgatgactcagtcea
ccagccaccctttetetttcaccecggecgagagagcaaccctgagetgtagagecag
ccaggacatttctaagtacctcaactggtatcagcaaaaaccggggcaggccecte
gcctcectgatctaccatacctcacgecttcactcectggtatceccececgeteggtttage
ggatcaggatctggtaccgactacactctgaccatttccagectgcageccagaaga
tttcgcagtgtatttectgeccagecagggcaatacccecttecttacacctteggtecagg

gaaccaagctcgaaatcaagcaccatcaccatcatcaccaccat

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta
vyycakhyyyggsyamdywgqgtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtygs
patlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh

atggctctgceccecgtgaccgcactcecctecctgecactggectcectgetgettcacgecge
tcgcccacaagtccagcecttcaagaatcagggcctggtcectggtgaagecatcectgaga
ctctgtccecctcacttgcaccgtgagecggagtgtcececcteccagactacggagtgage
tggattagacagcctccecggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactattcatcttceccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata

actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgecgectgacaccgec
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CAR7

104881
CAR 7 Completo - aa

CAR 8
Dominio scFv de CAR8

83

46

ES2948 133 T3

gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgeccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtagcggaggaggcyg
ggagcggtggaggtggctccggaggtggcggaagcgaaatcgtgatgacccagage
cctgcaaccctgtceccecctttcectececggggaacgggctaccetttcecttgtegggeate
acaagatatctcaaaatacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggccccta
ggcttcttatctaccacacctctcecgectgcatagecgggattceccegecacgetttage
gggtctggaagcgggaccgactacactctgaccatctcatctctccageccgagga
cttcgccgtcectacttctgeccagcagggtaacaccctgecgtacaccttcecggecagg
gcaccaagcttgagatcaaaaccactactcccgectccaaggeccacccaccectgece
ccgaccatcgectetcagecgettteccetgegteecggaggecatgtagacecgeage
tggtggggccgtgcatacccggggtcettgacttcecgectgecgatatctacatttggg
ccectetggectggtacttgeggggtectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggece
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgecgcecgtgaaattcagecgcagecgcagatgctceccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagcecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacygyg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgce

aggccctgecgectegyg

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyyssslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqgtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgs
patlslspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggqaprlliyhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeceggcelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr

gvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqg
gtlvtvssggggsggggsggggsggggselivmtgspatlslspgeratlscrasqgd
iskylnwyqggkpggaprllivhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfa
vyfcgggntlpytfgggtkleik
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CAR7
100798
CARS -

scFv soluble -nt

100798
CARS - scFv soluble - aa

104882
CAR 8 - Completo - nt

59

71

97

ES2948 133 T3

atggcactgcctgtcactgeccecctectgetgectetggecctecttetgeatgecge

caggccccaagtccagcectgcaagagtcaggacccggactggtgaagecgtctgaga

ctctctcactgacttgtaccgtcagcggegtgtceccctececcgactacggagtgtcea
tggatccgceccaacctecccgggaaagggcttgaatggattggtgtcatctggggtte
tgaaaccacctactaccagtcttccctgaagtccagggtgaccatcagcaaggata
attccaagaaccaggtcagccttaagectgtcatctgtgaccgetgctgacaccgece
gtgtattactgcgccaagcactactattacggaggaagctacgetatggactattyg
gggacagggcactctcgtgactgtgagcagcggcggtggagggtctggaggtggag
gatccggtggtggtgggtcaggcggaggagggagcgagattgtgatgactcagtca
ccagccaccctttetetttcacccggecgagagagcaaccctgagetgtagagecag
ccaggacatttctaagtacctcaactggtatcagcaaaaaccggggcaggccecte
gcctectgatctaccatacctcacgecttcactectggtateccecegeteggtttage
ggatcaggatctggtaccgactacactctgaccatttccagectgcagecagaaga
tttcgcagtgtatttetgccagecagggcaataccettecttacacctteggtecagyg

gaaccaagctcgaaatcaagcaccatcaccatcatcatcaccac

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqgt lvtvssggggsggggsggggsggggseivmtqgs
patlslspgeratlscrasqgdiskylnwyqggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfs

gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh
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CAR7

104882
CAR 8 - Completo - aa

84

ES2948 133 T3

atggctctgceccecgtgaccgcactcectectgeccactggectcectgetgettcacgecge
tcgcccacaagtccagettcaagaatcagggectggtectggtgaagecatetgaga
ctetgtecctecacttgcacegtgageggagtgteccteccagactacggagtgage
tggattagacagcctccecggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactatcaatcttccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgecgctgacaccgec
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtagecggaggagacy
ggagcggtggaggtggctccggaggecggtgggtcagaaatcgtgatgacccagagce
cctgcaaccctgtecctttectececcggggaacgggctaccectttettgtegggeatce
acaagatatctcaaaatacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggccccta
ggcttcttatctaccacacctctcgectgcatagecgggattceccecgecacgetttage
gggtctggaagcgggaccgactacactctgaccatctcatctctecageccgagga
cttcgecgtctacttetgeccagecagggtaacacccectgecgtacacctteggecagyg
gcaccaagcttgagatcaaaaccactactcccgctcecaaggceccacccacccectgee
ccgaccatcgectcetcagecgetttecctgegtecggaggcatgtagacecegeage
tggtggggccgtgcatacccggggtcttgacttecgectgegatatctacatttggg
ccectetggetggtacttgeggggtectgectgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgectgtacatctttaagcaacccttcatgaggece
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggagyg

aaggcggctgcgaactgecgecgtgaaattcageccgcagegcagatgctcecagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggegggaagccgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacygg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgetcettcacatge

aggccctgecgectegyg

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyygsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqgt lvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgs
patlslspgeratlscrasqdiskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleiktttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapay
kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CAR9
Dominio scFv de CAR9

99789
CAR9 - scFv soluble - nt

99789

CARS9 - scFv soluble - aa

105974
CAR 9 - Completo - nt

47

60

72

98

ES2948 133 T3

eivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgggntlpytfgggtkleikggggs
9999s9999s9ggggsgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgpp
gkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycak
hyyyggsyamdywgggtlvtvss

atggccctcecceccagtgaccgcectcectgetgectgectcectegecacttettcecteccatgecge
tcggectgagatcgtcatgacccaaagceccccgcectaccctgtececctgtcacececggeg
agagggcaaccctttcatgcagggccagccaggacatttctaagtacctcaactgg
tatcagcagaagccagggcaggctectegectgetgatcectaccacaccagecgect
ccacagcggtatccccgecagattttcecgggagegggtctggaaccgactacacce
tcaccatctcecttctctgecagececgaggatttcgecgtectatttectgeccagecagggyg
aatactctgceccgtacaccttcggtcaaggtaccaagectggaaatcaagggaggcgyg
aggatcaggcggtggcggaagcggaggaggtggecteccggaggaggaggttceccaag
tgcagcttcaagaatcaggacccggacttgtgaagccatcagaaaccctctecctyg
acttgtaccgtgtccggtgtgagectccccgactacggagtctettggattegeca
gcctcececggggaagggtcecttgaatggattggggtgatttggggatcagagactactt
actacaattcatcacttaagtcacgggtcaccatcagcaaagataatagcaagaac
caagtgtcacttaagctgtcatctgtgaccgccgectgacaccgececgtgtactattyg
tgccaaacattactattacggagggtcttatgctatggactactggggacagggga

ccctggtgactgtcetctagecatcaccatcaccaccatcatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnw

vagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgg

ntlpytfgqgtkleikggggsggggsggggsggggsqvglgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygvswirgppokglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskn

gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgggtlvtvsshhhhhhhh
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CAR9

105974
CAR 9 - Completo - aa

CAR10

85

ES2948 133 T3

atggccctcecectgtcacecgecctgetgettceccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcacccegecactettagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagectcccaagacatctcaaaataccttaattygg
tatcaacagaagcccggacaggctcectcecgecttcectgatcectaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgccaggttcagecggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcgetgtctatttctgtcagcaaggg
aacaccctgccctacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggcggtggaggaagcggaggcggtgggagccagy
tccaactccaagaaagcggaccgggtcttgtgaageccatcagaaactcectttcactyg
acttgtactgtgagcggagtgtctctcceccgattacggggtgtcttggatcagaca
gccaccggggaagggtctggaatggattggagtgatttggggectcectgagactactt
actacaactcatccctcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgaccgcagccgacaccgecegtgtactattyg
cgctaagcattactattatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggta
ctctggtcaccgtgtccagcaccactaccccagcaccgaggccacccaccecggcet
cctaccatcgecctceccagectcetgtecectgegtecggaggcatgtagaccecgecage
tggtggggccgtgcatacccggggtcettgacttcecgectgegatatctacatttggg
cccctectggetggtacttgeggggtcectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggece
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgegcecgtgaaattcageccgecagecgcagatgectceccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagcecgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagcgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacygyg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgetcttcacatge

aggccctgceccgectegg

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqgdiskylnw
yaakpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqggg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsggggsquglgesgpglvkpsetlsl
tctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskn

gvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqgtlvtvsstttpaprpptpa
ptiasgplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitly
ckrgrkkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapay

kgggnglynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmae
ayseigmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr
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CAR9
Dominio scFv de CAR10

100796
CAR10 - scFv soluble - nt

100796
CAR10 - scFv soluble - aa

105975
CAR 10 Completo - nt

48

61

73

99

ES2948 133 T3

qvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqg
gtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtgspatlslspgeratlscrasqgd
iskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfa
vyfcgggntlpytfgggtkleik

atggcactgcecctgtcactgccctecctgectgectcectggecctecttetgecatgecge
caggccccaagtccagctgcaagagtcaggacccggactggtgaagececgtcectgaga
ctctctcactgacttgtaccgtcagecggegtgteccctececcgactacggagtgtcea
tggatccgccaacctceccgggaaagggcttgaatggattggtgtcatctggggtte
tgaaaccacctactacaactcttccctgaagtccagggtgaccatcagcaaggata
attccaagaaccaggtcagccttaagetgtcatctgtgaccgetgectgacaccgec
gtgtattactgcgccaagcactactattacggaggaagctacgctatggactattyg
gggacagggcactctcgtgactgtgagcagcggcggtggagggtctggaggtggag
gatccggtggtggtgggtcaggcggaggagggagcgagattgtgatgactcagtca
ccagccaccctttcetctttcaccecggecgagagagcaaccctgagetgtagagecag
ccaggacatttctaagtacctcaactggtatcagcaaaaaccggggcaggcecccte
gcctectgatctaccatacctcacgecttcactcectggtatecccecgeteggtttage
ggatcaggatctggtaccgactacactctgaccatttccagectgcageccagaaga
tttcgcagtgtatttctgeccagcagggcaatacccttecttacacctteggtcagg

gaaccaagctcgaaatcaagcaccatcaccatcatcaccaccat

MALPVTALLLPLALLLHAARPgvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqgtlvtvssggggsggggsggggsggggseivmtygs
patlslspgeratlscrasqgdiskylnwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfs
gsgsgtdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh
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CAR9

105975
CAR 10 Completo - aa

86

ES2948 133 T3

atggccctcectgtcacecgecctgetgetteccgetggetecttectgeteccacgecge
tcggcecccgaaattgtgatgacccagtcaccegecactettagectttcaceceggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagectcccaagacatctcaaaataccttaattygyg
tatcaacagaagcccggacaggctcectcegecttctgatctaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgceccaggttcagecggtageggatctgggaccgactacaccce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcecgetgtctatttectgtcagcaaggg
aacaccctgceccctacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagg
tggcagceggaggaggtgggtceggeggtggaggaageggaggeggtgggagecagy
tccaactccaagaaagcecggaccgggtettgtgaageccatcagaaactcetttecactg

acttgtactgtgagcggagtgtctcetceccccgattacggggtgtettggatcagaca

gccaccggggaagggtctggaatggattggagtgatttggggectctgagactactt
actacaactcatccctcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaat
caggtgtcactgaaactgtcatctgtgaccgcagccgacaccgecgtgtactattg
cgctaagcattactattatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggta
ctetggtcaccgtgtcecagecaccactacccecagecaccgaggecacccaccccggcet
cctaccatcgecctceccagectcetgtecectgegtecggaggcatgtagacccgecage
tggtggggccgtgecatacccggggtcettgacttegectgegatatcectacatttggg
cccctectggetggtacttgeggggtcectgetgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggece
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgccggttcccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgcgcgtgaaattcageccgcagecgcagatgctccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta
cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggecgggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacygyg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgce

aggccctgecgectegyg

MALPVTALLLPLALLLHAARPEIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNW
YOOKPGQAPRLLIYHTSRLHSGIPARFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFAVYEFCQOG
NTLPYTFGOGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGEGSQVOLOESGPGLVKPSETLSL
TCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPGKGLEWIGVIWGSETTYYNSSLKSRVT ISKDNSKN

QVSLKLSSVTAADTAVYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVIVSSTTTPAPRPPTPA
PTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLY
CKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKE SRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAE
AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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CAR11
Dominio scFv de CAR11

103101
CAR11-scFv soluble - nt

103101
CAR11-scFv soluble - aa

105976
CAR 11 Completo - nt

49

62

74

100

ES2948 133 T3

eivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhs
giparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqggntlpytfgggtkleikggggs
ggggsggggsqvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkgle
wigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyg
gsyamdywgggtlvtvss

Atggccctcecectgtcaccgecctgetgettecgetggetettetgetecacgecge
tcggcecccgaaattgtgatgacccagtcaccegecactecttagectttcacccggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagecteccaagacatctcaaaataccttaattygg

tatcaacagaagcccggacaggctcectegecttetgatcetaccacaccagecgget

ccattctggaatccctgeccaggttcagecggtagecggatctgggaccgactacaccce
tcactatcagctcactgcagceccagaggacttegetgtctatttetgtcagcaaggg
aacaccctgccctacacctttggacagggcaccaagectcecgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggecggtggaggaagceccaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtcecttgtgaageccatcagaaactctttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctceccceccgattacggggtgtcttggatcagacagccaccggggaagygyg
tctggaatggattggagtgatttggggctctgagactacttactacaattcatccce
tcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcagccgacaccgecgtgtactattgegectaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactctggtcaccgtgt

ccagccaccaccatcatcaccatcaccat

MALPVTALLLPLALLLHAARPeivmtgspatlslspgeratlscrasqdiskylnw

yagkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcqgg
ntlpytfgggtkleikggggsggggsggggsqgvglgesgpglvkpsetlsltctvs
gvslpdygvswirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslk
lssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgqgtlvtvsshhhhhhhh
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CAR11

105976
CAR 11 Completo - aa

CAR12

87

ES2948 133 T3

atggctctgceccecgtgaccgcactcectecctgecactggectcectgetgettcacgecge
tcgcccacaagtccagettcaagaatcagggectggtectggtgaagecatcectgaga
ctctgtecctecacttgecacegtgageggagtgtceecteccagactacggagtgage
tggattagacagcctccecggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactataactcttccecctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgecgctgacaccgec
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtagecggaggaggeyg
ggagcggtggaggtggctcecggaggtggcggaagecgaaatcgtgatgacccagage
cctgcaaccctgtceccttteteccggggaacgggctacectttettgtegggeate
acaagatatctcaaaatacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggcecccta
ggcttcttatctaccacacctctegectgecatagegggattcccgcacgetttage
gggtctggaagcgggaccgactacactctgaccatctcatctcectecageccgagga
cttcgcecgtcectacttcectgeccagcagggtaacaccctgecgtacacctteggecagyg
gcaccaagcttgagatcaaaaccactactcccgctccaaggceccacccacccctgec
ccgaccatcgecctctcagecgetttcecectgegtecggaggcatgtagacccgecage
tggtggggccgtgecatacccggggtecttgacttegectgegatatctacatttggg
ccectetggectggtacttgeggggtectgectgetttcactegtgatcactetttac
tgtaagcgcggtcggaagaagctgectgtacatcectttaagcaacccttcatgaggece
tgtgcagactactcaagaggaggacggctgttcatgecggtteccagaggaggagyg
aaggcggctgcgaactgcgcecgtgaaattcagecgcagegcagatgctceccagectac
aagcaggggcagaaccagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagta

cgacgtgctggacaagcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagecgegea
gaaagaatccccaagagggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaa
gcctatagecgagattggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggcecacgacygg
actgtaccagggactcagcaccgccaccaaggacacctatgacgetcecttcacatge

aggccctgecgectegy

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGVSLPDYGVS
WIRQPPGKGLEWIGVIWGSETTYYNSSLKSRVTISKDNSKNQVSLKLSSVTAADTA

VYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSGEGGSEIVMTQS
PATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNWYQOKPGOAPRLLIYHTSRLHSGIPARES
GSGSGTIDYTLTISSLOQPEDFAVYFCQQGNTLPYTEFGQOGTKLE IKITTPAPRPPTPA
PTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLY
CKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQITQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKESRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAE
AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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CAR11
Dominio scFv de CAR12

103104
CAR12 - scFv soluble - nt

103104

CAR12 - scFv soluble -aa

105977
CAR 12 - Completo - nt

50

63

75

101
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qvglgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvswirgppgkglewigviwgset
tyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadtavyycakhyyyggsyamdywgq
gtlvtvssggggsggggsggggselvmtgspatlslspgeratlscrasgdiskyl
nwyggkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsgtdytltisslgpedfavyfcg
aggntlpytfgggtkleik

atggctctgceccecgtgaccgcactcectectgeccactggectcectgetgettcacgecge
tcgcccacaagtccagecttcaagaatcagggectggtctggtgaageccatcectgaga
ctctgtccctcacttgcaccgtgageggagtgtcccteccagactacggagtgage
tggattagacagcctcecccggaaagggactggagtggatcggagtgatttggggtag
cgaaaccacttactataactcttccctgaagtcacgggtcaccatttcaaaggata
actcaaagaatcaagtgagcctcaagctctcatcagtcaccgecgectgacaccgece
gtgtattactgtgccaagcattactactatggagggtcctacgccatggactactyg
gggccagggaactctggtcactgtgtcatctggtggaggaggtagcggaggaggcyg
ggagcggtggaggtggctccgaaatcgtgatgacccagagceccctgcaaccctgtece
ctttctcececggggaacgggctacectttettgtecgggcatcacaagatatctcaaa
atacctcaattggtatcaacagaagccgggacaggcecccctaggcttcecttatctace
acacctctcgectgcatagecgggattccecgecacgetttagegggtctggaageggg
accgactacactctgaccatctcatctctccageccgaggacttcecgecgtctactt
ctgccagcagggtaacaccctgecgtacaccttecggeccagggcaccaagcttgaga

tcaaacatcaccaccatcatcaccatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPqvqlgesgpglvkpsetlsltctvsgvslpdygvs

wirgppgkglewigviwgsettyynsslksrvtiskdnskngvslklssvtaadta

vyycakhyyyggsyamdywgqatlvtvssggggsggggsggggseivmtgspatls
lspgeratlscrasqdiskylnwyqgkpggaprlliyhtsrlhsgiparfsgsgsg
tdytltisslgpedfavyfcgggntlpytfgggtkleikhhhhhhhh
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CAR11

105977
CAR 12 - Completo - aa

88
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atggccctcecectgtcacecgecctgetgettceccgetggetecttetgeteccacgecge
tcggcccgaaattgtgatgacccagtcacccegecactettagectttcacceggtyg
agcgcgcaaccctgtcettgcagagectcccaagacatctcaaaataccttaattygg
tatcaacagaagcccggacaggctcectcecgecttcectgatcectaccacaccagecgget
ccattctggaatccctgccaggttcagecggtageggatctgggaccgactacacce
tcactatcagctcactgcagccagaggacttcgetgtctatttctgtcagcaaggg
aacaccctgccctacacctttggacagggcaccaagctcgagattaaaggtggagg
tggcagcggaggaggtgggtccggeggtggaggaagecaggtccaactccaagaaa
gcggaccgggtcttgtgaagecatcagaaactcectttcactgacttgtactgtgage
ggagtgtctctcceccgattacggggtgtcttggatcagacageccaccggggaagygy
tctggaatggattggagtgatttggggctctgagactacttactacaactcatcce
tcaagtcacgcgtcaccatctcaaaggacaactctaagaatcaggtgtcactgaaa
ctgtcatctgtgaccgcagccgacaccgeccgtgtactattgegectaagecattacta
ttatggcgggagctacgcaatggattactggggacagggtactctggtcaccgtgt
ccagcaccactaccccagcaccgaggccacccaccccggctcectaccatcegectcece
cagcctctgtcecctgegteccggaggcatgtagacccgecagetggtggggecgtgcea
tacccggggtcttgacttcgectgecgatatctacatttgggecectcectggetggta
cttgcggggtcctgectgetttcactegtgatcactetttactgtaagecgeggtcgg
aagaagctgctgtacatctttaagcaacccttcatgaggecctgtgcagactactca
agaggaggacggctgttcatgcecggttcccagaggaggaggaaggcggctgcgaac
tgcgcgtgaaattcagcecgcagegcagatgctceccagectacaagcaggggcagaac
cagctctacaacgaactcaatcttggtcggagagaggagtacgacgtgctggacaa
gcggagaggacgggacccagaaatgggcgggaagcecgegcagaaagaatccccaag
agggcctgtacaacgagctccaaaaggataagatggcagaagectatagegagatt
ggtatgaaaggggaacgcagaagaggcaaaggccacgacggactgtaccagggact
cagcaccgccaccaaggacacctatgacgctcttcacatgcaggeccctgecgectce

g9

MALPVTALLLPLALLLHAARPEIVMTIQSPATLSLSPGERATLSCRASQDISKYLNW
YOOKPGQAPRLLIYHTSRLHSGIPARFSGSGSGIDYTLTISSLOQPEDFAVYFCQQG
NTLPYTFGQGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVS

GVSLPDYGVSWIRQPPGCKGLEWIGVIWGSETTYYNSSLKSRVTISKDNSKNQVSLK

LSSVIAADTAVYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTLVIVSSTTTPAPRPPTPAPTIAS

QPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGR

KKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SRSADAPAYKQGON
QLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSET

GMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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CTLO19

CTLO019 - scFv soluble-marcador 362

His - nt

CTLO019 - scFv soluble-marcador |76

His - aa

CTL019 Completo - nt

102
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atggccctgeccecgtcacecgectcectgetgectgececttgetcectgettettcatgecage
aaggccggacatccagatgacccaaaccacctcatccctctetgectectecttggag
acagggtgaccatttcttgtcgecgeccagccaggacatcagcaagtatctgaactygg
tatcagcagaagccggacggaaccgtgaagctectgatctaccatacctcectegect
gcatagcggcgtgcecctcacgettcetctggaagecggatcaggaaccgattattcte
tcactatttcaaatcttgagcaggaagatattgccacctatttctgecagcagggt
aataccctgccctacaccttcecggaggagggaccaagctcgaaatcaccggtggagyg
aggcagceggcggtggagggtetggtggaggtggttctgaggtgaagetgcaagaat
caggccctggacttgtggccecttcacagtcecectgagegtgacttgcacegtgtec
ggagtctccctgcecccgactacggagtgtcatggatcagacaacctceccacggaaagy
actggaatggctcggtgtcatctggggtagcecgaaactacttactacaattcagecce
tcaaaagcaggctgactattatcaaggacaacagcaagtcccaagtctttcecttaag
atgaactcactccagactgacgacaccgcaatctactattgtgctaagcactacta
ctacggaggatcctacgctatggattactggggacaaggtacttceccgtcactgtet

cttcacaccatcatcaccatcaccatcac

MALPVTALLLPLALLLHAARPdiqmtgttsslsaslgdrvtiscrasqgdiskylnw

yvggkpdgtvklliyhtsrlhsgvpsrfsgsgsgtdysltisnleqgediatyfcqggg
ntlpytfgggtkleitggggsggggsggggsevklgesgpglvapsgslsvtctvs
gvslpdygvswirgpprkglewlgviwgsettyynsalksrltiikdnsksgv£flk
mnslgtddtaiyycakhyyyggsyamdywgggtsvtvsshhhhhhhh

atggccttaccagtgaccgeccttgctcecctgeccgetggecttgetgecteccacgecge
caggccggacatccagatgacacagactacatcctecectgtcetgectetcetgggayg
acagagtcaccatcagttgcagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattgg
tatcagcagaaaccagatggaactgttaaactcctgatctaccatacatcaagatt
acactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtcectggaacagattattcete
tcaccattagcaacctggagcaagaagatattgccacttacttttgccaacagggt
aatacgcttceccgtacacgttcggaggggggaccaagctggagatcacaggtggcgyg
tggctcgggeggtggtgggtegggtggeggeggatcetgaggtgaaactgcaggagt
caggacctggcctggtggcgecctcacagagectgtecgtcacatgcactgtetea
ggggtctcattacccgactatggtgtaagctggattcgeccagectccacgaaaggyg
tctggagtggctgggagtaatatggggtagtgaaaccacatactataattcagete
tcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactccaagagcecaagttttcecttaaaa

atgaacagtctgcaaactgatgacacagccatttactactgtgccaaacattatta
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CTLO19
ctacggtggtagctatgctatggactactggggccaaggaacctcagtcaccgtcet
cctcaaccacgacgccagcgcecgcgaccaccaacaccggcegeccaccategegteg
cagcccctgteccctgegeccagaggegtgecggecageggeggggggegcagtgea
cacgagggggctggacttcgecctgtgatatctacatctgggecgececcttggecggga
cttgtggggtccttctcecctgtcactggttatcaccctttactgcaaacggggcaga
aagaaactcctgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactca
agaggaagatggctgtagctgccgatttccagaagaagaagaaggaggatgtgaac
tgagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgegtacaagcagggcecagaac
cagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaa
gagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccectcagyg
aaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcectacagtgagatt
gggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggectttaccagggtet
cagtacagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggecctgeccecte

gc

CTLO019 Completo - aa 89

MALPVIALLLPLALLLHAARPdigmtgttsslsaslgdrvtiscrasqgdiskylnw
vagkpdgtvklliyhtsrlhsgvpsrfsgsgsgtdysltisnlegediatyfcqggg
ntlpytfgggtkleitggggsggggsggggsevklgesgpglvapsgslsvtctvs
gvslpdygvswirgpprkglewlgviwgsettyynsalksrltiikdnsksgvilk
mnslgtddtaiyycakhyyyggsyamdywgggtsvtvsstttpaprpptpaptias
gplslrpeacrpaaggavhtrgldfacdiyiwaplagtcgvlllslvitlyckrgr
kkllyifkgpfmrpvgttgeedgcscripeeeeggcelrvkisrsadapaykgggn
glynelnlgrreeydvldkrrgrdpemggkprrknpgeglynelgkdkmaeaysei
gmkgerrrgkghdglygglstatkdtydalhmgalppr

Dominio scFv de CTL019 51

digmtgttsslsaslgdrvtiscrasqdiskylnwyqgkpdgtvklliyhtsrlhs
gvpsrisgsgsgtdysltisnlegediatyfcqgggntlpytfgggtkleitggggs
gagggsggggsevklgesgpglvapsgslsvtctvsgvslpdygvswirgpprkgle
wlgviwgsettyynsalksrltiikdnsksgvflkmnslgtddtaiyycakhyyyg
gsyamdywgggtsvtvss

En la Tabla 11 se muestran constructos CAR anti-BCMA de ejemplo (p. €j., secuencias de aminoacidos y acido nucleico
de los dominios scFv y moléculas CAR) que se pueden utilizar en los métodos descritos en el presente documento. Se
subrayan las HC CDR de la cadena pesada (HC CDR1, HC CDR2, HC CDR3) y las LC CDR (LC CDR1, LC CDR2,
LCCDR3). También se proporcionan las secuencias de aminoacidos de las secuencias variables de la cadena pesada y
variables de la cadena ligera para cada scFv.

Tabla 11. Secuencias de aminoacidos y acido nucleico de dominios scFv anti-BCMA y moléculas CAR anti-BCMA

Nombre/Descripcion SEQ |Secuencia
ID NO:

139103
133



Nombre/Descripcion

139103-aa del dominio scFv

139103-nt del dominio scFv

139103-aa de VH

139103-aa de VL

139103- aa del CAR completo

139103- nt del CAR completo

SEQ
ID NO:

140

141

142

143

144

145
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Secuencia

QVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGE TESNYAMSWVRQAPGKGLGWVSGISRSGENTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRDEDTAVYYCARSPAHYYGGMDVWGQGT TVIVSSASGGGGSG
GRASGGGGSDIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASRR
ATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDSAVYYCQOYHSSPSWIFGQGTKLEIK

CAAGTGCAACTCGTGGAATCTGGTGGAGGACTCGTGCAACCCGGAAGATCGCTTAGACTGTCGT
GTGCCGCCAGCGGGTTCACTITCTCGAACTACGCGATGTCCTGGGTCCGCCAGGCACCCGGAAA
GGGACTCGGTTGGGTGTCCGGCATTTCCCGGTCCGGCGAAAATACCTACTACGCCGACTCCGTG
AAGGGCCGCTTCACCATCTCAAGGGACAACAGCAAAAACACCCTGTACTTGCAAATGAACTCCC
TGCGGGATGAAGATACAGCCGIGTACTATIGCGCCCGGTCGCCTGCCCATTACTACGGCGGART
GGACGTCTGGGGACAGGGARACCACTGTIGACTGTCAGCAGCGCGTCGGGETGGCGGCGGCTCAGGG
GGTCGGGCCTCCGGGGGGGGAGGGTCCGACATCGTGCTGACCCAGTCCCCGGGAACCCTGAGCC
TGAGCCCGGGAGAGCGCGCGACCCTGTCATGCCGGGCATCCCAGAGCATTAGCTCCTCCTTTCT
CGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGACAGGCCCCGAGGCTGCTGATCTACGGCGCTAGCAGAAGG
GCTACCGGAATCCCAGACCGGTTCTCCGGCTCCGGTTCCGGGACCGATTTCACCCTTACTATCT
CGCGCCTGGAACCTGAGGACTCCGCCGTCTACTACTGCCAGCAGTACCACTCATCCCCGTICGTG
GACGTTCGGACAGGGCACCAAGCTGGAGATTAAG

QVQLVESGGGLVQPGRSLRLICAASGETE'SNYAMSWVRQAPGKGLGWVSGISRSGENTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLQMNS LRDEDTAVYYCARSPAHYYGGMDVWGQGTTVIVSS

DIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSELAWYQQOKPGQAPRLLIYGASRRATGIPDRES
GSGSGIDFTLTISRLEPEDSAVYYCQQYHSSPSWIFGQGTKLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGE TF SNYAMSWVRQAPGK
GLGWVSGISRSGENTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRDEDTAVYYCARSPAHYYGGM
DVWGQGTIVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIVLIQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSISSSEL
AWYQQKPGQAPRLLIYGASRRATGIPDRESGSGSGTDFTLTISRLEPEDSAVYYCQQYHSSPSW
TFGQGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQP LSLRPEACRPAAGGAVATRGLDFACDIYIWAPLA
GTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion

139105
139105-aa del

dominio scFv

139105-nt del dominio scFv

139105-aa de VH

139105-aa de VL

SEQ
ID NO:

146

147

148

149
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Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAACTCGTGGAATCTGGTGGAGGACTCGTGCAACCCGGAAGATCGCTTAGACTGTCGTG
TGCCGCCAGCGGGTTCACTTTCTCGAACTACGCGATGTCCTGGGTCCGCCAGGCACCCGGAAAG
GGACTCGGTTGGGTGTCCGGCATTTCCCGGTCCGGCGAAAATACCTACTACGCCGACTCCGTGA
AGGGCCGCTTCACCATCTCAAGGGACAACAGCAAAAACACCCTGTACTTGCAAATGAACTCCCT
GCGGGATGAAGATACAGCCGTGTACTATTGCGCCCGGTCGCCTGCCCATTACTACGGCGGAATG
GACGTCTGGGGACAGGGAACCACTGTGACTGTCAGCAGCGCGTCGGGTGGCGGCGGCTCAGGGG
GICGGGCCTCCGGGGGGGGAGGGTCCGACATCGTIGCTGACCCAGTCCCCGGGAACCCTGAGCCT
GAGCCCGGGAGAGCGCGCGACCCTGTCATGCCGGGCATCCCAGAGCATTAGCTCCTCCTTICIC
GCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGACAGGCCCCGAGGCTGCTGATCTACGGCGCTAGCAGAAGGG
CTACCGGAATCCCAGACCGGTTCTCCGGCTCCGGTTCCGGGACCGATTTCACCCTTACTATCIC
GCGCCTGGAACCTGAGGACTCCGCCGTICTACTACTGCCAGCAGTACCACTCATCCCCGTCGTGG
ACGTTCGGACAGGGCACCAAGCTGGAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCT
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG
TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCT
GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGL
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTITGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCC
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVOLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGE TEDDYAMHWVROAPGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSV

KGRE'TISRDNAKNS LYLOMNSLRAEDTALYYCSVHSFLAYWGQGTLVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSDIVMIQTPLSLPVTIPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLOKPGQSPQLLIYLGSNRA
SGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPYTEFGQGTKVEIK

CAAGTGCAACTCGTCGAATCCGGTGGAGGTCTGGTCCAACCTGGTAGAAGCCTGAGACTGTCGT
GTGCGGCCAGCGGATTCACCTTTGATGACTATGCTATGCACTGGGTGCGGCAGGCCCCAGGAAA
GGGCCTGGAATGGGTGTCGGGAATTAGCTGGAACTCCGGGTCCATTGGCTACGCCGACTCCGTG
AAGGGCCGCTTCACCATCTCCCGCGACAACGCAAAGAACTCCCTGTACTTGCAAATGAACTCGC
TCAGGGCTGAGGATACCGCGCTGTACTACTGCTCCGTGCATTCCTTCCTGGCCTACTGGGGACA
GGGAACTCTGGTCACCGTGTCGAGCGCCTCCGGCGGCGGGGGCTCGGGTGGACGGGCCTCGGEE
GGAGGGGGGTCCGACATCGTGATGACCCAGACCCCGCTGAGCTTGCCCGTGACTCCCGGAGAGT
CTGCATCCATCTCCTGCCGGTCATCCCAGTCCCTTICTCCACTCCAACGGATACAACTACCTCGA
CTGGTACCTCCAGAAGCCGGGACAGAGCCCTCAGCTTCTGATCTACCTGGGGTCAAATAGAGCC
TCAGGAGTGCCGGATCGGTTCAGCGGATCTGGTTCGGGAACTGATTTCACTCTGAAGATTTCCC
GCGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTCTACTACTGTATGCAGGCGCTGCAGACCCCCTATACCTT
CGGCCAAGGGACGAAAGTGGAGATCAAG

QVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGETEDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSV
KGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCSVHSFLAYWGQGTLVTVSS

DIVMIQIPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVP
DRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPYTFGQGTKVEIK
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Nombre/Descripcion

139105- aa del CAR completo

139105- nt del CAR completo

139111

139111-aa del dominio scFv

139111-nt del dominio scFv

SEQ
ID NO:

150

151

152

153
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Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGE TFDDYAMHWVRQAPGK
GLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTALYYCSVHSEFLAYWGQ
GILVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIVMIQTPLSLPVIPGEPASISCRS SQSLLHSNGYNYLD
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPYTE
GQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGT
CGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKESRSA
DAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYS
EIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAACTCGTCGAATCCGGTGGAGGTCTGGTCCAACCTGGTAGAAGCCTGAGACTGTCGTG
TGCGGCCAGCGGATTCACCTTTGATGACTATGCTATGCACTGGGTGCGGCAGGCCCCAGGAAAG
GGCCTGGAATGGGTGTCGGGAATTAGCTGGAACTCCGGGTCCATTGGCTACGCCGACTCCGTGA
AGGGCCGCTTCACCATCTCCCGCGACAACGCAAAGAACTCCCTGTACTTGCAAATGAACTCGCT
CAGGGCTGAGGATACCGCGCTGTACTACTGCTCCGTGCATTCCTTCCTGGCCTACTGGGGACAG
GGAACTCTGGTCACCGTGTCGAGCGCCTCCGGCGGCGGGGGCTCGGGTGGACGGGCCTCGGGLG
GAGGGGGGTCCGACATCGTGATGACCCAGACCCCGCTGAGCTTGCCCGTGACTCCCGGAGAGCC
TGCATCCATCTCCTGCCGGTCATCCCAGTCCCTTCTCCACTCCAACGGATACAACTACCTCGAC
TGGTACCTCCAGAAGCCGGGACAGAGCCCTCAGCTTCTGATCTACCTGGGGTCAAATAGAGCCT
CAGGAGTGCCGGATCGGTTCAGCGGATCTGGTTCGGGAACTGATTTCACTCTGAAGATTTCCCG
CGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTCTACTACTGTATGCAGGCGCTGCAGACCCCCTATACCTIC
GGCCAAGGGACGAAAGTGGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGLTIC
CTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGL
CGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACT
TGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGC
TGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTIC
ATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCA
GATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAG
AGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAG
AAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGC
GAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCA
GCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHCGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTIVIVSSASGGGGSGGRASG
GGGSDIVMIQTPLSLSVIPGQPASISCKSSQSLLRNDGKTPLYWYLQKAGQPPQLLIYEVSNRE
SGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGAYYCMONIQFPSFGGGTKLEIK

GAAGTGCAATTGTTGGAATCTGGAGGAGGACT TGTGCAGCCTGGAGGATCACTGAGACTTTCGT
GTGCGGTGTCAGGCTTCGCCCTGAGCAACCACGGCATGAGCTGGGTGCGGAGAGCCCCGGGGAA
GGGTCTGGAATGGGTIGTCCGGGATCGTCTACTCCGGTTCAACTTACTACGCCGCAAGCGTGAAG
GGTCGCTTCACCATTTCCCGCGATAACTCCCGGAACACCCTGTACCTCCAAATGAACTCCCTGEC
GGCCCGAGGACACCGCCATCTACTACTGTTCCGCGCATGGAGGAGAGTCCGATGTCTGGGGACA
GGGCACTACCGTGACCGTGTCGAGCGCCTCGGGGGGAGGAGGCTCCGGCGGTCGCGCCTCCGGG
GGGGGTGGCAGCGACATTGTGATGACGCAGACTCCACTCTCGCTGTCCGTGACCCCGGGACAGT
CCGCGTCCATCTCGTGCAAGAGCTCCCAGAGCCTGCTGAGGAACGACGGAAAGACTCCTCTIGTA

136



Nombre/Descripcion

139111-aa de VH

139111-aa de VL

139111- aa del CAR completo

139111- nt del CAR completo

139100

139100-aa del dominio scFv

SEQ
ID NO:

154

155

156

157

158

ES2948 133 T3

Secuencia

TTGGTACCTCCAGAAGGCTGGACAGCCCCCGCAACTGCTCATCTACGAAGTGTCAAATCGCTIC
TCCGGGGTGCCGGATCGGTTTTCCGGCTCGGGATCGGGCACCGACTTCACCCTGARAATCTCCA
GGGTCGAGGCCGAGGACGTGGGAGCCTACTACTGCATGCARAACATCCAGTTCCCTTCCTTCGG
CGGCGGCACAAAGCTGGAGATTAAG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVTIVSS

DIVMIQIPLSLSVIPGQPASISCKSSQSLLRNDGKTPLYWYLQKAGQPPQLLIYEVINRESGVP
DREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGAYYCMONIQFPSFGGGTKLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGRFTISRDNSRNTLYLOQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GTTVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKS SQSLLRNDGKTPLY
WYLQKAGQPPQLLIYEVSNRESGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGAYYCMONIQFPSEFG
GGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTC
GVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPEFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSAD
APAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SE
IGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAATTGTTGGAATCTGGAGGAGGACTTGTGCAGCCTGGAGGATCACTGAGACTTTCGTG
TGCGGTGTCAGGCTTCGCCCTGAGCAACCACGGCATGAGCTGGGTGCGGAGAGCCCCGGGGAAG
GGTCTGGAATGGGTGTCCGGGATCGTCTACTCCGGTTCAACTTACTACGCCGCAAGCGTGAAGG
GTCGCTTCACCATTTCCCGCGATAACTCCCGGAACACCCTGTACCTCCAAATGAACTCCCTGCG
GCCCGAGGACACCGCCATCTACTACTGTTCCGCGCATGGAGGAGAGTCCGATGTCTGGGGACAG
GGCACTACCGTGACCGTGTCGAGCGCCTCGGGGGGAGGAGGCTCCGGCGGTCGCGCCTCCGGEG
GGGGTGGCAGCGACATIGTIGATGACGCAGACTCCACTCTICGCTGTCCGTGACCCCGGGACAGCC
CGCGTCCATCTCGTGCAAGAGCTCCCAGAGCCTGCTGAGGAACGACGGAAAGACTCCTCTGTAT
TGGTACCTCCAGAAGGCTGGACAGCCCCCGCAACTGCTCATCTACGAAGTGTCAAATCGCTTICT
CCGGGGTGCCGGATCGGTTTTCCGGCTCGGGATCGGGCACCGACTTCACCCTGAAAATCTCCAG
GGTCGAGGCCGAGGACGTGGGAGCCTACTACTGCATGCAAARACATCCAGTTCCCTTCCTTICGGL
GGCGGCACAAAGCTGGAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGLTICCTA
CCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGT
GCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGC
GGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGT
ACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATG
CCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGAT
GCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGG
AGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAA
GAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAG
ATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCA
CCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLVQSGAEVRKT GASVKVSCKASGYIFDNFGINWVRQAPGQGLEWMGW INPKNNNTNYAQKE
QGRVTITADESTNTAYMEVSSLRSEDTAVYYCARGP YYYQSYMDVWGOGTMVIVSSASGGGGSG
GRASGGGGSDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLNWY LOKPGQSPOLLIYL
GSKRASGVPDRFSGSGSGTDETLHITRVGAEDVGVY YCMOALQTPY TFGQGTKLELK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

139100-nt del dominio scFv 159

139100-aa de VH 160
139100-aa de VL 161
139100- aa del 162
CAR completo

139100- nt del CAR completo |163

ES2948 133 T3

Secuencia

CAAGTCCAACTCGTCCAGTCCGGCGCAGAAGTCAGAAARACCGGTGCTAGCGTGARAGTGTCCT
GCAAGGCCTCCGGCTACATTITCGATAACTTCGGAATCAACTGGGTCAGACAGGCCCCGGGCCA
GGGGCTGGAATGGATGGGATGGATCAACCCCAAGAACAACAACACCAACTACGCACAGAAGTTC
CAGGGCCGCGTGACTATCACCGCCGATGAATCGACCAATACCGCCTACATGGAGGTGTCCTCCC
TGCGGTCGGAGGACACTGCCGIGTATTACTGCGCGAGGGGCCCATACTACTACCAAAGCTACAT
GGACGTCTGGGGACAGGGRACCATGGTGACCGTIGTCATCCGCCTCCGGTGGTIGGAGGCTCCGGG
GGGCGGGCTTCAGGAGGCGGAGGAAGCGATATTGTGATGACCCAGACTCCGCTTAGCCTGCCCG
TGACTCCTGGAGAACCGGCCTCCATTTCCTGCCGGTCCTCGCAATCACTCCTGCATTCCAACGG
TTACAACTACCTGAATTGGTACCTCCAGAAGCCTGGCCAGTCGCCCCAGTTGCTGATCTATCIG
GGCTCGAAGCGCGCCTCCGGGGTGCCTGACCGGTTTAGCGGATCTGGGAGCGGCACGGACTTCA
CTCTCCACATCACCCGCGTGGGAGCGGAGGACGTGGGAGTGTACTACTGTATGCAGGCGCTGCA
GACTCCGTACACATTCGGACAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAG

QVQLVQSGAEVRKTGASVKVSCKASGYIFDNFGINWVRQAPGQGLEWMGW INPKNNNTNYAQKF
QGRVIITADESTNTAYMEVSSLRSEDTAVYYCARGPYYYQSYMDVWGQGTMVIVSS

DIVMIQIPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLNWYLQKPGQSPQLLIYLGSKRASGVP
DRFSGSGSGIDFTLHITRVGAEDVGVYYCMQALQTPYTFGQGTKLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVRKTGASVKVSCKASGYIFDNEFGINWVRQAPGQ
GLEWMGWINPKNNNTNYAQKEQGRVTITADESTNTAYMEVSSLRSEDTAVYYCARGPYYYQSYM

DVWGQGTMVTVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNG
YNYLNWYLQKPGQSPQLLIYLGSKRASGVPDRESGSGSGTDFTLHITRVGAEDVGVYYCMQALQ
TPYTFGQGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWA
PLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLY IFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEREGGCELRVK
FSRSADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKM
AEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion

139101

139101-aa del dominio scFv

139101-nt del dominio scFv

139101-aa de VH

139101-aa de VL

139101- aa del CAR completo

SEQ
ID NO:

164

165

166

167

168

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTCCAACTCGTCCAGTCCGGCGCAGAAGTCAGAAAAACCGGTGCTAGCGTGAAAGTGTCCTG
CAAGGCCTCCGGCTACATTTTCGATAACTTCGGAATCAACTGGGTCAGACAGGCCCCGGGCCAG
GGGCTGGAATGGATGGGATGGATCAACCCCAAGAACAACARCACCAACTACGCACAGAAGTICC
AGGGCCGCGTGACTATCACCGCCGATGAATCGACCAATACCGCCTACATGGAGGTGTCCTCCCT
GCGGTCGGAGGACACTGCCGTGTATTACTGCGCGAGGGGCCCATACTACTACCAARAGCTACATG
GACGTCTGGGGACAGGGAACCATGGTGACCGTGTCATCCGCCTCCGGTGGTGGAGGCTCCGGGG
GGCGGGCTTCAGGAGGCGGAGGAAGCGATATTGTGATGACCCAGACTCCGCTTAGCCTGCCCGT
GACTCCTGGAGAACCGGCCTCCATTTCCTGCCGGTCCTCGCAATCACTCCTGCATTCCAACGGT
TACAACTACCTGAATTGGTACCTCCAGAAGCCTGGCCAGTCGCCCCAGTTGCTGATCTATCTGG
GCTCGAAGCGCGCCTCCGGGGTGCCTGACCGGTTTAGCGGATCTGGGAGCGGCACGGACTTCAC
TCTCCACATCACCCGCGTGGGAGCGGAGGACGTGGGAGTGTACTACTGTATGCAGGCGCTGCAG
ACTCCGTACACATTCGGACAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGC
CACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACC
CGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTICGCCTGCGATATCTACATTTGGGCC
CCTCTGGCIGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCG
GTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGA
GGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARA
TTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCA
ATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGG
CGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCARAAGGATAAGATG
GCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGAL
TGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCC
GCCTCGG

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSDAMTWVRQAPGKGLEWVSVISGSGGTTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKLDSSGYYYARGPRYWGQGTLVTVSSASGGG
GSGGRASGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQOKPGKAPKLLIYGAS
TLASGVPARFSGSGSGTHFTLTINSLOSEDSATYYCQQSYKRASFGQGTKVEIK

CAAGTGCAACTTCAAGAATCAGGCGGAGGACTCGTGCAGCCCGGAGGATCATTGCGGCTCTCGT
GCGCCGCCTCGGGCTTCACCTTCTCGAGCGACGCCATGACCTGGGTCCGCCAGGCCCCGGGGAA
GGGGCTGGAATGGGTIGTCTGTGATTTCCGGCTCCGGGGGAACTACGTACTACGCCGATTCCGTIG
AAAGGTCGCTTCACTATCTCCCGGGACAACAGCAAGAACACCCTTTATCTGCAAATGAATTCCC
TCCGCGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAAGCTGGACTCCTCGGGCTACTACTATGC
CCGGGGTCCGAGATACTGGGGACAGGGAACCCTCGTGACCGTGTCCTCCGCGTCCGGCGGAGGA
GGGTCGGGAGGGCGGGCCTCCGGCGGCGGCGGTTCGGACATCCAGCTGACCCAGTCCCCATCCT
CACLIGAGCGCAAGCGIGGGCGACAGAGICACCALTACATGCAGGGCGLCCCAGAGCATCAGCIC
CTACCTGAACTGGTACCAACAGAAGCCTGGAAAGGCTCCTAAGCTGTTGATCTACGGGGCTTCG
ACCCTGGCATCCGGGGTGCCCGCGAGGTTTAGCGGAAGCGGTAGCGGCACTCACTTCACTCTGA
CCATTAACAGCCTCCAGTCCGAGGATTCAGCCACTTACTACTGTCAGCAGTCCTACAAGCGGGC
CAGCTTCGGACAGGGCACTAAGGTCGAGATCAAG

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLICAASGETE'SSDAMTWVRQAPGKGLEWVSVISGSGGTTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKLDSSGYYYARGPRYWGQGTLVTVSS

DIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYGASTLASGVPARESG
SGSGTHFTLTINSLQSEDSATYYCQQSYKRASFGQGTKVEIK

139



Nombre/Descripcion

139101- nt del CAR completo

139102

139102-aa del dominio scFv

139102-nt del dominio scFv

SEQ
ID NO:

169

170

171

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSDAMTWVRQAPGK
GLEWVSVISGSGGTTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKLDSSGYYYA
RGPRYWGQGTLVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISS
YLNWYQQOKPGKAPKLLIYGASTLASGVPARFSGSGSGTHFTLTINSLQSEDSATYYCQQSYKRA
SFGQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVATRGLDFACDIYIWAPLA
GICGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCIGTCACCGCCCTGCTGCTICCGCTGGCTCTTICTGCTICCACGLCCGLCTICGGLCCC
AAGTGCAACTTCAAGAATCAGGCGGAGGACTCGIGCAGCCCGGAGGATCATTGCGGCTCTCGIG
CGCCGCCTCGGGCTTCACCTTCTCGAGCGACGCCATGACCTGGGTCCGCCAGGCCCCGGGGAAG
GGGCTGGAATGGGTGTCTGTGATTTCCGGCTCCGGGGGAACTACGTACTACGCCGATTCCGTGA

AAGGTCGCTTCACTATCTCCCGGGACAACAGCAAGAACACCCTTTATCTGCAAATGAATTCCCT
CCGCGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAAGCTGGACTCCTCGGGCTACTACTATGCC
CGGGGTCCGAGATACTGGGGACAGGGAACCCTCGTGACCGTGTCCTCCGCGTCCGGCGGAGGAG
GGTCGGGAGGGCGGGCCTCCGGCGGCGGCGGTTCGGACATCCAGCTGACCCAGTCCCCATCCTIC
ACTGAGCGCAAGCGTGGGCGACAGAGTCACCATTACATGCAGGGCGTCCCAGAGCATCAGCTCC
TACCTGRACTGGTACCAACAGAAGCCTGGAAAGGCTCCTAAGCTGTTGATCTACGGGGCTTCGA
CCCTGGCATCCGGGGTGCCCGCGAGGTTTAGCGGAAGCGGTAGCGGCACTCACTTCACTCTGAC
CATTAACAGCCTCCAGTCCGAGGATTCAGCCACTTACTACTGTCAGCAGTCCTACAAGCGGGCTC
AGCTTCGGACAGGGCACTAAGGTCGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCT
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG
TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTICTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCT
GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CIGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARATTCAGCCGL
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTITGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCT
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTESNYGITWVRQAPGQGLEWMGW ISAYNGNTNYAQKFE
QGRVIMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGPYYYYMDVWGKGTMVIVSSASGGGGSGGR
ASGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLY SNGYNYVDWYLQKPGQSPOLLIYLGS
NRASGVPDRFSGSGSGTDFKLQISRVEAEDVGIYYCMQGRQFPYSFGQGTKVEIK

CAAGTCCAACTGGTCCAGAGCGGTGCAGAAGTGAAGAAGCCCGGAGCGAGCGTGARAGTGTCCT
GCAAGGCTTCCGGGTACACCTTCTCCAACTACGGCATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCCGGGACA
GGGCCTGGAATGGATGGGGTGGATTTCCGCGTACAACGGCAATACGAACTACGCTCAGAAGTTC
CAGGGTAGAGTGACCATGACTAGGAACACCTCCATTTCCACCGCCTACATGGAACTGTCCTCCC
TGCGGAGCGAGGACACCGCCGIGTACTATIGCGCCCGGGGACCATACTACTACTACATGGATGT
CTGGGGGAAGGGGACTATGGTCACCGTIGTCATCCGCCTCGGGAGGCGGCGGATCAGGAGGACGE
GCCTCTGGTGGTGGAGGATCGGAGATCGTGATGACCCAGAGCCCTCTCTCCTTGCCCGTGACTC
CTGGGGAGCCCGCATCCATTTCATGCCGGAGCTCCCAGTCACTTCTCTACTCCAACGGCTATAA
CTACGTGGATTGGTACCTCCAAAAGCCGGGCCAGAGCCCGCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCG
AACAGGGCCAGCGGAGTGCCTGACCGGTTCTCCGGGTCGGGAAGCGGGACCGACTTCAAGCTGC
AAATCTCGAGAGTGGAGGCCGAGGACGTGGGAATCTACTACTGTATGCAGGGCCGCCAGTTTCC
GTACTCGTTCGGACAGGGCACCAAAGTGGARATCAAG

140



Nombre/Descripcion

139102-aa de VH

139102-aa de VL

139102- aa del CAR completo

139102- nt del CAR completo

139104
139104-aa del dominio scFv

SEQ
ID NO:

172

173

174

175

176

ES2948 133 T3

Secuencia

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTESNYGITWVRQAPGQGLEWMGWISAYNGNTNYAQKF
QGRVIMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGPYYYYMDVWGKGIMVIVSS

EIVMIQSPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLYSNGYNYVDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVP
DRFSGSGSGTIDFKLQISRVEAEDVGIYYCMQGRQEFPYSFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTEFSNYGITWVRQAPGQ
GLEWMGWISAYNGNTNYAQKFQGRVIMIRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGPYYYYMDV
WGKGTMVTIVSSASGGGGSGGRASGGGGSEIVMTQSPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLYSNGYN
YVDWYLOQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFKLQISRVEAEDVGIYYCMQGRQFEFP
YSEGQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPL
AGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFS
RSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAE
AYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTCCAACTGGTCCAGAGCGGTGCAGAAGTGAAGAAGCCCGGAGCGAGCGTGAAAGTGTCCTG
CAAGGCTTCCGGGTACACCTTCTCCAACTACGGCATCACTTGGGTGCGCCAGGCCCCGGGACAG
GGCCTGGAATGGATGGGGTGGATTTCCGCGTACAACGGCAATACGAACTACGCTCAGAAGTTCC
AGGGTAGAGTGACCATGACTAGGAACACCTCCATTTCCACCGCCTACATGGAACTGTCCTCCCT
GCGGAGCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGCGCCCGGGGACCATACTACTACTACATGGATGTIC
TGGGGGAAGGGGACTATGGTCACCGTGTICATCCGCCTCGGGAGGCGGCGGATCAGGAGGACGLG
CCTCTGGTGGTGGAGGATCGGAGATCGTGATGACCCAGAGCCCTCICTICCTIGCCCGTGACTCC
TGGGGAGCCCGCATCCATTICATGCCGGAGCTCCCAGTCACTICTICTACTCCAACGGCTATARC
TACGTGGATTGGTACCTCCAAAAGCCGGGCCAGAGCCCGCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCGA
ACAGGGCCAGCGGAGTGCCTGACCGGTTICTCCGGGTCGGGAAGCGGGACCGACTTCAAGCTGCA
AATCTCGAGAGTGGAGGCCGAGGACGTGGGAATCTACTACTGTATGCAGGGCCGCCAGTTTCCG
TACTCGTTCGGACAGGGCACCAAAGTGGARAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCA
CCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTICTGTICCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGE
TGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTG

GCTGGTACTTGCGGGGTCCTIGCTGCTITTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGA
AGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGA
CGGCTGTITCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGC
CGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTIG
GTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGARATGGGCGGGAA
GCCGCGCAGARAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAARAAGGATAAGATGGCAGAA
GCCTATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACC
AGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCG
G
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Nombre/Descripcion

139104-nt del dominio scFv

139104-aa de VH

139104-aa de VL

139104- aa del CAR completo

139104- nt del CAR completo

SEQ
ID NO:

177

178

179

180

181

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGEFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGOGTTVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSEIVLTQSPATLSVSPGESATLSCRASQSVSSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRASGIPD
RESGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYGSSLTFGGGTKVEIK

GAAGTGCAATTGCTCGAAACTGGAGGAGGTCTGGTGCAACCTGGAGGATCACTTCGCCTGTCCT
GCGCCGTGTCGGGCTTTGCCCTGTCCRAACCATGGAATGAGCTGGGTCCGCCGCGCGCCGGGGAA
GGGCCTCGAATGGGTGTCCGGCATCGTCTACTCCGGCTCCACCTACTACGCCGCGTCCGTGAAG
GGCCGGTTCACGATTTCACGGGACAACTCGCGGAACACCCTGTACCTCCAAATGAATTCCCTITC
GGCCGGAGGATACTGCCATCTACTACTGCTCCGCCCACGGTGGCGAATCCGACGTCTGGGGECA
GGGAACCACCGTGACCGTGTCCAGCGCGTCCGGGGGAGGAGGAAGCGGGGGTAGAGCATCGGGT
GGAGGCGGATCAGAGATCGTGCTGACCCAGTCCCCCGCCACCTTGAGCGTGTCACCAGGAGAGT
CCGCCACCCTGTCATGCCGCGCCAGCCAGTCCGTGTCCTCCAACCTGGCTTGGTACCAGCAGAA
GCCGGGGCAGGCCCCTAGACTCCTGATCTATGGGGCGTCGACCCGGGCATCTGGAATTCCCGAT
AGGTTCAGCGGATCGGGCTCGGGCACTGACTTCACTCTGACCATCTCCTCGCTGCAAGCCGAGG
ACGTGGCTGTGTACTACTGTCAGCAGTACGGAAGCTCCCTGACTTTCGGTGGCGGGACCARAGT
CGAGATTAAG

EVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTIVIVSS

EIVLTQSPATLSVSPGESATLSCRASQSVSSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRASGIPDRESG
SGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYGSSLTFGGGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGRFTISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GTTVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSEIVLTQSPATLSVSPGESATLSCRASQSVSSNLAWYQQK
PGQAPRLLIYGASTRASGIPDRFSGSGSGTIDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYGSSLTEGGGTKV
EIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLL
SLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKE SRSADAPAYK
QGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKG
ERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion

139106

139106-aa del dominio scFv

139106-nt del dominio scFv

139106-aa de VH

139106-aa de VL

139106- aa del CAR completo

SEQ
ID NO:

182

183

184

185

186

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAATTGCTCGAAACTGGAGGAGGTCTGGTGCAACCTGGAGGATCACTTCGCCTGTCCTG
CGCCGTGTCGGGCTTTGCCCTGTCCAACCATGGAATGAGCTGGGTCCGCCGCGCGCCGGGGAAG
GGCCTCGAATGGGTGTCCGGCATCGTCTACTCCGGCTCCACCTACTACGCCGCGTCCGTGAAGG
GCCGGTTCACGATTTCACGGGACAACTCGCGGAACACCCTGTACCTCCAAATGAATTCCCTTCG
GCCGGAGGATACTGCCATCTACTACTGCTCCGCCCACGGTGGCGAATCCGACGTCTGGGGCCAG
GGAACCACCGTGACCGTGTCCAGCGCGTCCGGGGGAGGAGGAAGCGGGGGTAGAGCATCGGGTG
GAGGCGGATCAGAGATCGTGCTGACCCAGTCCCCCGCCACCTTGAGCGTGTCACCAGGAGAGTC
CGCCACCCTIGTCATGCCGCGCCAGCCAGTCCGTIGTCCTCCAACCTGGCTTGGTACCAGCAGAAG
CCGGGGCAGGCCCCTAGACTCCTGATCTATGGGGCGTCGACCCGGGCATCTGGAATTCCCGATA
GGTTCAGCGGATCGGGCTCGGGCACTGACTTCACTCTGACCATCTCCTCGCTGCAAGCCGAGGA
CGTGGCTGTGTACTACTGTCAGCAGTACGGAAGCTCCCTIGACTTITCGGTGGCGGGACCARAGTC
GAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGT
CTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCT
TGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTT
TCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGCAAC
CCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGA
GGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAG
CAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGG
ACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGG
CCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAAAGGG
GAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACA
CCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSEIVMIQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSKLAWYQQKPGQAPRLLMYGASIRATGIPD
RESGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQYGSSSWTFGQGTKVEIK

GAAGTGCAATTGGTGGAARACTGGAGGAGGACT TGTGCAACCTGGAGGATCAT TGAGACTGAGCT
GCGCAGTGTCGGGATTCGCCCTGAGCAACCATGGAATGTCCTGGGTCAGAAGGGCCCCTGGAAA
AGGCCTCGAATGGGTGTCAGGGATCGTGTACTCCGGTTCCACTTACTACGCCGCCTCCGTGAAG
GGGCGCTTCACTATCTCACGGGATAACTCCCGCAATACCCTGTACCTCCAAATGAACAGCCTIGE
GGCCGGAGGATACCGCCATCTACTACTGTITCCGCCCACGGTGGAGAGTICTGACGTCTGGGGCCA
GGGAACTACCGTGACCGTGTCCTICCGCGTCCGGCGGTGGAGGGAGCGGCGGCCGCGCCAGLGGL
GGCGGAGGCTCCGAGATCGTGATGACCCAGAGCCCCGCTACTCTGTCGGTGTCGCCCGGAGAAA
GGGCGACCCTGTCCTGCCGGGCGTCGCAGTCCGTGAGCAGCAAGCTGGCTTGGTACCAGCAGAA
GCCGGGCCAGGCACCACGCCTGCTTATGTACGGTGCCTCCATTCGGGCCACCGGAATCCCGGAC
CGGTTCTCGGGGTCGGGGTCCGGTACCGAGTTCACACTGACCATTICCTCGCTCGAGCCCGAGG
ACTTTGCCGTCTATTACTGCCAGCAGTACGGCTCCTCCTCATGGACGTTCGGCCAGGGGACCAA
GGTCGAAATCAAG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRL3CAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTALYYCSAHGGESDVWGQGTTVIVSS

EIVMIQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSKLAWYQQKPGQAPRLLMYGASIRATGIPDRESG
SGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQYGSSSWTFGQGTKVEIK
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Nombre/Descripcion

139106- nt del CAR completo

139107

139107-aa del dominio scFv

139107-nt del dominio scFv

SEQ
ID NO:

187

188

189

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGREFTISRDNSRNTLYLOQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GITVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSKLAWYQQOK
PGQAPRLLMYGASIRATGIPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQYGSSSWIFGQGTK
VEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLL
LSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAATTGGTGGAAACTGGAGGAGGACTTGTGCAACCTGGAGGATCATTGAGACTGAGCTG
CGCAGTGTCGGGATTCGCCCTGAGCAACCATGGAATGTCCTGGGTCAGAAGGGCCCCTGGAARA
GGCCTCGAATGGGTGTCAGGGATCGTGTACTCCGGTTCCACTTACTACGCCGCCTCCGTGAAGG
GGCGCTTCACTATCTCACGGGATAACTCCCGCAATACCCTGTACCTCCAAATGAACAGCCTGCG
GCCGGAGGATACCGCCATCTACTACTGTTCCGCCCACGGTGGAGAGTCTGACGTCTGGGGCCAG
GGAACTACCGTGACCGTGTCCTCCGCGTCCGGCGGTGGAGGGAGCGGCGGCCGCGCCAGCGGLG
GCGGAGGCTCCGAGATCGTGATGACCCAGAGCCCCGCTACTCTGTCGGTGTCGCCCGGAGARAG
GGCGACCCTGTICCTGCCGGGCGTCGCAGTCCGTGAGCAGCAAGCTGGCTTGGTACCAGCAGAAG
CCGGGCCAGGCACCACGCCTGCTTATGTACGGTGCCTCCATTCGGGCCACCGGAATCCCGGACTC
GGTTCTCGGGGTCGGGGTCCGGTACCGAGTTCACACTGACCATTTCCTCGCTCGAGCCCGAGGA
CTTTGCCGTCTATTACTGCCAGCAGTACGGCTCCTCCTCATGGACGTTCGGCCAGGGGACCAAG
GTCGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCC
AGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGG
TCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTG
CTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGC
AACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGA
GGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTAC
AAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGC
TGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGA
GGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAARA
GGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLVETGGGVVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVUWGQGTTVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSTNLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIP
DRESGGGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPPWIFGQGTKVEIK

GAAGTGCAATTGGTGGAGACTGGAGGAGGAGTGGTGCAACCTGGAGGAAGCCTGAGACTGTCAT
GCGCGGTGTCGGGCTTCGCCCTCTCCAACCACGGAATGTCCTGGGTCCGCCGGGCCCCTGGGAA
AGGACTTGAATGGGTIGTCCGGCATCGTGTACTCGGGTTCCACCTACTACGCGGCCTCAGTGARG
GGCCGGTTTACTATTAGCCGCGACAACTCCAGAAACACACTGTACCTCCAAATGAACTCGCTIGE
GGCCGGAAGATACCGCTATCTACTACTGCTCCGCCCATGGGGGAGAGTCGGACGTCTGGGGACA
GGGCACCACTGTCACTGTGTCCAGCGCTTCCGGCGGTGGTGGAAGCGGGGGACGGGCCTCAGGA
GGCGGTGGCAGCGAGATTGTGCTGACCCAGTCCCCCGGGACCCTGAGCCTGTCCCCGGGAGARA

GGGCCACCCTCTCCTGTCGGGCATCCCAGTCCGTGGGGTCTACTAACCTTGCATGGTACCAGCA
GAAGCCCGGCCAGGCCCCTCGCCTGCTGATCTACGACGCGTCCAATAGAGCCACCGGCATCCCG
GATCGCTTCAGCGGAGGCGGATCGGGCACCGACTTCACCCTCACCATTICAAGGCTGGAACCGG
AGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTATGGTTCGTCCCCACCCTGGACGTTCGGCCAGGG
GACTAAGGTCGAGATCAAG

144



Nombre/Descripcion

139107-aa de VH

139107-aa de VL

139107- aa del CAR completo

139107- nt del CAR completo

139108

139108-aa del dominio scFv

139108-nt del dominio scFv

SEQ
ID NO:

190

191

192

193

194

195

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLVETGGGVVQPGGSLRL3CAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSTNLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPDRES
GGGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPPWTFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGVVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGRFTISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GITVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSTNLAWYQQ
KPGQAPRLLIYDASNRATGIPDREFSGGGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPPWTEFGQG
TKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGV
LLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAP
AYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIG
MKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAATTGGTGGAGACTGGAGGAGGAGTGGTGCAACCTGGAGGAAGCCTGAGACTGTCATG
CGCGGTGTCGGGCTTCGCCCTCTCCAACCACGGAATGTCCTGGGTCCGCCGGGCCCCTGGGARA
GGACTTGAATGGGTGTCCGGCATCGTGTACTCGGGTTCCACCTACTACGCGGCCTCAGTGAAGG
GCCGGTTTACTATTAGCCGCGACAACTCCAGAAACACACTGTACCTCCAAATGAACTCGCTGCG
GCCGGAAGATACCGCTATCTACTACTGCTCCGCCCATGGGGGAGAGTCGGACGTCTGGGGACAG
GGCACCACTGTCACTGTGTCCAGCGCTTCCGGCGGTGGTGGAAGCGGGGGACGGGCCTCAGGAG
GCGGTGGCAGCGAGATTGTGCTGACCCAGTCCCCCGGGACCCTGAGCCTGTCCCCGGGAGAAAG
GGCCACCCTICTCCTGTCGGGCATCCCAGTCCGTGGGGTCTACTAACCTTGCATGGTACCAGCAG
AAGCCCGGCCAGGCCCCTCGCCTGCTGATCTACGACGCGTCCAATAGAGCCACCGGCATCCCGG
ATCGCTTCAGCGGAGGCGGATCGGGCACCGACTTCACCCTCACCATTTCAAGGCTGGAACCGGA
GGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTATGGTTCGTCCCCACCCTGGACGTTCGGCCAGGGG
ACTAAGGTCGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCG
CCTCCCAGCCTICTGICCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATAC
CCGGGGTCITGACTTICGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTC
CTGCTGCTTITCACTCGTGATCACTCTTITACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCT
TTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTT
CCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCA
GCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACG
ACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGARAGAATCC
CCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGT
ATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCA
CCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETESDY YMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSV
KGRE'TISRDNAKNS LYLOMNSLRAEDTAVYYCARESGDGMDVWGQGTTVTVSSASGGGGSGGRA
SGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGV
PSRE'SGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQSYTLAFGQGTKVDIK
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Nombre/Descripcion

139108-aa de VH

139108-aa de VL

139108- aa del CAR completo

139108- nt del CAR completo

SEQ
ID NO:

196

197

198

199

ES2948 133 T3

Secuencia

CAAGTGCAACTCGTGGAATCTGGTGGAGGACTCGTGAAACCTGGAGGATCATTGAGACTGTCAT
GCGCGGCCTCGGGATTCACGTTCTCCGATTACTACATGAGCTGGATTCGCCAGGCTCCGGGGAA
GGGACTGGAATGGGIGTCCTACATTTCCTCATCCGGCTCCACCATCTACTACGCGGACTCCGTIG
AAGGGGAGATTCACCATTAGCCGCGATAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTTCAGATGAACTCCC
TGCGGGCTGAAGATACTGCCGTCTACTACTGCGCAAGGGAGAGCGGAGATGGGATGGACGTCTG
GGGACAGGGTACCACTGTGACCGTGTCGTCGGCCTCCGGCGGAGGGGGTTCGGGTGGAAGGGLC
AGCGGCGGCGGAGGCAGCGACATCCAGATGACCCAGTCCCCCTCATCGCTGTCCGCCTCCGTGG
GCGACCGCGTCACCATCACATGCCGGGCCTCACAGTCGATCTCCTCCTACCTCAATTGGTATCA
GCAGAAGCCCGGAAAGGCCCCTAAGCTTCTGATCTACGCAGCGTCCTCCCTGCAATCCGGGGTC
CCATCTCGGTTCTCCGGCTCGGGCAGCGGTACCGACTTCACTCTGACCATCTCGAGCCTGCAGE
CGGAGGACTTCGCCACTTACTACTGTCAGCAAAGCTACACCCTCGCGTITTIGGCCAGGGCACCAA
AGTGGACATCAAG

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETE'SDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSV
KGRE'TISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARESGDGMDVWGQGTTVIVSS

DIQMIQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRESG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYTLAFGQGTKVDIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGK
GLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARESGDGMDVW
GQGTTVTIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQ
QKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYTLAFGQGTK
VDIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLL
LSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAACTCGTGGAATCTGGTGGAGGACTCGTGAAACCTGGAGGATCATTGAGACTGTCATG
CGCGGCCTCGGGATTCACGTTCTCCGATTACTACATGAGCTGGATTCGCCAGGCTCCGGGGAAG
GGACTGGAATGGGTGTCCTACATTTCCTCATCCGGCTCCACCATCTACTACGCGGACTCCGTGA
AGGGGAGATTCACCATTAGCCGCGATAACGCCAAGAACAGCCTGTACCTTCAGATGAACTCCCT
GCGGGCTGAAGATACTGCCGTCTACTACTGCGCAAGGGAGAGCGGAGATGGGATGGACGTCTGG
GGACAGGGTACCACTGTGACCGTGTCGTCGGCCTCCGGCGGAGGGGGTTCGGGTGGAAGGGCCA
GCGGCGGCGGAGGCAGCGACATCCAGATGACCCAGTICCCCCICATCGCTGTCCGCCTCCGTGGG
CGACCGCGTCACCATCACATGCCGGGCCTCACAGTCGATCTCCTCCTACCTCAATTGGTATCAG
CAGAAGCCCGGAAAGGCCCCTAAGCTTICTGATCTACGCAGCGTCCTCCCTGCAATCCGGGGTCC
CATCTCGGTITCTCCGGCTCGGGCAGCGGTACCGACTTCACTCTGACCATCTCGAGCCTGCAGCC
GGAGGACTTCGCCACTTACTACTGTCAGCAAAGCTACACCCTCGCGTTTGGCCAGGGCACCARA
GTGGACATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCC
AGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGG
TCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTG
CTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGC
AACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGA
GGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTAC
AAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGC
TGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGA
GGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAARA
GGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

139109
139109-aa del dominio scFv 200

139109-nt del dominio scFv 201

139109-aa de VH 202

139109-aa de VL 203

139109- aa del CAR completo (204

139109- nt del CAR completo |205

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPS
RESGSGSGTIDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPYTFGQGTKVEIK

GAAGTGCAATTGGTGGAATCAGGGGGAGGACT TGTGCAGCCTGGAGGATCGCTGAGACTGTCAT
GTGCCGTGTCCGGCTITTGCCCTGTCCAACCACGGGATGTCCTGGGTCCGCCGCGCGCCTGGARA
GGGCCTCGAATGGGTIGTCGGGTATTGTGTACAGCGGTAGCACCTACTATGCCGCATCCGTGAAG
GGGAGATTCACCATCAGCCGGGACAACTCCAGGAACACTCTGTACCTCCAAATGAATTCGCTGA
GGCCAGAGGACACTGCCATCTACTACTGCTCCGCGCATGGCGGAGAGTCCGACGTCTGGGGACA
GGGGACCACCGTGACCGTGTICTAGCGCGTCCGGCGGAGGCGGCAGCGGGGGTCGGGCATCAGGG
GGCGGCGGATCGGACATCCAGCLICACCCAGICCCCGAGCLICGLIGICCGCCICCGLIGGGAGALTC
GGGTCACCATCACGTIGCCGCGCCAGCCAGTCGATTTCCTICCTACCTGAACTGGTACCAACAGAA
GCCCGGAAAAGCCCCGAAGCTTCTCATCTACGCCGCCTCGAGCCTGCAGTCAGGAGTGCCCTCA
CGGTTCTCCGGCTCCGGTTCCGGTACTGATTTCACCCTGACCATTTCCTCCCTGCAACCGGAGG
ACTTCGCTACTTACTACTGCCAGCAGTCGTACTCCACCCCCTACACTTTCGGACAAGGCACCAA
GGTCGAAATCAAG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTIVIVSS

DIQLTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRESG
SGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPYTFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGREFTISRDNSRNTLYLOQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GITVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVTIITCRASQSISSYLNWYQQOK
PGKAPKLLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPYTEFGQGTK
VEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLL
LSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SETIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCG
AAGTGCAATTGGTGGAATCAGGGGGAGGACTTGTGCAGCCTGGAGGATCGCTGAGACTGTCATG
TGCCGTGTCCGGCTTTGCCCTGTCCAACCACGGGATGTCCTGGGTCCGCCGCGCGCCTGGARAG
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

139110
139110-aa del dominio scFv 206

139110-nt del dominio scFv 207

139110-aa de VH 208

139110-aa de VL 209

139110- aa del CAR completo (210

ES2948 133 T3

Secuencia

GGCCTCGAATGGGTGTCGGGTATTGTGTACAGCGGTAGCACCTACTATGCCGCATCCGTGAAGG
GGAGATTCACCATCAGCCGGGACAACTCCAGGAACACTCTGTACCTCCAAATGAATTCGCTGAG
GCCAGAGGACACTGCCATCTACTACTGCTCCGCGCATGGCGGAGAGTCCGACGTCTGGGGACAG
GGGACCACCGTGACCGTGTCTAGCGCGTCCGGCGGAGGCGGCAGCGGGGGTCGGGCATCAGGGG
GCGGCGGATCGGACATCCAGCTCACCCAGTCCCCGAGCTCGCTGTCCGCCTCCGTGGGAGATCG
GGTCACCATCACGTGCCGCGCCAGCCAGTCGATTTCCTCCTACCTGAACTGGTACCAACAGAAG
CCCGGAAAAGCCCCGAAGCTTCTCATCTACGCCGCCTCGAGCCTGCAGTCAGGAGTGCCCTCAC
GGTTCTCCGGCTCCGGTTCCGGTACTGATTTCACCCTGACCATTTCCTCCCTGCAACCGGAGGA
CTTCGCTACTTACTACTGCCAGCAGTCGTACTCCACCCCCTACACTTTCGGACAAGGCACCAAG
GTCGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCC
AGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGG
TCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTG
CTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGC
AACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGA
GGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTAC
AAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGC
TGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGARAGAATCCCCAAGA
GGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGARA
GGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGETESDY YMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGNTIYYADSV
KGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSTMVREDYWGQOGTLVTVSSASGGGGSGGRA
SGGGGSDIVLTQSPLSLPVILGOPASISCKSSESLVHNSGKTYLNWEHQRPGQSPRRLIYEVSN
RDSGVPDRETGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPGTFGQGTKLEIK

CAAGTGCAACTGGTGCAAAGCGGAGGAGGATTGGTCAAACCCGGAGGAAGCCTGAGACTGTCAT
GCGCGGCCTCTGGATTCACCTTCTCCGATTACTACATGTCATGGATCAGACAGGCCCCGGGGAA
GGGCCTCGAATGGGTGTCCTACATCTCGTCCTCCGGGAACACCATCTACTACGCCGACAGCGTG
AAGGGCCGCTTTACCATTTCCCGCGACAACGCAAAGAACTCGCTGTACCTTCAGATGAATTCCC
TGCGGGCTGAAGATACCGCGGTGTACTATTGCGCCCGGTCCACTATGGTCCGGGAGGACTACTG
GGGACAGGGCACACTCGTGACCGTGTCCAGCGCGAGCGGGGGTGGAGGCAGCGGTGGACGCGLT
TCCGGCGGCGGCGGTTCAGACATCGTGCTGACTCAGTCGCCCCTGTCGCTGCCGGTCACCCTGG
GCCAACCGGCCTCAATTAGCTGCAAGTCCTCGGAGAGCCTGGTGCACAACTCAGGAAAGACTTA
CCTGAACTGGTTCCATCAGCGGCCTGGACAGTCCCCACGGAGGCTCATCTATGAAGTGTCCAAC
AGGGATTCGGGGGTGCCCGACCGCTTCACTGGCTCCGGGTCCGGCACCGACTTCACCTTGARAAA
TCTCCAGAGTGGRAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGTATGCAGGGTACCCACTGGCCTGG
AACCTTTGGACAAGGAACTAAGCTCGAGATTAAG

QVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGETE'SDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGNTIYYADSV
KGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARSTMVREDYWGQGTLVTVSS

DIVLTQSPLSLPVILGQPASISCKSSESLVHNSGKTYLNWEHQRPGQSPRRLIYEV3INRDSGVP
DRETGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPGTFGQGTKLEIK
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Nombre/Descripcion

SEQ
ID NO:

139110- nt del CAR completo 211

139112

139112-aa del dominio scFv

139112-nt del dominio scFv

212

213

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGE TFSDYYMSWIRQAPGK
GLEWVSYISSSGNTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARSTMVREDYW
GOGTLVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIVLTQSPLSLPVILGQPASISCKSSESLVINSGKTY
LNWFHQRPGQSPRRLIYEVSNRDSGVPDREFTGSGSGTDETLKISRVEAEDVGVYYCMQGTHWPG
TFGQGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQP LSLRPEACRPAAGGAVATRGLDFACDIYIWAPLA
GTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAACTGGTGCAAAGCGGAGGAGGATTGGTCAAACCCGGAGGAAGCCTGAGACTGTCATG
CGCGGCCTCTGGATTCACCTTICTCCGATTACTACATGTCATGGATCAGACAGGCCCCGGGGAAG
GGCCTCGAATGGGTGTCCTACATCTCGTCCTCCGGGAACACCATCTACTACGCCGACAGCGTGA
AGGGCCGCTTTACCATTTCCCGCGACAACGCAARAGAACTCGCTGTACCTTCAGATGAATTCCCT
GCGGGCTGAAGATACCGCGGTGTACTATTGCGCCCGGTCCACTATGGTCCGGGAGGACTACTGG
GGACAGGGCACACTCGTGACCGTGTCCAGCGCGAGCGGGGGTGGAGGCAGCGGTGGACGCGLCT
CCGGCGGCGGCGGTTCAGACATCGTGCTGACTCAGTCGCCCCTGTCGCTGCCGGTCACCCTGEG
CCAACCGGCCTCAATTAGCTGCAAGTCCTCGGAGAGCCTGGTGCACAACTCAGGAAAGACTTAC
CTGAACTGGTTCCATCAGCGGCCTGGACAGTCCCCACGGAGGCTCATCTATGAAGTGTCCAACA
GGGATTCGGGGGTGCCCGACCGCTTCACTGGCTCCGGGTCCGGCACCGACTTCACCTTGAAAAT
CTCCAGAGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTGTACTACTGTATGCAGGGTACCCACTGGCCTGGA
ACCTTTGGACAAGGAACTAAGCTCGAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCC
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG

TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCT
GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTITAAGCAACCCTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGC
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTITGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGLCC
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGEFALSNHCGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGOGTTVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSDIRLTQOSPSPLSASVGDRVIITCQASEDINKELNWYHOTPGKAPKLLIYDASTLQTGVPS
RESGSGSGTIDFTLTINSLOQPEDIGTYYCQQYESLPLTFGGGTKVEIK

CAAGTGCAACTCGTGGAATCTGGTGGAGGACTCGTGCAACCCGGTGGAAGCCTTAGGCTGTCGT
GCGCCGTCAGCGGGTTTGCTCTGAGCRAACCATGGAATGTCCTGGGTCCGCCGGGCACCGGGAAA
AGGGCTGGAATGGGTGTCCGGCATCGTGTACAGCGGGTCAACCTATTACGCCGCGTCCGTGAAG
GGCAGATTCACTATCTCAAGAGACAACAGCCGGAACACCCTIGTACTTGCAAATGAATTCCCTIGE
GCCCCGAGGACACCGCCATCTACTACTGCTCCGCCCACGGAGGAGAGTCGGACGTGTGGEGECA
GGGAACGACTGTGACTGTGTCCAGCGCATCAGGAGGGGGTGGTTCGGGCGGCCGGGCCTCGGGG
GGAGGAGGTTCCGACATTCGGCTGACCCAGTCCCCGTCCCCACTGTCGGCCTCCGTCGGCGALCC
GCGTGACCATCACTTGTCAGGCGTCCGAGGACATTAACAAGTTCCTGAACTGGTACCACCAGAC
CCCTGGAAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACGATGCCTCGACCCTTCAAACTGGAGTGCCTAGC
CGGTTCTCCGGGTCCGGCTCCGGCACTGATTTCACTCTGACCATCAACTCATTGCAGCCGGAAG
ATATCGGGACCTACTATTGCCAGCAGTACGAATCCCTCCCGCTCACATTCGGCGGGGGAACCAA
GGTCGAGATTAAG

149



Nombre/Descripcion

139112-aa de VH

139112-aa de VL

139112- aa del CAR completo

139112- nt del CAR completo

139113

139113-aa del dominio scFv

139113-nt del dominio scFv

SEQ
ID NO:

214

215

216

217

218

219

ES2948 133 T3

Secuencia

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLICAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVTVSS

DIRLTQSPSPLSASVGDRVIITCQASEDINKFLNWYHQTPGKAPKLLIYDASTLQTGVPSRESG
SGSGTDFTLTINSLQPEDIGTYYCQQYESLPLTFGGGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGREFTISRDNSRNTLYLOQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GITVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSDIRLTQSPSPLSASVGDRVIITCQASEDINKEFLNWYHQT
PGKAPKLLIYDASTLQTGVPSREFSGSGSGTDFTLTINSLOQPEDIGTYYCQQYESLPLTEFGGGTK
VEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLL
LSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAACTCGTGGAATCTGGTGGAGGACTCGTGCAACCCGGTGGAAGCCTTAGGCTGTCGTG
CGCCGTCAGCGGGTTTGCTCTGAGCAACCATGGAATGTCCTGGGTCCGCCGGGCACCGGGAARA
GGGCTGGAATGGGTGTCCGGCATCGTGTACAGCGGGTCAACCTATTACGCCGCGTCCGTGAAGG
GCAGATTCACTATCTCAAGAGACAACAGCCGGAACACCCTGTACTTGCAAATGAATTCCCTGCG
CCCCGAGGACACCGCCATCTACTACTGCTCCGCCCACGGAGGAGAGTCGGACGTGTGGGGCCAG
GGAACGACTGTGACTGTGTCCAGCGCATCAGGAGGGGGTGGTTCGGGCGGCCGGGCCTCGGGEG
GAGGAGGTTCCGACATTCGGCTGACCCAGTCCCCGTCCCCACTGTCGGCCTCCGTCGGCGACCG
CGTGACCATCACTTGTCAGGCGTCCGAGGACATTAACAAGTTCCTGAACTGGTACCACCAGACC
CCTGGAAAGGCCCCCAAGCTGCTGATCTACGATGCCTCGACCCTTCAAACTGGAGTGCCTAGCC
GGTTCTCCGGGTCCGGCTCCGGCACTGATTTCACTCTGACCATCAACTCATTGCAGCCGGAAGA
TATCGGGACCTACTATTGCCAGCAGTACGAATCCCTCCCGCTCACATTCGGCGGGGGAACCARG
GTCGAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCC
AGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGG
TCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTG
CTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGC
AACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGA
GGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTAC
AAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGC
TGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGA
GGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAARA
GGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVIVSSASGGGGSGGRASG
GGGSETTLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVGSNLAWYQQKPGQGPRLLIYGASTRATGIPA
RESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFAVYYCQQYNDWLPVTFGQGTKVEIK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

139113-aa de VH 220

139113-aa de VL 221

139113- aa del CAR completo |222

139113- nt del CAR completo (223

ES2948 133 T3

Secuencia

GAAGTGCAATTGGTGGAAACTGGAGGAGGACTTGTGCAACCTGGAGGATCATTGCGGCTCTCAT
GCGCTGTCTCCGGCTTCGCCCTGTCARATCACGGGATGTCGTGGGTCAGACGGGCCCCGGGAAA
GGGTCTGGAATGGGTGTCGGGGATTGTGTACAGCGGCTCCACCTACTACGCCGCTTCGGTCAAG
GGCCGCTTCACTATTTCACGGGACAACAGCCGCAACACCCTICTATCTGCAAATGAACTCICTICC
GCCCGGAGGATACCGCCATCTACTACTGCTCCGCACACGGCGGCGAATCCGACGTGTGGGGALCA
GGGAACCACTGTCACCGTGTCGTCCGCATCCGGTGGCGGAGGATCGGGTGGCCGGGCCTCCGGG
GGCGGCGGCAGCGAGACTACCCTGACCCAGTCCCCTGCCACTCTGTCCGTGAGCCCGGGAGAGA
GAGCCACCCTTAGCTGCCGGGCCAGCCAGAGCGTGGGCTCCAACCTGGCCTGGTACCAGCAGAA
GCCAGGACAGGGTCCCAGGCTGCTGATCTACGGAGCCTCCACTCGCGCGACCGGCATCCCCGLG
AGGTTCTCCGGGTCGGGTTCCGGGACCGAGTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTCCAACCGGAGG
ACTTCGCGGTGTACTACTGTCAGCAGTACAACGATTGGCTGCCCGTGACATTTGGACAGGGGAL
GAAGGTGGAAATCAAA

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTALYYCSAHGGESDVWGQGTTVIVSS

ETTLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVGSNLAWYQQKPGQGPRLLIYGASTRATGIPARESG
SGSGTEFTLTISSLOPEDFAVYYCQQYNDWLPVTEGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGRFTISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GITVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSETTLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVGSNLAWYQQOK
PGQGPRLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDFAVYYCQQYNDWLPVTEGQGT
KVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVL
LLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKF SRSADAPA
YKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGM
KGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAATTGGTGGAAACTGGAGGAGGACTTGTGCAACCTGGAGGATCATTGCGGCTCTCATG
CGCTGTCTCCGGCTTCGCCCTGTCARATCACGGGATGTCGTGGGTCAGACGGGCCCCGGGAAAG
GGTCTGGAATGGGTGTCGGGGATTGTGTACAGCGGCTCCACCTACTACGCCGCTTCGGTCAAGG
GCCGCTTCACTATTTICACGGGACAACAGCCGCAACACCCTCTATCTGCAAATGAACTCTCTICCG
CCCGGAGGATACCGCCATCTACTACTGCTCCGCACACGGCGGCGAATCCGACGTGTGGGGACAG
GGAACCACTGTCACCGTGTCGTCCGCATCCGGTGGCGGAGGATCGGGTGGCCGGGCCTCCGGEG
GCGGCGGCAGCGAGACTACCCTGACCCAGTCCCCTGCCACTCTGTCCGTGAGCCCGGGAGAGAG
AGCCACCCTTAGCTGCCGGGCCAGCCAGAGCGTGGGCTCCAACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAG
CCAGGACAGGGTCCCAGGCTGCTGATCTACGGAGCCTCCACTCGCGCGACCGGCATCCCCGCGA
GGTTCTCCGGGTCGGGTTCCGGGACCGAGTTCACCCTGACCATCTCCTCCCTCCAACCGGAGGA
CTTCGCGGTGTACTACTGTCAGCAGTACAACGATTGGCTGCCCGTGACATTTGGACAGGGGACG
AAGGTGGAAATCAAAACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCT
CCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCG
GGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTG
CTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTA
AGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCC
AGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGLCC
TACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTITGGTCGGAGAGAGGAGTACGACG
TGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCA
AGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATG
AAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCA
AGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

139114
139114-aa del dominio scFv 224

139114-nt del dominio scFv 225

139114-aa de VH 226

139114-aa de VL 227

139114- aa del CAR completo |228

139114- nt del CAR completo |229

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLQMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVIVS SASGGGGSGGRASG
GGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGSSSLAWYQOKPGOAPRLLMYGASSRASGIP
DRESGSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYAGSPPFTFGQGTKVEIK

GAAGTGCAATTGGTGGAATCTGGTGGAGGACTTGTGCAACCTGGAGGATCACTGAGACTGTCAT
GCGCGGTGTCCGGTTTTGCCCTGAGCAATCATGGGATGTCGTGGGTCCGGCGCGCCCCCGGARA
GGGTCTIGGAATGGGTGTCGGGTATCGTCTACTCCGGGAGCACTTACTACGCCGCGAGCGTGARG
GGCCGCTTCACCATTTCCCGCGATAACTCCCGCAACACCCTGTACTTIGCARATGAACTCGCTCC
GGCCTGAGGACACTGCCATCTACTACTGCTCCGCACACGGAGGAGAATCCGACGTGTGGGGCCA
GGGAACTACCGTGACCGTCAGCAGCGCCTCCGGCGGCEGGGGGCTCAGGCGGACGGGCTAGLGEE
GGCGGTGGCTCCGAGATCGTGCTGACCCAGTCGCCTGGCACTCTCTCGCTGAGCCCCGGGGAAA

GGGCAACCCTGTCCTGTCGGGCCAGCCAGTCCATTGGATCATCCTCCCTCGCCTGGTATCAGCA
GAAACCGGGACAGGCTCCGCGGCTGCTTATGTATGGGGCCAGCTCAAGAGCCTCCGGCATTCCC
GACCGGTTCICCGGGTICCGGTTCCGGCACCGATTTCACCCTGACTATCTCGAGGCTGGAGCCAG
AGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTACGCGGGGTCCCCGCCGTTCACGTTCGGACAGGG
AACCAAGGTCGAGATCAAG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGKGLEWVSGIVYSGSTYYAASVK
GRETISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQGTTVTIVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGSSSLAWYQQKPGQAPRLLMYGASSRASGIPDRE'S
GSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYAGSPPETFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFALSNHGMSWVRRAPGK
GLEWVSGIVYSGSTYYAASVKGRFTISRDNSRNTLYLOMNSLRPEDTAIYYCSAHGGESDVWGQ
GITVIVSSASGGGGSGGRASGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIGSSSLAWYQQ
KPGQAPRLLMYGASSRASGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYAGSPPETEFGQG
TKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGV
LLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAP
AYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP EMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIG
MKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion

149362
149362-aa del dominio scFv

149362-nt del dominio scFv

149362-aa de VH

149362-aa de VL

149362-aa del

SEQ
ID NO:

230

231

232

233

234

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAATTGGTGGAATCTGGTGGAGGACTTGTGCAACCTGGAGGATCACTGAGACTGTCATG
CGCGGTGTCCGGTTTTGCCCTGAGCAATCATGGGATGTCGTGGGTCCGGCGCGCCCCCGGAAAG
GGTCTGGAATGGGTGTCGGGTATCGTCTACTCCGGGAGCACTTACTACGCCGCGAGCGTGAAGG
GCCGCTTCACCATTTCCCGCGATAACTCCCGCAACACCCTGTACTTGCAAATGAACTCGCTCCG
GCCTGAGGACACTGCCATCTACTACTGCTCCGCACACGGAGGAGAATCCGACGTGTGGGGCCAG
GGAACTACCGTGACCGTCAGCAGCGCCTCCGGCGGCGGGGGCTCAGGCGGACGGGCTAGCGGLG
GCGGTGGCTCCGAGATCGTGCTGACCCAGTCGCCTGGCACTCTCTCGCTGAGCCCCGGGGAAAG
GGCAACCCTIGTICCTGTCGGGCCAGCCAGTCCATTGGATCATCCTCCCTCGCCTGGTATCAGCAG
AAACCGGGACAGGCTCCGCGGCTGCTTATGTATGGGGCCAGCTCAAGAGCCTCCGGCATTCCCG
ACCGGTTCTCCGGGTCCGGTTCCGGCACCGATTTCACCCTGACTATCTCGAGGCTGGAGCCAGA
GGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTACGCGGGGTCCCCGCCGTTCACGTTCGGACAGGGA
ACCAAGGTCGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCG
CCTCCCAGCCTICTGICCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATAC
CCGGGGTCITGACTTICGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTC
CTGCTGCTTITCACTCGTGATCACTCTTITACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCT
TTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTT
CCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCA
GCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACG
ACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGARAGAATCC
CCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGT
ATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCA
CCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSYYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSAYYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARHWQEWPDAFDIWGQGTMVIVSSGGGGSGG
GGSGGGGSETTLTQSPAFMSATPGDKVIISCKASQDIDDAMNWYQOKPGEAPLEITIQSATSPVP
GIPPRFSGSGFGIDESLTINNIESEDAAYYFCLOHDNFPLTFGOGTKLEIK

CAAGTGCAGCTTCAGGAAAGCGGACCGGGCCTGGTCAAGCCATCCGAAACTCTCTCCCTGACTT
GCACTGTGTCTGGCGGTTCCATCTCATCGTCGTACTACTACTGGGGCTGGATTAGGCAGCCGLC
CGGAAAGGGACTGGAGTGGATCGGAAGCATCTACTATTCCGGCTCGGCGTACTACAACCCTAGC
CTCAAGTCGAGAGTGACCATCTCCGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTITTCCCTIGCGCCTGAGCT
CCGTGACCGCCGCTGACACCGCCGTIGTACTACTGTIGCTCGGCATIGGCAGGAATGGCCCGATGC
CTTCGACATITGGGGCCAGGGCACTATGGTCACTGTGTCATCCGGGGGTGGAGGCAGCGGGGGA
GGAGGGTCCGGGGGGGGAGGTTCAGAGACAACCTTGACCCAGTCACCCGCATTCATGTCCGCCA
CTCCGGGAGACAAGGTCATCATCTCGTGCAAAGCGTCCCAGGATATCGACGATGCCATGAATIG
GTACCAGCAGAAGCCTGGCGAAGCGCCGCTGTTCATTATCCAATCCGCAACCTCGCCCGTGCCT
GGAATCCCACCGCGGTTCAGCGGCAGCGGTTTCGGAACCGACTTITCCCTGACCATTAACAACA
TTGAGTCCGAGGACGCCGCCTACTACTTCTGCCTGCAACACGACAACTTCCCTCTCACGTTICGG
CCAGGGAACCAAGCTGGAARATCAAG

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSYYYWGWIRQPPCGKGLEWIGSIYYSGSAYYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARHWQEWPDAFDIWGQGTMVIVSS

ETTLTQSPAFMSATPGDKVIISCKASQDIDDAMNWYQQKPGEAPLEFIIQSATSPVPGIPPRESG
SGFGIDFSLTINNIESEDAAYYFCLQHDNFPLTFGQGTKLEIK
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Nombre/Descripcion

CAR completo

149362-nt del CAR completo

149363
149363-aa del dominio scFv

149363-nt del dominio scFv

SEQ
ID NO:

235

236

237

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCIVSGGSISSSYYYWGWIRQPP

GKGLEWIGSIYYSGSAYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCARHWQEWPDA
FDIWGQGTMVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSETTLTQSPAFMSATPGDKVIT SCKASQD IDDAMNW
YQQKPGEAPLFIIQSATSPVPGIPPRESGSGFGIDF SLTINNIESEDAAYYFCLQHDNEPLTEG
QOGTKLEIKITTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTC
GVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSAD
APAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSE
IGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAGCTTCAGGAAAGCGGACCGGGCCTGGTCAAGCCATCCGAAACTCTCTCCCTGACTTG
CACTGTGTICTGGCGGTTCCATCTCATCGTCGTACTACTACTGGGGCTGGATTAGGCAGCCGLCCC
GGAAAGGGACTGGAGTGGATCGGAAGCATCTACTATTCCGGCTCGGCGTACTACAACCCTAGCC
TCAAGTCGAGAGTGACCATCTCCGTGGATACCTCCAAGAACCAGTTTTCCCTGCGCCTGAGCTC
CGTGACCGCCGCTGACACCGCCGTGTACTACTGTGCTCGGCATTGGCAGGAATGGCCCGATGCC
TTCGACATTTGGGGCCAGGGCACTATGGTCACTGTGTCATCCGGGGGTGGAGGCAGCGGGGGAG
GAGGGTCCGGGGGGGGAGGTTCAGAGACAACCTTGACCCAGTCACCCGCATTCATGTCCGCCAC
TCCGGGAGACAAGGTCATCATCTCGTGCAAAGCGTCCCAGGATATCGACGATGCCATGAATTGG
TACCAGCAGAAGCCTGGCGAAGCGCCGCTGTTCATTATCCAATCCGCAACCTCGCCCGTGLCCTG
GAATCCCACCGCGGTTCAGCGGCAGCGGTTTCGGAACCGACTTTTCCCTGACCATTAACAACAT
TGAGTCCGAGGACGCCGCCTACTACTTCTGCCTGCAACACGACAACTTCCCTCTCACGTTCGGC
CAGGGAACCAAGCTGGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCALCCCCGGLTCCTA
CCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGT
GCATACCCGGGGTCTITGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGC
GGGGTCCTGCTGCTTITCACTCGTGATCACTCTITACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGT
ACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTIGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATG
CCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGAT
GCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGG
AGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGARATGGGCGGGAAGCCGCGCAGARA
GAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAG
ATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCA
CCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

VNLRESGPALVKPTQTLTLTCTESGFSLRTSGMCVSWIRQPPGKALEWLARIDWDEDKEYSTSL
KTRLTISKDTSDNQVVLRMTNMDPADTATYYCARSGAGGTSATAFDIWGP GTMVTVSSGGGGSG
GGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQDI YNNLAWFQLKPGSAPRSLMYAANKSQ
SGVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQHYYREFPYSFGOGTKLEIK

CAAGTCAATCTGCGCGAATCCGGCCCCGCCTTGGTCAAGCCTACCCAGACCCTCACTCTGACCT
GTACTTTCTICCGGCTITCTCCCTGCGGACTTCCGGGATGTGCGTGTCCTGGATCAGACAGCCTCC
GGGAAAGGCCCTGGAGTGGCTCGCTCGCATTGACTGGGATGAGGACAAGTTCTACTCCACCTCA
CTCAAGACCAGGCTGACCATCAGCAARAGATACCTCTGACAACCAAGTGGTGCTCCGCATGACCA
ACATGGACCCAGCCGACACTGCCACTTACTACTGCGCGAGGAGCGGAGCGGGCGGAACCTCCGC
CACCGCCTTCGATATTTGGGGCCCGGGTACCATGGTCACCGTGTCAAGCGGAGGAGGGGGGTCC
GGGGGCGGCGGTTCCGGGGGAGGCGGATCGGACATTCAGATGACTCAGTCACCATCGTCCCTGA
GCGCTAGCGTGGGCGACAGAGTGACAATCACTTGCCGGGCATCCCAGGACATCTATAACAACCT
TGCGTGGTTCCAGCTGAAGCCTGGTTCCGCACCGCGGTCACTTATGTACGCCGCCAACAAGAGC
CAGTCGGGAGTGCCGTCCCGGTTTTCCGGTTCGGCCTCGGGAACTGACTTCACCCTGACGATCT
CCAGCCTGCAACCCGAGGATTTCGCCACCTACTACTGCCAGCACTACTACCGCTTTCCCTACTC
GTTCGGACAGGGAACCAAGCTGGAAATCAAG
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QVNLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGESLRTSGMCVSWIRQPPGKALEWLARIDWDEDKFYSTS
LKTRLTISKDTSDNQVVLRMTNMDPADTATYYCARSGAGGTSATAFDIWGPGTMVTVSS

DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQDIYNNLAWEQLKPGSAPRSLMYAANKSQSGVPSRE'SG
SASGIDFTLTISSLQPEDFATYYCQHYYRFPYSFGQGTKLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVNLRESGPALVKPTQTLTLTCTEFSGESLRTSGMCVSWIRQPP
GKALEWLARIDWDEDKFYSTSLKTRLTISKDTSDNQVVLRMTNMDPADTATYYCARSGAGGTSA
TAFDIWGPGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIYNNL
AWFQLKPGSAPRSLMYAANKSQSGVPSRESGSASGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQHYYREPYS
FGQGTKLEIKTITTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAG
TCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRS
ADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY
SEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTCAATCTGCGCGAATCCGGCCCCGCCTTGGTCARGCCTACCCAGACCCTCACTCTGACCTG
TACTTTCTCCGGCTTCTCCCTGCGGACTTCCGGGATGTGCGTGTCCTGGATCAGACAGCCTCCG
GGAAAGGCCCTGGAGTGGCTCGCTCGCATTGACTGGGATGAGGACAAGTTCTACTCCACCTCAC

TCAAGACCAGGCTGACCATCAGCAAAGATACCTCTGACAACCAAGTGGTGCTCCGCATGACCAA
CATGGACCCAGCCGACACTGCCACTTACTACTGCGCGAGGAGCGGAGCGGGCGGAACCTCCGCC
ACCGCCTTCGATATTTGGGGCCCGGGTACCATGGTCACCGTGTCAAGCGGAGGAGGGGGGTCCG
GGGGCGGCGGTTCCGGGGGAGGCGGATCGGACATTCAGATGACTCAGTCACCATCGTCCCTGAG
CGCTAGCGTGGGCGACAGAGTGACAATCACTTGCCGGGCATCCCAGGACATCTATAACAACCTT
GCGTGGTTCCAGCTGAAGCCTGGTTCCGCACCGCGGTCACTTATGTACGCCGCCAACAAGAGCC
AGTCGGGAGTGCCGTCCCGGTITTTCCGGTTCGGCCTCGGGAACTGACTTCACCCTGACGATCTC
CAGCCTGCAACCCGAGGATTTCGCCACCTACTACTGCCAGCACTACTACCGCTTTCCCTACTCG
TTCGGACAGGGAACCAAGCTGGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCLCCGG
CTCCTACCATCGCCTICCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGG
GGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGT
ACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTITACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGC
TGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTG
TTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARATTCAGCCGCAGC
GCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGA
GAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGLG
CAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTAT
AGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAARAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGAC
TCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSV
KGRETISRDNAKNS LYLOMNSLRAEDTAVYYCAKTIAAVYAFDIWGQGTTVIVSSGGGGSGGGG
SGGGGSEIVLTQSPLSLPVIPEEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLOKPGQSPQLLIYLGSN
RASGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMOALQTPYTFGQGTKLEIK
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GAAGTGCAGCTTGTCGAATCCGGGGGGGGACT GGTCAAGCCGGGCGGATCACTGAGACTGTCCT
GCGCCGCGAGCGGCTTCACGTITCTCCTCCTACTCCATGRACTGGGTCCGCCAAGCCCCCGGGAA
GGGACTGGAATGGGTGTCCTCTATCTCCTCGTCGTCGTCCTACATCTACTACGCCGACTCCGTG
AAGGGAAGATTCACCATTTCCCGCGACAACGCAAAGAACTCACTGTACTTGCAAATGAACTCAC
TCCGGGCCGAAGATACTGCTIGIGTACTATIGCGCCAAGACTATTGCCGCCGTCTACGCTITICGA
CATCTGGGGCCAGGGAACCACCGTGACTGTIGTICGTICCGGTGGTGGTIGGCTCGGGCGGAGGAGGA
AGCGGCGGCGGGGGGTCCGAGATTGTGCTGACCCAGTCGCCACTGAGCCTCCCTGTGACCCCCG
AGGAACCCGCCAGCATCAGCTGCCGGTCCAGCCAGTCCCTGCTCCACTCCAACGGATACAATTA
CCTCGATTGGTACCTTCAGAAGCCTGGACAARAGCCCGCAGCTGCTCATCTACTTGGGATCARAC
CGCGCGTCAGGAGTGCCTGACCGGTTCTCCGGCTCGGGCAGCGGTACCGATTTCACCCTGARAA
TCTCCAGGGTGGAGGCAGAGGACGTGGGAGTGTATTACTGTATGCAGGCGCTGCAGACTCCGTA
CACATTTGGGCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAG

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETE'SSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSV
KGRE'TISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKTIAAVYAFDIWGQGTTVIVSS

EIVLTQSPLSLPVIPEEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVP
DRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPYTEFGQGTKLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGE TF SSYSMNWVRQAPGK
GLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKTIAAVYAFD
IWGQGTTVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPLSLPVIPEEPASISCRSSQSLLHSNGYNY
LDWYLOKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDREFSGSGSGTDEFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPY
TFGQGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQP LSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLA
GICGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTTGTCGAATCCGGGGGGGGACTGGTCAAGCCGGGCGGATCACTGAGACTGTCCTG
CGCCGCGAGCGGCTTCACGTTCTCCTCCTACTCCATGAACTGGGTCCGCCAAGCCCCCGGGAAG
GGACTGGAATGGGTGTCCTCTATCTCCTCGTCGTCGTCCTACATCTACTACGCCGACTCCGTGA
AGGGAAGATTCACCATTTCCCGCGACAACGCAAAGAACTCACTGTACTTGCAAATGAACTCACT
CCGGGCCGAAGATACTGCTGTGTACTATTGCGCCAAGACTATTGCCGCCGTCTACGCTTTCGAC
ATCTGGGGCCAGGGAACCACCGTGACTGTIGICGTCCGGTIGGTGGTGGCTCGGGCGGAGGAGGAA
GCGGCGGCGGGGGGTCCGAGATTGTGCTGACCCAGTCGCCACTGAGCCTCCCTGTGACCCCCGA
GGAACCCGCCAGCATCAGCTGCCGGTCCAGCCAGTCCCTIGCTCCACTCCAACGGATACAATTAC
CTICGATTGGTACCTITCAGARAGCCTGGACAAAGCCCGCAGCTGCTCATCTACTTGGGATCAAACC
GCGCGTCAGGAGTGCCTGACCGGTTCTCCGGCTCGGGCAGCGGTACCGATTTCACCCTGARAAAT
CTCCAGGGTGGAGGCAGAGGACGTGGGAGTGTATTACTGTATGCAGGCGCTGCAGACTCCGTAC
ACATTTGGGCAGGGCACCAAGCTGGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCT
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG
TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTICTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCT
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GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CTGTITCATGCCGGITCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGC
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTITGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGLCC
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSV
KGRETISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDLRGAFDIWGQGTIMVIVSSGGGGSGGGGSG
GGGSSYVLTQSPSVSAAPGYTATISCGGNNIGTKSVHWYQQKPGQAPLLVIRDDSVRPSKIPGR
FSGSNSGNMATLTISGVQAGDEADEYCQVWDSDSEHVVEGGGTKLTIVL

GAAGTCCAGCTCGTGGAGTCCGGCGGAGGCCTTGTGAAGCCTGGAGGTTCGCTGAGACTGTCCT
GCGCCGCCTCCGGCTITCACCTTCTCCGACTACTACATGTCCTGGATCAGACAGGCCCCGGGAAA
GGGCCTGGAATGGGTIGTCCTACATCTCGTICATCGGGCAGCACTATCTACTACGCGGACTCAGTG
AAGGGGCGGTTCACCATTTCCCGGGATAACGCGAAGAACTCGCTGTATCTGCAAATGAACTCAC
TGAGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGCGATCTCCGCGGGGCATTTGACATCTG
GGGACAGGGAACCATGGTCACAGTGTCCAGCGGAGGGGGAGGATCGGGTGGCGGAGGTTCCGGG
GGTGGAGGCTCCTCCTACGTGCTGACTCAGAGCCCAAGCGTCAGCGCTGCGCCCGGTTACACGG
CAACCATCTICCTGTGGCGGARACAACATTGGGACCAAGTCTGTGCACTGGTATCAGCAGAAGCC
GGGCCAAGCTCCCCIGTTGGTGATCCGCGATGACTCCGTGCGGCCTAGCARAATTCCGGGACGG
TTCTCCGGCTCCRACAGCGGCAATATGGCCACTCTCACCATCTCGGGAGTGCAGGCCGGAGATG
AAGCCGACTTCTACTIGCCRAGTICTGGGACTCAGACTCCGAGCATGTGGTGTTCGGGGGCGGARL
CAAGCTGACTGTGCTIC

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETE'SDYYMSWIRQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSV
KGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDLRGAFDIWGQGTMVTVSS

SYVLTQSPSVSAAPGYTATISCGGNNIGTKSVHWYQQOKPGQAPLLVIRDDSVRP SKIPGRESGS
NSGNMATLTISGVQAGDEADEYCQVWDSDSERVVEGGGTKLTVL

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGK
GLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDLRGAFDIW
GOGTMVTIVSSGGGGSGGGGSGGGGSSYVLTQSPSVSAAPGYTATISCGGNNIGTKSVHWY QQKP
GQAPLLVIRDDSVRPSKIPGRESGSNSGNMATLTISGVQAGDEADEFYCQVWDSDSEHVVEGGGT
KLTVLTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVL
LLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SRSADAPA
YKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGM
KGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

157



Nombre/Descripcion

149366
149366-aa del dominio scFv

149366-nt del dominio scFv

149366-aa de VH

149366-aa de VL

SEQ
ID NO:

254

255

256

257

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTCCAGCTCGTGGAGTCCGGCGGAGGCCTTGTGAAGCCTGGAGGTTCGCTGAGACTGTCCTG
CGCCGCCTCCGGCTTCACCTTCTCCGACTACTACATGTCCTGGATCAGACAGGCCCCGGGAAAG
GGCCTGGAATGGGTGTCCTACATCTCGTCATCGGGCAGCACTATCTACTACGCGGACTCAGTGA
AGGGGCGGTTCACCATTTCCCGGGATAACGCGAAGAACTCGCTGTATCTGCAAATGAACTCACT
GAGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGCGATCTCCGCGGGGCATTTGACATCTGG
GGACAGGGAACCATGGTCACAGTGTCCAGCGGAGGGGGAGGATCGGGTGGCGGAGGTTCCGGGEG
GTGGAGGCTCCTCCTACGTGCTGACTCAGAGCCCAAGCGTCAGCGCTGCGCCCGGTTACACGGL
AACCATCTCCTIGTGGCGGAAACAACATTGGGACCAAGTCTGTGCACTGGTATCAGCAGAAGCCG
GGCCAAGCTCCCCTGTTGGTGATCCGCGATGACTCCGTGCGGCCTAGCAARATTCCGGGACGGT
TCTCCGGCTCCAACAGCGGCAATATGGCCACTCTCACCATCTCGGGAGTGCAGGCCGGAGATGA
AGCCGACTTICTACTGCCAAGTCTGGGACTCAGACTCCGAGCATGTGGTGTTCGGGGGCGGAACC
AAGCTGACTGTGCTCACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCT
CCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCG
GGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTIG
CTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTA
AGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCC
AGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCC
TACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACG
TGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCA
AGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATG
AAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCA
AGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKPSGYTVISHYIHWVRRAPGQGLEWMGMINPSGGVTAYSQTL
QGRVIMTSDTSSSTVYMELSSLRSEDTAMYYCAREGSGSGWYFDEWGRGTLVIVSSGGGGSGGG

GSGGGGSSYVLTQPPSVSVSPGOTASITCSGDGLSKKYVSWYQOKAGOSPVVLISRDKERPSGI
PDRE'SGSNSADTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDDTTVVE'GGGTKLIVL

CAAGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGGGCCGAAGT CAAGAAGCCGGGAGCCTCCGTGAAAGTGTCCT
GCAAGCCTTCGGGATACACCGTGACCTCCCACTACATTCATTGGGTCCGCCGCGCCCCCGGLCA
AGGACTCGAGTGGATGGGCATGATCAACCCTAGCGGCGGAGTGACCGCGTACAGCCAGACGCTG
CAGGGACGCGTGACTATGACCTCGGATACCTCCTCCTCCACCGTCTATATGGAACTGTCCAGCC
TGCGGTCCGAGGATACCGCCATGTACTACTGCGCCCGGGAAGGATCAGGCTCCGGGTGGTATTT
CCGACTTCTGGGGAAGAGGCACCCTCGTGACTGTGTCATCTGGGGGAGGGGGTTCCGGTGGTGGC
GGATCGGGAGGAGGCGGTTCATCCTACGTGCTGACCCAGCCACCCTCCGTGTCCGTGAGCCCCG
GCCAGACTGCATCGATTACATGTAGCGGCGACGGCCTCTCCAAGARATACGTGTICGTGGTACCA
GCAGAAGGCCGGACAGAGCCCGGTGGTGCTGATCTCAAGAGATAAGGAGCGGCCTAGCGGAATC
CCGGACAGGTTCTCGGGTTCCAACTCCGCGGACACTGCTACTCTGACCATCTCGGGGACCCAGG
CTATGGACGAAGCCGATTACTACTGCCAAGCCTGGGACGACACTACTGTCGIGTITIGGAGGGGG
CACCAAGTTGACCGTCCTT

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKPSGYTVISHYIHWVRRAPGQGLEWMGMINPSGGVTAYSQTL
QGRVIMTSDTSSSTVYMELSSLRSEDTAMYYCAREGSGSGWYFDEWGRGTLVIVSS

SYVLTQPPSVSVSPGQTASITCSGDGLSKKYVSWYQQKAGQSPVVLISRDKERPSGIPDRESGS
NSADTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDDTTVVEGGGTKLTVL
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MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKPSGYTVTSHYTIHWVRRAPGQ
GLEWMGMINP SGGVTAYSQTLQGRVIMTSDTSSSTVYMELSSLRSEDTAMYYCAREGSGSGWYF
DEWGRGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSSYVLTQPP SVSVSPGOTASITCSGDGLSKKYVSWYQ
QKAGQSPVVLISRDKERPSGIPDREFSGSNSADTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDDTTVVEGGG
TKLTVLTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGV
LLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSADAP
AYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRENPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIG
MKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAGCTGGTGCAGAGCGGGGCCGAAGTCAAGAAGCCGGGAGCCTCCGTGAAAGTGTCCTG
CAAGCCTTCGGGATACACCGTGACCTCCCACTACATTCATTGGGTCCGCCGCGCCCCCGGCCAA
GGACTCGAGTGGATGGGCATGATCAACCCTAGCGGCGGAGTGACCGCGTACAGCCAGACGCTGLC
AGGGACGCGTGACTATGACCTCGGATACCTCCTCCTCCACCGTCTATATGGAACTGTCCAGCCT
GCGGTCCGAGGATACCGCCATGTACTACTGCGCCCGGGAAGGATCAGGCTCCGGGTGGTATTIC
GACTTCTGGGGAAGAGGCACCCTCGTGACTGTGTCATCTGGGGGAGGGGGTTCCGGTGGTGGCG
GATCGGGAGGAGGCGGTTCATCCTACGTGCTGACCCAGCCACCCTCCGTGTCCGTGAGCCCCGG
CCAGACTGCATCGATTACATGTAGCGGCGACGGCCTCTCCAAGAAATACGTGTCGTGGTACCAG
CAGAAGGCCGGACAGAGCCCGGTGGTGCTGATCTCAAGAGATAAGGAGCGGCCTAGCGGAATCC
CGGACAGGTTCTCGGGTTCCAACTCCGCGGACACTGCTACTCTGACCATCTCGGGGACCCAGGL
TATGGACGAAGCCGATTACTACTGCCAAGCCTGGGACGACACTACTGTCGTGTTTGGAGGGGGC
ACCAAGTTGACCGTCCTTACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCG
CCTCCCAGCCTICTGTICCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATAC
CCGGGGTCTITGACTTICGCCTGCGATATCTACATTITGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTC
CTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCT
TTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTT
CCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCA
GCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACG
ACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCC
CCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGT
ATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCA
CCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCIVSGGSISSGCYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARAGIAARLRGAFDIWGQGTMVTVSSGGGGS
GGGGSGGGGSDIVMTQSPSSVSASVGDRVIITCRASQGIRNWLAWY QQKP GKAPNLLIYAASNL
QSGVPSRESGSGSGADFTLTISSLQPEDVATYYCQKYNSAPFTFGPGTKVDIK

CAAGTGCAGCTTCAGGAGAGCGGCCCGGGACTCGTGAAGCCGTCCCAGACCCTGTCCCTGACTT
GCACCGTGTCGGGAGGAAGCATCTCGAGCGGAGGCTACTATTGGTCGTGGATTCGGCAGCACCC
TGGAAAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTACTACTCCGGCTCGACCTACTACAACCCATCG
CTGAAGTCCAGAGTGACAATCTCAGTGGACACGTCCAAGAATCAGTTCAGCCTGAAGCTICICTT
CCGTGACTGCGGCCGACACCGCCGTGTACTACTGCGCACGCGCTGGAATTGCCGCCCGGCTGAG
GGGTGCCTTCGACATTTGGGGACAGGGCACCATGGTCACCGTGTCCTCCGGCGGCGGAGGTTCC
GGGGGTGGAGGCTCAGGAGGAGGGGGGTCCGACATCGTCATGACTCAGTCGCCCTCAAGCGTCA
GCGCGTCCGTCGGGGACAGAGTGATCATCACCTGTCGGGCGTCCCAGGGAATTCGCAACTGGCT
GGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGAARAGGCCCCCAACCTGTTGATCTACGCCGCCTCARAACCTC
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Nombre/Descripcion

149367-aa de VH

149367-aa de VL

149367-aa del CAR completo

149367-nt del CAR completo

149368
149368-aa del dominio scFv

SEQ
ID NO:

262

263

264

265

266

ES2948 133 T3

Secuencia

CAATCCGGGGTGCCGAGCCGCTTCAGCGGCTCCGGTTCGGGTGCCGATTTCACTCTGACCATCT
CCTCCCTGCAACCTGAAGATGTIGGCTACCTACTACTGCCARAAGTACAACTCCGCACCTTTITAC
TTTCGGACCGGGGACCAAAGTGGACATTAAG

QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGYYWSWIRQHPGKGLEWIGYIYYSGSTYYNPS
LKSRVTISVDTSKNQESLKLSSVTAADTAVYYCARAGIAARLRGAFDIWGQGTMVTIVSS

DIVMTQSPSSVSASVGDRVIITCRASQGIRNWLAWYQQKPGKAPNLLIYAASNLOSGVPSRESG
SGSGADFTLTISSLOPEDVATYYCOKYNSAPFTFGPGTKVDIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQiQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGYYWSWIRQHP
GKGLEWIGYIYYSGSTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARAGIAARLR
GAFDIWGQGTMVTIVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPSSVSASVGDRVIITCRASQGIRNWL
AWYQOKPGKAPNLLIYAASNLOSGVP SRESGSGSGADFTLTISSLQPEDVATYYCQKYNSAPET
FGPGTKVDIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAG
TCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRS
ADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY
SEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAGCTTCAGGAGAGCGGCCCGGGACTCGTGAAGCCGTCCCAGACCCTGTCCCTGACTTG
CACCGTGTCGGGAGGAAGCATCTCGAGCGGAGGCTACTATTGGTCGTGGATTCGGCAGCACCCT
GGAAAGGGCCTGGAATGGATCGGCTACATCTACTACTCCGGCTCGACCTACTACAACCCATCGC
TGAAGTCCAGAGTGACAATCTCAGTGGACACGTCCAAGAATCAGTTCAGCCTGAAGCTCTICTTIC
CGTGACTGCGGCCGACACCGCCGTGTACTACTGCGCACGCGCTGGAATTGCCGCCCGGCTGAGG
GGTGCCTTCGACATTTGGGGACAGGGCACCATGGTCACCGTGTCCTCCGGCGGCGGAGGTTCCG
GGGGTGGAGGCTCAGGAGGAGGGGGGTCCGACATCGTCATGACTCAGICGCCCTCAAGCGTCAG
CGCGTCCGTCGGGGACAGAGTGATCATCACCTGTCGGGCGTCCCAGGGAATTCGCAACTGGCTG
GCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGAAAGGCCCCCAACCTGTTGATCTACGCCGCCTCAAACCTCC
AATCCGGGGTGCCGAGCCGCTTCAGCGGCTCCGGTTCGGGTGCCGATTTCACTCTGACCATCTC
CTCCCTGCAACCTGAAGATGTGGCTACCTACTACTGCCAAAAGTACAACTCCGCACCTTTTACT
TTCGGACCGGGGACCAAAGTGGACATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGG
CTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGG
GGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTICGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGT
ACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGC
TGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTG
TTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGC
GCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGA
GAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCG
CAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTAT
AGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGAC
TCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISWVRQAPGOGLEWMGGIIPIFGTANYAQKE
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRGGYQLLRWDVGLLRSAFDIWGQGIMVTVS
SGGGGESGGGEESGEGGSSYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLVLY
GKNNRPSGVPDRESGSRSGITASLTITGAQAEDEADYYCSSRDSSGDHLRVEGTIGTKVIVL
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Nombre/Descripcion

149368-nt del dominio scFv

149368-aa de VH

149368-aa de VL

SEQ
ID NO:

267

268

269

149368-aa del CAR completo |270

149368-nt del CAR completo

271

ES2948 133 T3

Secuencia

CAAGTGCAGCTGGTCCAGTCGGGCGCCGAGGT CAAGAAGCCCGGGAGCTCTGTGARAGTGTCCT
GCAAGGCCTCCGGGGGCACCTTTAGCTCCTACGCCATCTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCA
AGGCCTGGAGTGGATGGGGGGAATTATCCCTATCTTCGGCACTGCCAACTACGCCCAGAAGTTC
CAGGGACGCGTGACCATTACCGCGGACGAATCCACCTCCACCGCTTATATGGAGCTGTCCAGCT
TGCGCTCGGAAGATACCGCCGIGTACTACTGCGCCCGGAGGGGTGGATACCAGCTGCTGAGATG
GGACGTGGGCCTCCTGCGGTCGGCGTTCGACATCTGGGGCCAGGGCACTATGGTCACTGIGTICC
AGCGGAGGAGGCGGATCGGGAGGCGGCGGATCAGGGGGAGGCGGTTCCAGCTACGTGCTTACTC
AACCCCCTTCGGTGTCCGTGGCCCCGGGACAGACCGCCAGAATCACTTGCGGAGGAAACAACAT
TGGGTCCAAGAGCGTGCATTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCCCCTGTGCTGGTGCTCTAC
GGGAAGAACAATCGGCCCAGCGGAGTGCCGGACAGGTTCTCGGGTTCACGCTCCGGTACAACCG
CTTCACTGACTATCACCGGGGCCCAGGCAGAGGATGAAGCGGACTACTACTGTICCTCCCGGGA
TTCATCCGGCGACCACCTCCGGGTGTTCGGAACCGGAACGAAGGTCACCGTIGCTG

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAI SWVRQAPGQGLEWMGGIIPTIFGTANYAQKE
QGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRGGYQLLRWDVGLLRSAFDIWGQGTIMVTVS
S

SYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNIGSKSVHWYQQKPGQAPVLVLYGKNNRP SGVPDREFSGS
RSGTTASLTITGAQAEDEADYYCSSRDSSGDHLRVFGTGTKVTIVL

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTESSYAISWVRQAPGQ
GLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARRGGYQLLRW
DVGLLRSAFDIWGOGTMVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSSYVLTQPPSVSVAPGQTARITCGGNNI

GSKSVHWYQQKPGQAPVLVLYGKNNRPSGVPDRESGSRSGTTASLTITGAQAEDEADYYCSSRD
SSGDHLRVEFGIGTKVIVLTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI
YIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCE
LRVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKP RRKNPQEGLYNELQ
KDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion

149369
149369-aa del dominio scFv

149369-nt del dominio scFv

149369-aa de VH

149369-aa de VL

149369-aa del CAR completo

SEQ
ID NO:

272

273

274

275

276

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAGCTGGTCCAGTCGGGCGCCGAGGTCAAGAAGCCCGGGAGCTCTGTGAAAGTGTCCTG
CAAGGCCTCCGGGGGCACCTTTAGCTCCTACGCCATCTCCTGGGTCCGCCAAGCACCGGGTCAA
GGCCTGGAGTGGATGGGGGGAATTATCCCTATCTTCGGCACTGCCAACTACGCCCAGAAGTTICC
AGGGACGCGTGACCATTACCGCGGACGAATCCACCTCCACCGCTTATATGGAGCTGTCCAGCTT
GCGCTCGGAAGATACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGGAGGGGTGGATACCAGCTGCTGAGATGG
GACGTGGGCCTCCTGCGGTCGGCGTTCGACATCTGGGGCCAGGGCACTATGGTCACTGTGTCCA
GCGGAGGAGGCGGATCGGGAGGCGGCGGATCAGGGGGAGGCGGTTCCAGCTACGTGCTTACTCA
ACCCCCTTCGGTGTCCGTGGCCCCGGGACAGACCGCCAGAATCACTTGCGGAGGAAACAACATT
GGGTCCAAGAGCGTGCATTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCCCCTGTGCTGGTGCTCTACG
GGAAGAACAATCGGCCCAGCGGAGTGCCGGACAGGTTCTCGGGTTCACGCTCCGGTACAACCGL
TTCACTGACTATCACCGGGGCCCAGGCAGAGGATGAAGCGGACTACTACTGTTCCTCCCGGGAT
TCATCCGGCGACCACCTCCGGGTGTTCGGAACCGGAACGAAGGTCACCGTGCTGACCACTACCC
CAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGA
GGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATC
TACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTT
ACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCA
GACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAA
CTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCT
ACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGA
CCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGARAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAA
AAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTIGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAG
GCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACAT
GCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWYSEFYA
ISLKSRITIINPDTSKNQFSLQLKSVIPEDTAVYYCARSSPEGLELYWEDPWGQGTLVTVSSGGD
GSGGGGSGGGGSSSELTQDPAVSVALGQTIRI TCQGDSLGNY YATWYQQKPGQAPVLVIYGTNN
RPSGIPDRFSASSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGHHLLEGTGTKVTIVL

GAAGTGCAGCTCCAACAGTCAGGACCGGGGCTCGTGAAGCCATCCCAGACCCTGTCCCTGACTT
GTGCCATCTICGGGAGATAGCGTGTCATCGAACTCCGCCGCCTGGAACTGGATTCGGCAGAGCCC
GTCCCGCGGACTGGAGTGGCTTGGAAGGACCTACTACCGGTCCAAGTGGTACTCTTICTACGCG
ATCTCGCTGAAGTCCCGCATTATCATTAACCCTGATACCTCCAAGAATCAGTTCTCCCTCCAAC
TGAAATCCGTCACCCCCGAGGACACAGCAGTGTATTACTGCGCACGGAGCAGCCCCGAAGGACT
GTTCCTGTATTGGTTTGACCCCTGGGGCCAGGGGACTCTTGTGACCGTGTCGAGCGGCGGAGAT
GGGTCCGGTGGCGGTGGTTCGGGGGGCGGCGGATCATCATCCGAACTGACCCAGGACCCGGLTG
TGTCCGTGGCGCTGGGACAAACCATCCGCATTACGTGCCAGGGAGACTCCCTGGGCAACTACTA
CGCCACTIGGITACCAGCAGAAGCCGGGCCAAGCCCCLIGLIGIIGGICATCIACGGGACCAACAAC
AGACCTTCCGGCATCCCCGACCGGTTCAGCGCTTCGTCCTCCGGCAACACTGCCAGCCTGACCA
TCACTGGAGCGCAGGCCGAAGATGAGGCCGACTACTACTGCAACAGCAGAGACTCCTCGGGTCA
TCACCTCTITGTTCGGAACTGGAACCAAGGTCACCGTGCTG

EVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWYSEYA
ISLKSRITINPDTSKNQFSLQLKSVIPEDTAVYYCARSSPEGLELYWEDPWGQGTLVTVSS

SSELTQDPAVSVALGQTIRITCQGDSLGNYYATWYQQKPGQAPVLVIYGTNNRPSGIPDRESAS
SSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGHHLLEGTGTKVIVL
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

149369-nt del CAR completo |277

BCMA_EBB-C1978-A4

BCMA_EBB-C1978-A4 - aa del | 278
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1978-A4 - nt del | 279
dominio scFv

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSP
SRGLEWLGRIYYRSKWYSFYAISLKSRIIINPDTSKNQEFSLQLKSVIPEDTAVYYCARSSPEGL
FLYWFDPWGQGTLVTIVSSGGDGSGGGGSGGGGSSSELTQDPAVSVALGQTIRITCQGDSLGNYY
ATWYQQKPGQAPVLVIYGTNNRPSGIPDREFSASSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSRDSSGH
HLLFGTGTKVIVLTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAP
LAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPEMRPVQTTQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKE
SRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP QEGLYNELQKDKMA
EAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTCCAACAGTCAGGACCGGGGCTCGTGAAGCCATCCCAGACCCTGTCCCTGACTTG
TGCCATCTCGGGAGATAGCGTGTCATCGAACTCCGCCGCCTGGAACTGGATTCGGCAGAGCCCG
TCCCGCGGACTGGAGTGGCTTGGAAGGACCTACTACCGGTICCAAGTGGTACTCTTITCTACGCGA
TCTCGCTGAAGTCCCGCATTATCATTAACCCTGATACCTCCAAGAATCAGTTCTCCCTCCAACT

GAAATCCGTCACCCCCGAGGACACAGCAGTGTATTACTGCGCACGGAGCAGCCCCGAAGGACTG
TTCCTGTATTGGTTTGACCCCTGGGGCCAGGGGACTCTTGTGACCGTGTCGAGCGGCGGAGATG
GGTCCGGTGGCGGTGGTTCGGGGGGCGGCGGATCATCATCCGAACTGACCCAGGACCCGGCTGT
GTCCGTGGCGCTGGGACAAACCATCCGCATTACGTGCCAGGGAGACTCCCTGGGCAACTACTAC
GCCACTTGGTACCAGCAGAAGCCGGGCCAAGCCCCTGTGTTGGTCATCTACGGGACCAACAACA
GACCTTCCGGCATCCCCGACCGGTTCAGCGCTTCGTCCTCCGGCAACACTGCCAGCCTGACCAT
CACTGGAGCGCAGGCCGAAGATGAGGCCGACTACTACTGCAACAGCAGAGACTCCTCGGGTCAT
CACCTCTTGTTCGGAACTGGAACCAAGGTCACCGTGCTGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCAC
CCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGL
AGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTICTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCT
CTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTC
GGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGA
GGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTC
AGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATC
TTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGG
GAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCA
GAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGT
ACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTICTTCACATGCAGGCCCTGCCGEC
TCGG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVEGSGSLDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSEIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSAYLAWYQQKPGQPPRLLISGASTRATGI
PDRFGGSGSGTIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSENGSSLETFGQGTRLEIK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1978-A4 - aa de |280
VH

BCMA_EBB-C1978-A4 - aa de |281
VL

BCMA_EBB-C1978-A4 - aa del | 282
CART completo

BCMA_EBB-C1978-A4 - nt del | 283
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

GAAGTGCAGCTCGTGGAGTCAGGAGGCGGCCTGGTCCAGCCGGGAGGGTCCCTTAGACTGTCAT
GCGCCGCAAGCGGATTCACTTTCTCCTCCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAAGCCCCCGGAAA
GGGACTGGAATGGGIGTCCGCCATCTCGGGGTCTGGAGGCTCAACTTACTACGCTGACTCCGIG
AAGGGACGGTTCACCATTAGCCGCGACAACTCCAAGAACACCCTCTACCTCCAAATGAACTCCC
TGCGGGCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGCCAAAGTGGAAGGTTCAGGATCGCTGGACTA
CTGGGGACAGGGTACTCTCGTGACCGTGTCATCGGGCGGAGGAGGTTCCGGCGGETGGCGGLTCC
GGCGGCGGAGGGTCGGAGATCGTGATGACCCAGAGCCCTGGTACTCTGAGCCTTTCGCCGGGAG
AAAGGGCCACCCTGTCCTGCCGCGCTTCCCAATCCGTGTCCTCCGCGTACTTGGCGTGGTACCA
GCAGAAGCCGGGACAGCCCCCTCGGCTGCTGATCAGCGGGGCCAGCACCCGGGCAACCGGAATC
CCAGACAGATTCGGGGGTTCCGGCAGCGGCACAGATTTCACCCTGACTATTICGAGGTTGGAGC
CCGAGGACTTTGCGGTGTATTACTGTCAGCACTACGGGTICGTICCTITAATGGCTCCAGCCTGTT
CACGTTCGGACAGGGGACCCGCCTGGAAATCAAG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVEGSGSLDYWGQGTLVTIVSS

EIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSAYLAWYQOKPGQPPRLLISGASTRATGIPDREG
GSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSENGSSLETEGQGTRLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKVEGSGSLDY
WGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVS SAYLAWYQ
QKPGQPPRLLISGASTRATGIPDRFGGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSENGSSLE
TFGQGTRLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQP LSLRPEACRPAAGGAVHATRGLDFACDIYIWAPLA
GTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTCGTGGAGTCAGGAGGCGGCCTGGTCCAGCCGGGAGGGTCCCTTAGACTGTCATG
CGCCGCAAGCGGATTCACTTTCTCCTCCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAAGCCCCCGGAAAG
GGACTGGAATGGGTGTCCGCCATCTCGGGGTCTGGAGGCTCAACTTACTACGCTGACTCCGTGA
AGGGACGGTTCACCATTAGCCGCGACAACTCCAAGAACACCCTCTACCTCCAAATGAACTCCCT
GCGGGCCGAGGATACCGCCGTCTACTACTGCGCCAAAGTGGAAGGTTCAGGATCGCTGGACTAC
TGGGGACAGGGTACTCTCGTGACCGTGTCATCGGGCGGAGGAGGTTCCGGCGGTGGCGGCTCCG
GCGGCGGAGGGTCGGAGATCGTGATGACCCAGAGCCCTGGTACTCTGAGCCTTTICGCCGGGAGA
AAGGGCCACCCTGTCCTGCCGCGCTTCCCAATCCGTGTCCTCCGCGTACTTGGCGTGGTACCAG
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Nombre/Descripcion SEQ

ID NO:

BCMA_EBB-C1978-G1

BCMA_EBB-C1978-G1 - aa del | 284
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1978-G1 - nt del | 285
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1978-G1 - aa de |286
VH

BCMA_EBB-C1978-G1 - aa de |287
VL

BCMA_EBB-C1978-G1 - aa del | 288
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

CAGAAGCCGGGACAGCCCCCTCGGCTGCTGATCAGCGGGGCCAGCACCCGGGCAACCGGAATCC
CAGACAGATTCGGGGGTTCCGGCAGCGGCACAGATTTCACCCTGACTATTTCGAGGTTGGAGCC
CGAGGACTTTGCGGTGTATTACTGTCAGCACTACGGGTCGTCCTTTAATGGCTCCAGCCTGTTIC
ACGTTCGGACAGGGGACCCGCCTGGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCT
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG
TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCT
GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTITTAAGCAACCCTTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGL
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCT
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGITESRYPMSWVRQAPGKGLEWVSGISDSGVSTY
YADSAKGRFTISRDNSKNTLFLQMSSLRDEDTAVYYCVTRAGSEASDIWGQGTMVTVS
SGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSNSLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAILY YCQQFGTSSGLTFGGGTKL
EIK

GAAGTGCAACTGGTGGAAACCGGTGGCGGCCTGGTGCAGCCTGGAGGATCATTGAGGCTGTCAT
GCGCGGCCAGCGGTATTACCTTCTCCCGGTACCCCATGTCCTGGGTCAGACAGGCCCCGGGGAA
AGGGCTTGAATGGGTGTCCGGGATCTCGGACTCCGGTGTCAGCACTTACTACGCCGACTCCGCC
AAGGGACGCTTCACCATTTCCCGGGACAACTCGAAGAACACCCTGTTCCTCCAAATGAGCTCCC
TCCGGGACGAGGATACTGCAGTGTACTACTGCGTGACCCGCGCCGGGTCCGAGGCGTCTGACAT
TTGGGGACAGGGCACTATGGTCACCGTGTCGTCCGGCGGAGGGGGCTCGGGAGGCGGTGGCAGL
GGAGGAGGAGGGTCCGAGATCGTGCTGACCCAATCCCCGGCCACCCTCTCGCTGAGCCCTGGAG
AAAGGGCAACCTTGTCCTGTCGCGCGAGCCAGTCCGTGAGCAACTCCCTGGCCTGGTACCAGCA
GAAGCCCGGACAGGCTCCGAGACTTCTGATCTACGACGCTTCGAGCCGGGCCACTGGAATCCCC
GACCGCTTITTCGGGGTCCGGCTCAGGRAACCGATTTCACCCTGACAATCTCACGGCTGGAGCCAG
AGGATTTCGCCATCTATTACTGCCAGCAGTITCGGTACTTCCTCCGGCCTGACTTICGGAGGCGG
CACGAAGCTCGAARATCAAG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGITESRYPMSWVRQAPGKGLEWVSGISDSGVSTYYADSA
KGRETISRDNSKNTLE'LOMS SLRDEDTAVYYCVTRAGSEASD IWGQGTIMVTIVSS

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSNSLAWYQQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPDRESG
SGSGIDFTLTISRLEPEDFALIYYCQQFGTSSGLTEGGGTKLEIK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1978-G1 - nt del | 289
CART completo

BCMA_EBB-C1979-C1

BCMA_EBB-C1979-C1 - aa del | 290
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1979-C1 - nt del | 291
dominio ScFv

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGITFSRYPMSWVR
QAPGKGLEWVSGISDSGVSTYYADSAKGRFTISRDNSKNTLFLQMSSLRDEDTAVYYCV
TRAGSEASDIWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSC
RASQSVSNSLAWYQQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
IYYCQOFGTSSGLTFGGGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHT
RGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGC
SCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPE
MGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDT
YDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAACTGGTGGAAACCGGTGGCGGCCTGGTGCAGCCTGGAGGATCATTGAGGCTGTCATG
CGCGGCCAGCGGTATTACCTTCTCCCGGTACCCCATGTCCTGGGTCAGACAGGCCCCGGGGARA
GGGCTTGAATGGGTGTCCGGGATCTCGGACTCCGGTGTCAGCACTTACTACGCCGACTCCGCCA
AGGGACGCTTCACCATTTCCCGGGACAACTCGAAGAACACCCTGTTCCTCCAAATGAGCTCCCT
CCGGGACGAGGATACTGCAGTGTACTACTGCGTGACCCGCGCCGGGTCCGAGGCGTCTGACATT
TGGGGACAGGGCACTATGGTCACCGTGTCGTCCGGCGGAGGGGGCTCGGGAGGCGGTGGCAGCG
GAGGAGGAGGGTCCGAGATCGTGCTGACCCAATCCCCGGCCACCCTCTCGCTGAGCCCTGGAGA
AAGGGCAACCTTGTCCTGTCGCGCGAGCCAGTCCGTGAGCAACTCCCTGGCCTGGTACCAGCAG
AAGCCCGGACAGGCTCCGAGACTTCTGATCTACGACGCTTCGAGCCGGGCCACTGGAATCCCCG
ACCGCTTTTCGGGGTCCGGCTCAGGAACCGATTTCACCCTGACAATCTCACGGCTGGAGCCAGA
GGATTTCGCCATCTATTACTGCCAGCAGTTCGGTACTTCCTCCGGCCTGACTTTCGGAGGCGGL
ACGAAGCTCGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCG

CCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATAC
CCGGGGICTTGACTTICGCCTGCGATATCTACATTIGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTC
CTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCT
TTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTT
CCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGARATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCA
GCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACG
ACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCC
CCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGT
ATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGLCCA
CCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRE'TISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTATYYCARATYKRELRYYYGMDVWGQGTMVTVSSGGGG
SGGGGSGGGGSEIVMTQSPGTVSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGAS
SRATGIPDRESGSGSGTIDFTLTISRLEPEDSAVYYCQQYHSSPSWTFGQGTRLEIK

CAAGTGCAGCTCGTGGAATCGGGTGGCGGACTGGTGCAGCCGGGGGGCTCACTTAGACTGTCCT
GCGCGGCCAGCGGATTCACTTITCTCCTCCTACGCCATGTCCTGGGTCAGACAGGCCCCTGGAAA
GGGCCTGGAATGGGTGTCCGCAATCAGCGGCAGCGGCGGCTCGACCTATTACGCGGATTCAGTG
AAGGGCAGATTCACCATTTCCCGGGACAACGCCAAGAACTCCTTGTACCTTCAAATGAACTCCC
TCCGCGCGGAAGATACCGCAATCTACTACTGCGCTCGGGCCACTTACAAGAGGGAACTGCGCTA
CTACTACGGGATGGACGTCTGGGGCCAGGGAACCATGGTCACCGTGTCCAGCGGAGGAGGAGGA
TCGGGAGGAGGCGGTAGCGGGGGTGGAGGGTCGGAGATCGTGATGACCCAGTCCCCCGGCACTG
TGTCGCTGTCCCCCGGCGAACGGGCCACCCTGTCATGTCGGGCCAGCCAGTCAGTGTCGTCARG
CTTCCTCGCCTGGTACCAGCAGAAACCGGGACAAGCTCCCCGCCTGCTGATCTACGGAGCCAGT
AGCCGGGCCACCGGTATTCCTGACCGGTTICTCCGGTTCGGGGTCCGGGACCGACTTTACTCTGA
CTATCTCTCGCCTCGAGCCAGAGGACTCCGCCGTGTATTACTGCCAGCAGTACCACTCCTCCCC
GTCCTGGACGTTCGGACAGGGCACAAGGCTGGAGATTAAG
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1979-C1 - aa de |292
VH

BCMA_EBB-C1979-C1 - aa de |293
VL

BCMA_EBB-C1979-C1 - aa del | 294
CART completo

BCMA_EBB-C1979-C1 - nt del | 295
CART completo

BCMA_EBB-C1978-C7

BCMA_EBB-C1978-C7 - aa del | 296
dominio ScFv

ES2948 133 T3

Secuencia

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLICAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTATIYYCARATYKRELRYYYGMDVWGQGTMVTVSS

EIVMTQSPGTVSLSPGERATLSCRASQSVSSSFLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRES
GSGSGIDFTLTISRLEPEDSAVYYCQQYHSSPSWIFGQGTRLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAIYYCARATYKRELRY
YYGMDVWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQOSPGTVSLSPGERATLSCRASQSVSSS
FPLAWYQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGIDFTLTISRLEPEDSAVYYCQQYHSSP
SWIFGQGTRLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAP
LAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE
SRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP QEGLYNELQKDKMA
EAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGLCCC
AAGTGCAGCTCGTGGAATCGGGTGGCGGACTGGTGCAGCCGGGGGGCTCACTTAGACTGTCCTG
CGCGGCCAGCGGATTCACTTTCTCCTCCTACGCCATGTCCTGGGTCAGACAGGCCCCTGGAAAG
GGCCTGGAATGGGTGTCCGCAATCAGCGGCAGCGGCGGCTCGACCTATTACGCGGATTCAGTGA
AGGGCAGATTCACCATTTCCCGGGACAACGCCAAGAACTCCTTGTACCTTCAAATGAACTCCCT
CCGCGCGGAAGATACCGCAATCTACTACTGCGCTCGGGCCACTTACAAGAGGGAACTGCGCTAC
TACTACGGGATGGACGTCTGGGGCCAGGGAACCATGGTCACCGTGTCCAGCGGAGGAGGAGGAT
CGGGAGGAGGCGGTAGCGGGGGTGGAGGGTCGGAGATCGTGATGACCCAGTCCCCCGGCACTGT
GTCGCTGTCCCCCGGCGAACGGGCCACCCTGTCATGTCGGGCCAGCCAGTCAGTGTCGTCAAGC
TTCCTCGCCTGGTACCAGCAGAAACCGGGACAAGCTCCCCGCCTGCTGATCTACGGAGCCAGCA
GCCGGGCCACCGGTATTCCTGACCGGTTCTCCGGTTCGGGGTCCGGGACCGACTTTACTCTGAC
TATCTCTCGCCTCGAGCCAGAGGACTCCGCCGTGTATTACTGCCAGCAGTACCACTCCTICCCCG
TCCTGGACGTTCGGACAGGGCACAAGGCTGGAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGLCCAC
CCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGL
AGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTICTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCT
CTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTC
GGAAGAAGCTGCTGTACATCTITTAAGCAACCCTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGA
GGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTIC

AGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATC
TTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGG
GAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAARAGGATAAGATGGCA
GAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGT
ACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGLC
TCGG
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1978-C7 - nt del | 297
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1978-C7 - aa VH | 298

BCMA_EBB-C1978-C7 - aa VL |299

BCMA_EBB-C1978-C7 - aa del |300
CART completo

BCMA_EBB-C1978-C7 - nt del | 301
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNTLKAEDTAVYYCARATYKRELRYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGG
SGGGGSGGGGSEIVLTQSPSTLSLSPGESATLSCRASQSVSTTFLAWYQQKPGQAPRLLIYGSS
NRATGIPDREFSGSGSGTDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYHSSPSWTFGQGTKVEIK

GAGGTGCAGCTTGTGGAAACCGGTGGCGGACTGGTGCAGCCCGGAGGAAGCCTCAGGCTGTCCT
GCGCCGCGTCCGGCTTCACCTTCTCCTCGTACGCCATGTCCTGGGTCCGCCAGGCCCCCGGAAA
GGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCTCTGGAAGCGGAGGTTCCACGTACTACGCGGACAGCGTC
AAGGGAAGGTTCACAATCTCCCGCGATAATTCGAAGAACACTCTGTACCTTCAAATGAACACCC
TGAAGGCCGAGGACACTGCTGIGTACTACTGCGCACGGGCCACCTACAAGAGAGAGCTCCGGTA
CTACTACGGAATGGACGTCTGGGGCCAGGGAACTACTGTGACCGTGTCCTCGGGAGGGGGTGGT
TCCGGGGGGGGCGGCTCCGGCGGAGGCGGTTCCGAGATTGTGCTGACCCAGTCACCTTCAACTC
TGTCGCTGTCCCCGGGAGAGAGCGCTACTCTGAGCTGCCGGGCCAGCCAGTCCGTGTCCACCAL
CTTCCTCGCCTGGTATCAGCAGAAGCCGGGGCAGGCACCACGGCTCTTGATCTACGGGTCAAGT
AACAGAGCGACCGGAATTCCTGACCGCTTICTCGGGGAGCGGTTCAGGCACCGACTTCACCCTGA
CTATCCGGCGCCTGGAACCCGAAGATTTCGCCGTGTATTACTGTCAACAGTACCACTCCTICGLCC
GTCCTGGACCTTTGGCCAAGGAACCAAAGTGGAAATCAAG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNTLKAEDTAVYYCARATYKRELRYYYGMDVWGQGTTVTVSS

EIVLTQSPSTLSLSPGESATLSCRASQSVSTTEFLAWYQOKPGQAPRLLIYGSSNRATGIPDRE'S
GSGSGIDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYHSSPSWIFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNTLKAEDTAVYYCARATYKRELRY
YYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPSTLSLSPGESATLSCRASQSVSTT
FLAWYQQKPGQAPRLLIYGSSNRATGIPDRESGSGSGTDEFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYHSSP
SWIFGQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAP
LAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPEMRPVQTTQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKE
SRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP QEGLYNELQKDKMA
EAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion SEQ

ID NO:

BCMA_EBB-C1978-D10

BCMA_EBB- C1978-D10 - aa 302
del dominio ScFv

BCMA_EBB- C1978-D10-
del dominio ScFv

nt | 303

BCMA_EBB- C1978-D10 - aa |304
de VH

BCMA_EBB-C1978-D10-aa de |305
VL

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AGGTGCAGCTTGTGGAAACCGGTGGCGGACTGGTGCAGCCCGGAGGAAGCCTCAGGCTGTCCTG
CGCCGCGTCCGGCTTCACCTTCTCCTCGTACGCCATGTCCTGGGTCCGCCAGGCCCCCGGAAAG
GGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCTCTGGAAGCGGAGGTTCCACGTACTACGCGGACAGCGTCA
AGGGAAGGTTCACAATCTCCCGCGATAATTCGAAGAACACTCTGTACCTTCAAATGAACACCCT
GAAGGCCGAGGACACTGCTGTGTACTACTGCGCACGGGCCACCTACAAGAGAGAGCTCCGGTAC
TACTACGGAATGGACGTCTGGGGCCAGGGAACTACTGTGACCGTGTCCTCGGGAGGGGGTGGCT
CCGGGGGGGGCGGCTCCGGCGGAGGCGGTTCCGAGATTGTGCTGACCCAGTCACCTTCAACTCT
GTCGCTGTCCCCGGGAGAGAGCGCTACTCTGAGCTGCCGGGCCAGCCAGTCCGTGTCCACCACT
TTCCTCGCCTGGTATCAGCAGAAGCCGGGGCAGGCACCACGGCTCTTGATCTACGGGTCAAGCA
ACAGAGCGACCGGAATTCCTGACCGCTTCTCGGGGAGCGGTTCAGGCACCGACTTCACCCTGAC
TATCCGGCGCCTGGAACCCGAAGATTTCGCCGTGTATTACTGTCAACAGTACCACTCCTICGCCG
TCCTGGACCTTTGGCCAAGGAACCAAAGTGGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCAC
CCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGL
AGCTGGTGGGGCCGTIGCATACCCGGGGICTTGACTTICGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCT
CTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTC
GGAAGAAGCTGCTGTACATCTITTAAGCAACCCTTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGA
GGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTIC
AGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATC
TTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGARATGGGCGG
GAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTIGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCA
GAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAARAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGT

ACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGLLGLC
TCGG

EVQLVETGGGLVQPGRSLRLSCAASGE TEDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSV
KGRETISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARVGKAVPDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSDIVMTQTPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPS
RESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPYSFGQGTRLEIK

GAAGTGCAGCTCGTGGAAACTGGAGGTGGACTCGTGCAGCCTGGACGGTCGCTGCGGCTGAGCT
GCGCTGCATCCGGCTITCACCTTCGACGATTATGCCATGCACTGGGTCAGACAGGCGCCAGGGAA
GGGACTTGAGTGGGIGTCCGGTATCAGCTGGAATAGCGGCTCAATCGGATACGCGGACTCCGTIG
AAGGGAAGGTTCACCATTTCCCGCGACAACGCCAAGAACTCCCTGTACTTGCAAATGAACAGCC
TCCGGGATGAGGACACTGCCGTGTACTACTGCGCCCGCGTCGGAAAAGCTGTGCCCGACGTCTG
GGGCCAGGGAACCACTGTGACCGTGTCCAGCGGCGGGGGTGGATCGGGCGGTGGAGGGTCCGGT
GGAGGGGGCTCAGATATTGTGATGACCCAGACCCCCTCGTCCCTGTICCGCCTCGGTCGGCGALC
GCGTGACTATCACATGTAGAGCCTCGCAGAGCATCTCCAGCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAA
GCCGGGGAAGGCCCCGAAGCTCCTGATCTACGCGGCATCATCACTGCAATCGGGAGTGCCGAGT
CGGTTTTCCGGGTCCGGCTCCGGCACCGACTTCACGCTGACCATTICTTCCCTGCAACCCGAGG
ACTTCGCCACTTACTACTGCCAGCAGTCCTACTCCACCCCTTACTCCTTCGGCCAAGGAACCAG
GCTGGAAATCAAG

EVQLVETGGGLVQPGRSLRLSCAASGETEDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSIGYADSV
KGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARVGKAVPDVWGQGTTVTVSS
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB- C1978-D10 - aa 306
del CART completo

BCMA_EBB- C1978-D10 - nt | 307
del CART completo

BCMA_EBB-C1979-C12
BCMA_EBB- 308

C 1979-C 12-aa del dominio
ScFv

BCMA_EBB-C1979-C12 - nt 309
del dominio ScFv

ES2948 133 T3

Secuencia

DIVMTQTPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRE'SG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPYSFGQGTRLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGLVQPGRSLRLSCAASGF TFDDYAMHWVRQAPGK
GLEWVSGISWNSGSIGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARVGKAVPDVW
GQGTTVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQTPSSLSASYVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQOK
PGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRESGSGSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPYSFGQGTIR
LEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLL
LSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAY
KQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMK
GERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTCGTGGAAACTGGAGGTGGACTCGTGCAGCCTGGACGGTCGCTGCGGCTGAGCTG
CGCTGCATCCGGCTTCACCTTCGACGATTATGCCATGCACTGGGTCAGACAGGCGCCAGGGAAG
GGACTTGAGTGGGTGTCCGGTATCAGCTGGAATAGCGGCTCAATCGGATACGCGGACTCCGTGA
AGGGAAGGTTCACCATTTCCCGCGACAACGCCAAGAACTCCCTGTACTTGCAAATGAACAGCCT
CCGGGATGAGGACACTGCCGTGTACTACTGCGCCCGCGTCGGAAAAGCTGTGCCCGACGTCTGG
GGCCAGGGAACCACTIGTGACCGTGTCCAGCGGCGGGGGTGGATCGGGCGGTGGAGGGTCCGGTG
GAGGGGGCTCAGATATIGTGATGACCCAGACCCCCTICGTCCCTGTCCGCCTCGGTCGGCGACCG
CGTGACTATCACATGTAGAGCCTCGCAGAGCATCTCCAGCTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAG
CCGGGGAAGGCCCCGAAGCTCCTGATCTACGCGGCATCATCACTGCAATCGGGAGTGCCGAGCT
GGTTTTCCGGGTCCGGCTCCGGCACCGACTTCACGCTGACCATTTCTTCCCTGCAACCCGAGGA
CTTCGCCACTTACTACTGCCAGCAGTCCTACTCCACCCCTTACTCCTTCGGCCAAGGAACCAGG
CTGGAAATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCC
AGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGG
TCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTG
CTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGC
AACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGA
GGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTAC
AAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGC
TGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGA
GGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAARA
GGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGFTEDDYAMHWVRQRPGKGLEWVAS INWKGNSLAYGDSV
KGREFAISRDNAKNTVELOMNSLRTEDTAVYYCASHQGVAYYNYAMDVWGRGTLVTVSSGGGGSG

GGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRATQSIGS SFLAWYQQRPGQAPRLLIYGASQR
ATGIPDRESGRGSGIDFTLTISRVEPEDSAVYYCQHYESSPSWIFGOGTKVEILK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1979-C12 - aa (310
de VH

BCMA_EBB-C1979-C12 - aa (311
VL

BCMA_EBB-C1979-C12 - aa 312
del CART completo

BCMA_EBB-C1979-C12 - nt 313
del CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

GAAGTGCAGCTCGTGGAGAGCGGGGGAGGATTGGTGCAGCCCGGAAGGTCCCTGCGGCTCTCCT
GCACTGCGTCTGGCTTCACCTTCGACGACTACGCGATGCACTGGGTCAGACAGCGCCCGGGAAA
GGGCCTGGAATGGGTCGCCTCAATCAACTGGAAGGGAAACTCCCTGGCCTATGGCGACAGCGTG
AAGGGCCGCTTCGCCATTTCGCGCGACAACGCCAAGAACACCGTGTTTCTGCAAATGAATTCCC
TGCGGACCGAGGATACCGCTGTGTACTACTGCGCCAGCCACCAGGGCGTGGCATACTATAACTA
CGCCATGGACGTGTGGGGAAGAGGGACGCTCGTCACCGTGTCCTCCGGGGGCGGETGGATCGGGT
GGAGGAGGAAGCGGTGGCGGGGGCAGCGAAATCGTGCTGACTCAGAGCCCGGGAACTCTTTCAC
TGTCCCCGGGAGAACGGGCCACTCTCTCGTGCCGGGCCACCCAGTCCATCGGCTCCTCCTTCCT
TGCCTGGTACCAGCAGAGGCCAGGACAGGCGCCCCGCCTGCTGATCTACGGTGCTTCCCAACGC
GCCACTGGCATTCCTGACCGGTTCAGCGGCAGAGGGTCGGGAACCGATTTCACACTGACCATTT
CCCGGGTGGAGCCCGAAGATTCGGCAGTCTACTACTGTCAGCATTACGAGTCCTCCCCTTICATG
GACCTTCGGTCAAGGGACCAAAGTGGAGATCAAG

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGETEDDYAMHWVRQRPGKGLEWVAS INWKGNSLAYGDSV
KGREAISRDNAKNTVELOMNSLRTEDTAVYYCASHOGVAYYNYAMDVWGRGTLVIVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRATQSIGSSELAWYQQORPGQAPRLLIYGASQRATGIPDRES
GRGSGIDFTLTISRVEPEDSAVYYCQHYESSPSWIFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGE TFDDYAMHWVRQRPGK
GLEWVASINWKGNSLAYGDSVKGRFAISRDNAKNTVFLOMNSLRTEDTAVYYCASHQGVAYYNY
AMDVWGRGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRATQSIGSSEL
AWYQORPGQAPRLLIYGASQRATGIPDRFSGRGSGTDFTLTISRVEPEDSAVYYCQHYESSP SW
TFGQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQP LSLRPEACRPAAGGAVATRGLDFACDIYIWAPLA
GICGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTCGTGGAGAGCGGGGGAGGATTGGTGCAGCCCGGAAGGTCCCTGCGGCTCTCCTG
CACTGCGTCTGGCTTCACCTTCGACGACTACGCGATGCACTGGGTCAGACAGCGCCCGGGAAAG
GGCCTGGAATGGGTCGCCTCAATCAACTGGAAGGGAAACTCCCTGGCCTATGGCGACAGCGTGA
AGGGCCGCTTCGCCATTTCGCGCGACAACGCCAAGAACACCGTGTTTCTGCAAATGAATTCCCT
GCGGACCGAGGATACCGCTGTGTACTACTGCGCCAGCCACCAGGGCGTGGCATACTATAACTAC
GCCATGGACGTGTGGGGAAGAGGGACGCTCGTCACCGTGTCCTCCGGGGGCGGTGGATCGGGTG
GAGGAGGAAGCGGTGGCGGGGGCAGCGAAATCGTGCTGACTCAGAGCCCGGGAACTCTTTCACT
GTCCCCGGGAGAACGGGCCACTCTCTCGTGCCGGGCCACCCAGTCCATCGGCTCCTCCTTICCTIT
GCCTGGTACCAGCAGAGGCCAGGACAGGCGCCCCGCCTGCTGATCTACGGTGCTTCCCAACGCG
CCACTGGCATTCCTGACCGGTTCAGCGGCAGAGGGTCGGGAACCGATTTCACACTGACCATTIC
CCGGGTGGAGCCCGAAGATTCGGCAGTCTACTACTGTCAGCATTACGAGTCCTCCCCTTCATGG
ACCTTCGGTCAAGGGACCAAAGTGGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCT
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG
TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCT
GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGL
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCC
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG
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SEQ
ID NO:

Nombre/Descripcion

BCMA_EBB-C1980-G4

BCMA_EBB-C1980-G4- aa del 314
dominio scFv

BCMA_EBB-C1980-G4-nt del 315
dominio scFv

BCMA_EBB-C1980-G4- aa de |316
VH

BCMA_EBB-C1980-G4- aa de |317
VL

BCMA_EBB-C1980-G4- aa del |318
CART completo

BCMA_EBB-C1980-G4- nt del 319
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYAMSWVRQAPGKGLEWV SAISGSGGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVVRDGMDVWGQGTTVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKP
GQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGNGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQY GSPPRFTFGP
GTKVDIK

GAGGTGCAGTTGGTCGAAAGCGGGGGCGGGCTTGTGCAGCCTGGCGGATCACTGCGGCTGTCCT

GCGCGGCATCAGGCTTCACGTTTTCTTCCTACGCCATGTCCTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGARA
GGGACTGGAATGGGTGTCCGCGATTTCGGGGTCCGGCGGGAGCACCTACTACGCCGATTCCGTG
AAGGGCCGCTTCACTATCTCGCGGGACAACTCCAAGAACACCCTCTACCTCCAAATGAATAGCC
TGCGGGCCGAGGATACCGCCGTCTACTATTGCGCTAAGGTCGTGCGCGACGGAATGGACGTGTG
GGGACAGGGTACCACCGTGACAGTGTCCTCGGGGGGAGGCGGTAGCGGCGGAGGAGGAAGCGGT
GGTGGAGGTTCCGAGATTGTGCTGACTCAATCACCCGCGACCCTGAGCCTGTICCCCCGGCGARAA
GGGCCACTCTGTCCIGTCGGGCCAGCCAATCAGTCTCCICCTCGTACCTGGCCTGGTACCAGCA
GAAGCCAGGACAGGCTCCGAGACTCCTITATCTATGGCGCATCCTCCCGCGCCACCGGAATCCCG
GATAGGTTCTCGGGAAACGGATCGGGGACCGACTTCACTCTCACCATCTCCCGGCTGGAACCGG
AGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTACGGCAGCCCGCCTAGATTCACTTTCGGCCCCGG
CACCAAAGTGGACATCAAG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRE'TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVVRDGMDVWGQGTTVTVSS

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRES
GNGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSPPRETFGPGTKVDIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWV
RQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CAKVVRDGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPATLSLSPGERATL
SCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGNGSGTDFTLTISRLEPE
DFAVYYCQQYGSPPRFTFGPGTKVDIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGA
VHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEE
DGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGR
DPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATK
DTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1980-D2

BCMA_EBB-C1980-D2- aa del | 320
dominio scFv

BCMA_EBB-C1980-D2- nt del 321
dominio ScFv

BCMA_EBB- C1980-D2- aa de | 322
VH

BCMA_EBB- C1980-D2- aa de | 323
VL

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AGGTGCAGTTGGTCGAAAGCGGGGGCGGGCTTGTGCAGCCTGGCGGATCACTGCGGCTGTCCTG
CGCGGCATCAGGCTTCACGTTTTCTTCCTACGCCATGTCCTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAG
GGACTGGAATGGGTGTCCGCGATTTCGGGGTCCGGCGGGAGCACCTACTACGCCGATTCCGTGA
AGGGCCGCTTCACTATCTCGCGGGACAACTCCAAGAACACCCTCTACCTCCAAATGAATAGCCT
GCGGGCCGAGGATACCGCCGTCTACTATTGCGCTAAGGTCGTGCGCGACGGAATGGACGTGTGG
GGACAGGGTACCACCGTGACAGTGTCCTCGGGGGGAGGCGGTAGCGGCGGAGGAGGAAGCGGTG
GTGGAGGTTCCGAGATTGTGCTGACTCAATCACCCGCGACCCTGAGCCTGTCCCCCGGCGAAAG
GGCCACTCTIGTCCTGTCGGGCCAGCCAATCAGTCTCCTCCTCGTACCTGGCCTGGTACCAGCAG
AAGCCAGGACAGGCTCCGAGACTCCTTATCTATGGCGCATCCTCCCGCGCCACCGGAATCCCGG
ATAGGTTCTCGGGAAACGGATCGGGGACCGACTTCACTCTCACCATCTCCCGGCTGGAACCGGA
GGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGTACGGCAGCCCGCCTAGATTCACTTTCGGCCCCGGL
ACCAAAGTGGACATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCG
CCTCCCAGCCTICTGICCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATAC
CCGGGGTCTITGACTTICGCCTGCGATATCTACATTITGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTC
CTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTITACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCT
TTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTT
CCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCA
GCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACG
ACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCC
CCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGT
ATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCA
CCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKIPQTGTFDYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGS
GGGGSEIVLIQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQRPGQAPRLLIYGASSRATGI
PDRESGSGSGTIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSPSWIFGOGTRLEIK

GAAGTGCAGCTGCTGGAGTCCGGCGGTGGATT GGTGCAACCGGGGGGATCGCTCAGACTGTCCT
GTGCGGCGTCAGGCTTCACCTTCTCGAGCTACGCCATGTCATGGGTCAGACAGGCCCCTGGARA
GGGTCTGGAATGGGTGTCCGCCATTTCCGGGAGCGGGGGATCTACATACTACGCCGATAGCGTG
AAGGGCCGCTTCACCATTTCCCGGGACAACTCCAAGAACACTCTCTATCTGCAAATGAACTCCC
TCCGCGCTGAGGACACTGCCGTGTACTACTGCGCCAAAATCCCTCAGACCGGCACCTTCGACTA
CTGGGGACAGGGGACTCTGGTCACCGTCAGCAGCGGTGGCGGAGGTTCGGGGGGAGGAGGAAGC
GGCGGCGGAGGGTCCGAGATTGTGCTGACCCAGTCACCCGGCACTTTGTCCCTGTCGCCTGGAG
AAAGGGCCACCCTTTCCTGCCGGGCATCCCAATCCGTGTCCTCCTCGTACCTGGCCTGGTACCA

GCAGAGGCCCGGACAGGCCCCACGGCTTCTGATCTACGGAGCAAGCAGCCGCGCGACCGGTALIC
CCGGACCGGTITITCGGGCTCGGGCTCAGGAACTGACTTCACCCTCACCATCTCCCGCCTGGARL
CCGAAGATTTCGCTGTGTATTACTGCCAGCACTACGGCAGCTCCCCGTCCTGGACGTTCGGCCA
GGGAACTCGGCTGGAGATCAAG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRL3CAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKIPQTGTFDYWGQGTLVIVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQORPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRES
GSGSGTIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSPSWTFGQGTRLEIK
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Nombre/Descripcion

SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1980-D2- aa del |324

CART completo

BCMA_EBB-C1980-D2- nt del | 325

CART completo

BCMA_EBB-C1978-A10

BCMA_EBB- C1978-A10-
del dominio ScFv

BCMA_EBB- C1978-A10-
del dominio ScFv

aa 326

nt | 327

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKIPQTGTEDY
WGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ
QRPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGSSPSWTEGQ
GTRLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCG
VLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SRSADA
PAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSET
GMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTGCTGGAGTCCGGCGGTGGATTGGTGCAACCGGGGGGATCGCTCAGACTGTCCTG
TGCGGCGTCAGGCTTCACCTTCTCGAGCTACGCCATGTCATGGGTCAGACAGGCCCCTGGAAAG
GGTCTGGAATGGGTGTCCGCCATTTCCGGGAGCGGGGGATCTACATACTACGCCGATAGCGTGA
AGGGCCGCTTCACCATTTCCCGGGACAACTCCAAGAACACTCTCTATCTGCAAATGAACTCCCT
CCGCGCTGAGGACACTGCCGTGTACTACTGCGCCAAAATCCCTCAGACCGGCACCTTCGACTAC
TGGGGACAGGGGACTCTGGTCACCGTCAGCAGCGGTGGCGGAGGTTCGGGGGGAGGAGGAAGCG
GCGGCGGAGGGTCCGAGATTGTGCTGACCCAGTCACCCGGCACTTTGTCCCTGTCGCCTGGAGA
AAGGGCCACCCTTTCCTGCCGGGCATCCCAATCCGTGTCCTICCTCGTACCTGGCCTGGTACCAG
CAGAGGCCCGGACAGGCCCCACGGCTTCTGATCTACGGAGCAAGCAGCCGCGCGACCGGTATCC
CGGACCGGTTTTCGGGCTCGGGCTCAGGAACTGACTTCACCCTCACCATCTCCCGCCTGGAACC
CGRAGATTTCGCTGIGTATTACTGCCAGCACTACGGCAGCTCCCCGTCCTGGACGTTCGGCCAG
GGAACTCGGCTGGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCA
TCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCA
TACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGG
GTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACA
TCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCG
GTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCT
CCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGT
ACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAA
TCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATT
GGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCG
CCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVKGRFTMSRENDKNSVFLQMNSLRVEDTGVYYCARANYKRELRYYYGMDVW
GQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPGTLSLSPGESATLSCRASORVASNYL
AWYQHKPGQAPSLLISGASSRATGVPDRFSGSGSGTDFTLAISRLEPEDSAVYYCQHYDS
SPSWTFGQGTKVEIK

GAAGTGCAACTGGTGGAAACCGGTGGAGGACTCGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTCCGGCTGAGCT
GCGCCGCTTCGGGATTCACCTITTITCCTCCTACGCGATGTICTTGGGTCAGACAGGCCCCCGGAAA
GGGGCTGGAATGGGTIGTCAGCCATCTCCGGCTCCGGCGGATCAACGTACTACGCCGACTCCGIG
AAAGGCCGGTTCACCATGTCGCGCGAGAATGACAAGAACTCCGTGTTCCTGCAAATGAACTCCC
TGAGGGTGGAGGACACCGGAGTGTACTATTGTGCGCGCGCCAACTACAAGAGAGAGCTGCGGTA
CTACTACGGAATGGACGTCTGGGGACAGGGAACTATGGTGACCGTGTCATCCGGTGGAGGGGGA
AGCGGCGGTGGAGGCAGCGGGGGCGGGEGTTCAGAAATTGTCATGACCCAGTCCCCGGGAACTC
TTTCCCTCTCCCCCGGGGAATCCGCGACTTTGTCCTGCCGGGCCAGCCAGCGCGTGGCCTCGAA
CTACCTCGCATGGTACCAGCATAAGCCAGGCCAAGCCCCTTCCCTGCTGATTTCCGGGGCTAGC
AGCCGCGCCACTGGCGTGCCGGATAGGTITCTCGGGAAGCGGCTCGGGTACCGATTTCACCCTGG
CRATCTCGCGGCTGGAACCGGAGGATTCGGCCGTGTACTACTGCCAGCACTATGACTCATCCCC
CTCCTGGACATTCGGACAGGGCACCAAGGTCGAGATCAAG
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB- C1978-A10-aa de | 328
VH

BCMA_EBB-C1978-A10-aa de |329
VL

BCMA_EBB-C1978-A10-aa del |330
CART completo

BCMA_EBB-C1978-A10-nt del | 331
CART completo

BCMA_EBB-C1978-D4

BCMA_EBB-C1978-D4 - aa del | 332
dominio scFv

ES2948 133 T3

Secuencia

EVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRE'TMSRENDKNSVELOMNSLRVEDTGVYYCARANYKRE LRYYYGMDVWGQGTMVTVSS

EIVMIQSPGTLSLSPGESATLSCRASQRVASNYLAWYQHKPGQAPSLLISGASSRATGVPDRES
GSGSGTDFTLAISRLEPEDSAVYYCQHYDSSPSWTFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVETGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWV
RQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTMSRENDKNSVFLQMNSLRVEDTGVY
YCARANYKRELRYYYGMDVWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPGTL
SLSPGESATLSCRASQRVASNYLAWYQHKPGQAPSLLISGASSRATGVPDRFSGSGSGTD
FTLAISRLEPEDSAVYYCQHYDSSPSWTFGQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRP
EACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQP
FMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRRE
EYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGH
DGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAACTGGTGGAAACCGGTGGAGGACTCGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTCCGGCTGAGCTG
CGCCGCTTCGGGATTCACCTTITTCCTCCTACGCGATGTCTTGGGTCAGACAGGCCCCCGGAAAG
GGGCTGGAATGGGTGTCAGCCATCTCCGGCTCCGGCGGATCAACGTACTACGCCGACTCCGTGA
AAGGCCGGTTCACCATGTCGCGCGAGAATGACAAGAACTCCGTIGTTCCTGCAAATGAACTCCCT
GAGGGTGGAGGACACCGGAGTGTACTATTGTGCGCGCGCCAACTACAAGAGAGAGCTGCGGTAC
TACTACGGAATGGACGTCTGGGGACAGGGAACTATGGTGACCGTGTCATCCGGTGGAGGGGGAA
GCGGCGGTGGAGGCAGCGGGGGCGGGGGTTCAGARATTGTCATGACCCAGTCCCCGGGAACTCT
TTCCCTCTCCCCCGGGGAATCCGCGACTTTGTCCTGCCGGGCCAGCCAGCGCGTGGCCTCGAAC
TACCTCGCATGGTACCAGCATAAGCCAGGCCAAGCCCCTTCCCTGCTGATTTCCGGGGCTAGCA
GCCGCGCCACTGGCGTGCCGGATAGGTTCTCGGGAAGCGGCTCGGGTACCGATTTCACCCTGGE
AATCTCGCGGCTGGAACCGGAGGATTCGGCCGTGTACTACTGCCAGCACTATGACTCATCCCCC
TCCTGGACATTCGGACAGGGCACCAAGGTCGAGATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGLCCAC
CCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGE
AGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCT
CTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTC
GGAAGAAGCTGCTGTACATCTITTAAGCAACCCTTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGA
GGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTC
AGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATC
TTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGG
GAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAARAGGATAAGATGGCA
GAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAARAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGT
ACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTICTTCACATGCAGGCCCTGCCGEC
TCGG

EVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAASGE SEFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKALVGATGAFDIWGQGTLVIVSSGGGGSGGG
GSGGGGSEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLSSNE LAWYQOKPGQAPGLLIYGASNWAT
GIPDRFSGSGSGIDETLTITRLEPEDFAVYYCQYYGTSPMYTFGOGTKVEIK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1978-D4- nt del | 333
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1978-D4- aa de |334
VH

BCMA_EBB-C1978-D4- aa de |335
VL

BCMA_EBB-C1978-D4- aa del | 336
CART completo

BCMA_EBB-C1978-D4- nt del | 337
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

GAAGTGCAGCTGCTCGAAACCGGTGGAGGGCTGGTGCAGCCAGGGGGCTCCCTGAGGCTTTCAT
GCGCCGCTAGCGGATTCTCCTITCTCCTICTTACGCCATGTCGTGGGTCCGCCAAGCCCCTGGAAA
AGGCCTGGAATGGGTGTCCGCGATTTCCGGGAGCGGAGGTTCGACCTATTACGCCGACTCCGTG
AAGGGCCGCTITTACCATCTCCCGGGATAACTCCAAGAACACTCTGTACCTCCAAATGAACTCGC
TGAGAGCCGAGGACACCGCCGIGTATTACTGCGCGAAGGCGCTGGTCGGCGCGACTGGGGCATT
CGACATCTGGGGACAGGGRACTCTTGTGACCGTIGTCGAGCGGAGGCGGCGGCTCCGGCGGAGGA
GGGAGCGGGGGCGGTGGTTCCGAAATCGTGTTGACTCAGTCCCCGGGAACCCTGAGCTTGTCAC
CCGGGGAGCGGGCCACTCTCTCCTGTCGCGCCTCCCAATCGCTCTCATCCAATTTCCTGGCCTG
GTACCAGCAGAAGCCCGGACAGGCCCCGGGCCTGCTCATCTACGGCGCTTCAAACTGGGCAACG
GGAACCCCTGATCGGTTCAGCGGAAGCGGATCGGGTACTGACTTTACCCTGACCATCACCAGAC
TGGAACCGGAGGACTTCGCCGTIGTACTACTGCCAGTACTACGGCACCTCCCCCATGTACACATT
CGGACAGGGTACCAAGGTCGAGATTAAG

EVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAASGESE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKALVGATGAFDIWGQGTLVIVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLSSNELAWYQQOKPGQAPGLLIYGASNWATGTPDRE'S

GSGSGIDFTLTITRLEPEDFAVYYCQYYGTSPMYTFGQGTKVEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLLETGGGLVQPGGSLRLSCAASGE SFSSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKALVGATGAF
DIWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLS SNELAW
YQQKPGQAPGLLIYGASNWATGTPDRESGSGSGTDF TLTITRLEPEDFAVYYCQYYGTSPMYTF
GQGTKVEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGT
CGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCREFPEEEEGGCELRVKE SRSA
DAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYS
EIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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Nombre/Descripcion SEQ

ID NO:

BCMA_EBB-C1980-A2

BCMA_EBB-C1980-A2 - aa del | 338
dominio scFv

BCMA_EBB-C1980-A2- nt del 339
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1980-A2- aa de |340
VH

BCMA_EBB-C1980-A2- aa de |341
VL

BCMA_EBB-C1980-A2- aa del 342
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTGCTCGAAACCGGTGGAGGGCTGGTGCAGCCAGGGGGCTCCCTGAGGCTTTCATG
CGCCGCTAGCGGATTCTCCTTCTCCTCTTACGCCATGTCGTGGGTCCGCCAAGCCCCTGGAARA
GGCCTGGAATGGGTGTCCGCGATTTCCGGGAGCGGAGGTTCGACCTATTACGCCGACTCCGTGA
AGGGCCGCTTTACCATCTCCCGGGATAACTCCAAGAACACTCTGTACCTCCAAATGAACTCGCT
GAGAGCCGAGGACACCGCCGTGTATTACTGCGCGAAGGCGCTGGTCGGCGCGACTGGGGCATTIC
GACATCTGGGGACAGGGAACTCTTGTGACCGTGTCGAGCGGAGGCGGCGGCTCCGGCGGAGGAG
GGAGCGGGGGCGGTGGTITCCGAAATCGTIGTTGACTCAGTCCCCGGGAACCCTGAGCTTGICACC
CGGGGAGCGGGCCACTCTCTCCTGTCGCGCCTCCCAATCGCTCTCATCCAATTTCCTGGCCTGG
TACCAGCAGAAGCCCGGACAGGCCCCGGGCCTGCTCATCTACGGCGCTTCARACTGGGCAACGG
GAACCCCTGATCGGTITCAGCGGAAGCGGATCGGGTACTGACTTTACCCTGACCATCACCAGACT
GGAACCGGAGGACTTICGCCGTGTACTACTGCCAGTACTACGGCACCTCCCCCATGTACACATIC
GGACAGGGTACCAAGGTCGAGATTAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGLTIC
CTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGL
CGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACT
TGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGC
TGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTIC
ATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCA
GATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTGGTCGGAGAG
AGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAG
AAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGC
GAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCA
GCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTCGG

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVLWE'GEGEDPWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSDIVLTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRA
SGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPLTEGGGTKVDIK

GAAGTGCAGCTGCTTGAGAGCGGTGGAGGTCTGGTGCAGCCCGGGGGATCACTGCGCCTGTCCT
GTGCCGCGTCCGGTTTCACTITCTCCTCGTACGCCATGTCGTGGGTCAGACAGGCACCGGGAAA
GGGACTGGAATGGGTGTCAGCCATTTCGGGTTCGGGGGGCAGCACCTACTACGCTGACTCCGTG
AAGGGCCGGITCACCATITCCCGCGACAACTCCAAGAACACCTTGTACCTCCAAATGAACTCCC
TGCGGGCCGAAGATACCGCCGTGTATTACTGCGTGCTGTGGTTCGGAGAGGGATTCGACCCGTG
GGGACAAGGAACACTCGTGACTGTGTCATCCGGCGGAGGCGGCAGCGGTGGCGGCGEGTTCCGGL
GGCGGCGGATCTGACATCGTGTTGACCCAGTCCCCTCTGAGCCTGCCGGTCACTCCTGGCGAAC
CAGCCAGCATCTCCTGCCGGTCGAGCCAGTCCCTCCTGCACTCCAATGGGTACAACTACCTCGA
TTGGTATCTGCARAAGCCGGGCCAGAGCCCCCAGCTGCTGATCTACCTTGGGTCARAACCGCGCT
TCCGGGGTGCCTGATAGATTCTCCGGGTCCGGGAGCGGAACCGACTTTACCCTGAARATCTCGA
GGGTGGAGGCCGAGGACGTCGGAGTGTACTACTGCATGCAGGCGCTCCAGACTCCCCTGACCTT
CGGAGGAGGAACGAAGGTCGACATCAAGA

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCVLWE'GEGEDPWGQGTLVTVSS

DIVLTQSPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVP
DREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPLTFGGGTKVDIK
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Nombre/Descripcion SEQ

ID NO:

BCMA_EBB-C1980-A2- nt del 343
CART completo

BCMA_EBB-C1981-C3

BCMA_EBB-C1981-C3 - aa del | 344
dominio scFv

BCMA_EBB-C1981-C3- nt del 345
dominio ScFv

ES2948 133 T3

Secuencia

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVLWEGEGFDPW
GQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPLTE
GGGTKVDIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAGT
CGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKESRSA
DAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYS

EICMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTGCAGCTGCTTGAGAGCGGTGGAGGTCTGGTGCAGCCCGGGGGATCACTGCGCCTGTCCTG
TGCCGCGTCCGGTTTCACTTTCTCCTCGTACGCCATGTCGTGGGTCAGACAGGCACCGGGAAAG
GGACTGGAATGGGTGTCAGCCATTTCGGGTTCGGGGGGCAGCACCTACTACGCTGACTCCGTGA
AGGGCCGGTTCACCATTTCCCGCGACAACTCCAAGAACACCTTGTACCTCCAAATGAACTCCCT
GCGGGCCGAAGATACCGCCGTGTATTACTGCGTGCTGTGGTTCGGAGAGGGATTCGACCCGTGG
GGACAAGGAACACTCGTGACTGTGTCATCCGGCGGAGGCGGCAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGLG
GCGGCGGATCTGACATCGTGTTGACCCAGTCCCCTCTGAGCCTGCCGGTCACTCCTGGCGAACTC
AGCCAGCATCTCCTGCCGGTCGAGCCAGTCCCTCCTGCACTCCAATGGGTACAACTACCTCGAT
TGGTATCTGCAAAAGCCGGGCCAGAGCCCCCAGCTGCTGATCTACCTTGGGTCAAACCGCGCTT
CCGGGGTGCCTGATAGATTCTCCGGGTCCGGGAGCGGAACCGACTTTACCCTGAARATCTCGAG
GGTGGAGGCCGAGGACGTCGGAGTGTACTACTGCATGCAGGCGCTCCAGACTCCCCTGACCTTIC
GGAGGAGGAACGAAGGTCGACATCAAGACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCCCGGLTC
CTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGGTGGGGL
CGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTCTGGCTGGTACT
TGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGAAGCTGC
TGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGGCTGTTIC
ATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGCAGCGCA
GATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTTIGGTCGGAGAG
AGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCCGCGCAG
AAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAARAGGATAAGATGGCAGAAGCCTATAGC
GAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGGGACTCA
GCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVGYDSSGYYRDYYGMDVWGQGTTVIVSSGG
GGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYG
TSSRATGISDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCQHYGNSPPKETFGPGTKLEIK
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Nombre/Descripcion SEQ
ID NO:

BCMA_EBB-C1981-C3- aa de |346
VH

BCMA_EBB-C1981-C3- aa de |347
VL

BCMA_EBB-C1981-C3- aa del | 348
CART completo

BCMA_EBB- 349

C1981-C3- nt del CART
completo

ES2948 133 T3

Secuencia

CAAGTGCAGCTCGTGGAGTCAGGCGGAGGACTGGTGCAGCCCGGGGGCTCCCTGAGACTTTCCT
GCGCGGCATCGGGTTTTACCTTCTCCTCCTATGCTATGTCCTGGGTGCGCCAGGCCCCGGGARA
GGGACTGGAATGGGTIGTCCGCAATCAGCGGTAGCGGGGGCTCAACATACTACGCCGACTCCGTIC
AAGGGTCGCTTCACTATTTCCCGGGACAACTCCAAGAATACCCTGTACCTCCAAATGAACAGCC
TCAGGGCCGAGGATACTGCCGTIGTACTACTGCGCCAARAGTCGGATACGATAGCTCCGGTTACTA
CCGGGACTACTACGGAATGGACGTGTGGGGACAGGGCACCACCGTGACCGTGTCAAGCGGCGGA
GGCGGTTCAGGAGGGGGAGGCTCCGGCGGTGGAGGGTCCGAAATCGTCCTGACTCAGTCGCCTG
GCACTCTGTICGTTGTICCCCGGGGGAGCGCGCTACCCTGTCGTGTCGGGCGTCGCAGTCCGTGTIC
GAGCTCCTACCTCGCGTGGTACCAGCAGAAGCCCGGACAGGCCCCTAGACTTCTGATCTACGGL
ACTTCTTCACGCGCCACCGGGATCAGCGACAGGTTCAGCGGCTCCGGCTCCGGGACCGACTTCA
CCCTGACCATTAGCCGGCTGGAGCCTGAAGATTTCGCCGTGTATTACTGCCAACACTACGGARA
CTCGCCGCCAAAGTTCACGTTCGGACCCGGAACCAAGCTGGAARATCAAG

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVGYDSSGYYRDYYGMDVWGQGTTVIVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYGTSSRATGISDRES
GSGSGTIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGNSPPKEFTFGPGTKLEIK

MALPVTALLLPLALLLHAARPQVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVGYDSSGYY
RDYYGMDVWGQGTTVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVS
SSYLAWYQOKPGQAPRLLIYGTSSRATGISDREFSGSGSGIDETLTISRLEPEDFAVYYCQHYGN
SPPKFTFGPGTKLEIKTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYI
WAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPEFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELR
VKESRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKD
KMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGLCTCGGLCCE
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Nombre/Descripcion SEQ

ID NO:

BCMA_EBB-C1978-G4

BCMA_EBB-C1978-G4 - aa del | 350
dominio scFv

BCMA_EBB-C1978-G4- nt del 351
dominio ScFv

BCMA_EBB-C1978-G4- aa de |352
VH

BCMA_EBB-C1978-G4- aa de |353
VL

BCMA_EBB-C1978-G4- aa del | 354
CART completo

ES2948 133 T3

Secuencia

AAGTGCAGCTCGTGGAGTCAGGCGGAGGACTGGTGCAGCCCGGGGGCTCCCTGAGACTTITCCTG
CGCGGCATCGGGTTTITACCTTCTCCTCCTATGCTATGTCCTGGGTGCGCCAGGCCCCGGGAAAG
GGACTGGAATGGGTGTCCGCAATCAGCGGTAGCGGGGGCTCAACATACTACGCCGACTCCGTCA
AGGGTCGCTTCACTATTTCCCGGGACAACTCCAAGAATACCCTGTACCTCCAAATGAACAGCCT
CAGGGCCGAGGATACTGCCGTGTACTACTGCGCCAAAGTCGGATACGATAGCTCCGGTTACTAC
CGGGACTACTACGGAATGGACGTGTGGGGACAGGGCACCACCGTGACCGTGTCAAGCGGCGGAG
GCGGTTCAGGAGGGGGAGGCTCCGGCGGTGGAGGGTCCGAAATCGTCCTGACTCAGTCGCCTGG
CACTCTGICGITGICCCCGGGGGAGCGCGCTACCCTGTICGTIGTCGGGCGTCGCAGTCCGIGICG
AGCTCCTACCTCGCGTGGTACCAGCAGAAGCCCGGACAGGCCCCTAGACTTCTGATCTACGGCA
CTTCTTCACGCGCCACCGGGATCAGCGACAGGTTCAGCGGCTCCGGCTCCGGGACCGACTTCAC
CCTGACCATTAGCCGGCTGGAGCCTGAAGATTTCGCCGTGTATTACTGCCAACACTACGGAAAC
TCGCCGCCAAAGTTCACGTTCGGACCCGGAACCAAGCTGGAAATCAAGACCACTACCCCAGCAC
CGAGGCCACCCACCCCGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTGTCCCTGCGTCCGGAGGCATG
TAGACCCGCAGCTGGTGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATT
TGGGCCCCTCTGGCTGGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTCTTTACTGTA
AGCGCGGTCGGAAGAAGCTGCTGTACATCTTTAAGCAACCCTTCATGAGGCCTGTGCAGACTAC
TCAAGAGGAGGACGGCTGTTCATGCCGGTTCCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGC
GTGAAATTCAGCCGCAGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACG
AACTCAATCTTGGTCGGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGA
AATGGGCGGGAAGCCGCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGAT
AAGATGGCAGAAGCCTATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACG
ACGGACTGTACCAGGGACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGC
CCTGCCGCCTCGG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETESSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKMGWS SGYLGAFDIWGQGTTVIVSSGGGGSG
GGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVASSFLAWYQQKP GQAPRLLIYGASGR
ATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGGSPRLTFGGGTKVDIK

GAAGTCCAACTGGTGGAGTCCGGGGGAGGGCTCGTGCAGCCCGGAGGCAGCCTTCGGCTGTCGT
GCGCCGCCTCCGGGTTCACGTITCTCATCCTACGCGATGTCGTGGGTCAGACAGGCACCAGGAAA
GGGACTGGAATGGGTGTCCGCCATTAGCGGCTCCGGCGGTAGCACCTACTATGCCGACTCAGTG
AAGGGAAGGTTCACTATCTCCCGCGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTCCAAATGAACTCIC
TGCGGGCCGAGGATACCGCGGTIGTACTATIGCGCCAAGATGGGTIGGTCCAGCGGATACTIGGG
AGCCTTCGACATTTGGGGACAGGGCACTACTGTGACCGTGTCCTCCGGGGGTGGCGGATCGGGA
GGCGGCGGCTCGGGTGGAGGGGGTTCCGAAATCGTGTTGACCCAGTCACCGGGAACCCTCTCGE
TGTCCCCGGGAGAACGGGCTACACTGTCATGTAGAGCGTCCCAGTCCGTGGCTTCCTCGTTICCT
GGCCTGGTACCAGCAGAAGCCGGGACAGGCACCCCGCCTGCTCATCTACGGAGCCAGCGGCCGG
GCGACCGGCATCCCTGACCGCTTICTCCGGTTCCGGCTCGGGCACCGACTTTACTCTGACCATTA
GCAGGCTTGAGCCCGAGGATTTTIGCCGTGTACTACTGCCAACACTACGGGGGGAGCCCTCGCCT
GACCTTCGGAGGCGGAACTAAGGTCGATATCARAAA

EVQLVESGGGLVQPGGSLRL3CAASGETE'SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSV
KGRETISRDNSKNTLY LQMNS LRAEDTAVYYCAKMGWS SGYLGAFD IWGQGTTVIVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVASSELAWYQQOKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRES
GSGSGIDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGGSPRLTFGGGTKVDIK
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Nombre/Descripcion SEQ |Secuencia
ID NO:

MALPVTALLLPLALLLHAARPEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGE TF SSYAMSWVRQAPGK
GLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKMGWSSGYLG
AFDIWGQGTITVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVASSEL
AWYQOKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQHYGGSPRL
TEGGGTKVDIKTTTPAPRPPTPAPTIASQP LSLRPEACRPAAGGAVATRGLDFACDIYIWAPLA
GICGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKE SR
SADAPAYKQGQONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEA
YSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

BCMA_EBB-C1978-G4- nt del | 355

CART completo
ATGGCCCTCCCTGTCACCGCCCTGCTGCTTCCGCTGGCTCTTCTGCTCCACGCCGCTCGGCCCG
AAGTCCAACTGGTGGAGTCCGGGGGAGGGCTCGTGCAGCCCGGAGGCAGCCT TCGGCTGTCGTG
CGCCGCCTCCGGGTTCACGTTCTCATCCTACGCGATGT CGTGGGTCAGACAGGCACCAGGARAG
GGACTGGAATGGGTGTCCGCCATTAGCGGCTCCGGCGGTAGCACCTACTATGCCGACTCAGTGA
AGGGAAGGTTCACTATCTCCCGCGACAACAGCAAGAACACCCTGTACCTCCAAATGAACTCTCT
GCGGGCCGAGGATACCGCGGTGTACTATTGCGCCAAGATGGGTTGGTCCAGCGGATACTTGGGA
GCCTTCGACATTTGGGGACAGGGCACTACTGTGACCGTGTCCTCCGGGGGTGGCGGATCGGGAG
GCGGCGGCTCGGGTGGAGGGGGTTCCGARATCGTGT TGACCCAGTCACCGGGAACCCTCTCGCT

GTCCCCGGGAGAACGGGCTACACTGTCATGTAGAGCGTCCCAGTCCGTGGCTTCCTCGTTCCTG
GCCTGGTACCAGCAGAAGCCGGGACAGGCACCCCGCCTGCTCATCTACGGAGCCAGCGGCCGGG
CGACCGGCATCCCTGACCGCTTCTCCGGTITCCGGCTCGGGCACCGACTTTACTCTGACCATTAG
CAGGCTTGAGCCCGAGGATTTTGCCGTGTACTACTGCCAACACTACGGGGGGAGCCCTCGCCTG
ACCTTCGGAGGCGGAACTAAGGTCGATATCAAAACCACTACCCCAGCACCGAGGCCACCCACCC
CGGCTCCTACCATCGCCTCCCAGCCTCTIGTCCCTGCGTCCGGAGGCATGTAGACCCGCAGCTGG
TGGGGCCGTGCATACCCGGGGTCTTGACTTCGCCTGCGATATCTACATTTGGGCCCCTICTGGCT
GGTACTTGCGGGGTCCTGCTGCTTTCACTCGTGATCACTICTTTACTGTAAGCGCGGTCGGAAGA
AGCTGCTGTACATCTITAAGCAACCCTICATGAGGCCTGTGCAGACTACTCAAGAGGAGGACGG
CTGTTCATGCCGGTTICCCAGAGGAGGAGGAAGGCGGCTGCGAACTGCGCGTGAAATTCAGCCGC
AGCGCAGATGCTCCAGCCTACAAGCAGGGGCAGAACCAGCTCTACAACGAACTCAATCTITGGTC
GGAGAGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGCGGAGAGGACGGGACCCAGAAATGGGCGGGAAGCC
GCGCAGAAAGAATCCCCAAGAGGGCCTGTACAACGAGCTCCAAAAGGATAAGATGGCAGAAGCC
TATAGCGAGATTGGTATGAAAGGGGAACGCAGAAGAGGCAAAGGCCACGACGGACTGTACCAGG
GACTCAGCACCGCCACCAAGGACACCTATGACGCTCTTCACATGCAGGCCCTGCCGCCTICGG

EJEMPLOS

La invencion se describe adicionalmente en mas detalle haciendo referencia a los siguientes ejemplos experimentales.
Estos ejemplos se proporcionan a efectos unicamente ilustrativos, y no se pretende que sean limitantes a menos que se
especifique lo contrario. Por tanto, la invencion no debe interpretarse de ninguna manera como limitada a los siguientes
ejemplos.

Ejemplo 1: Optimizacion de la produccion de CART con citocinas exdgenas

Las citocinas tienen funciones importantes relacionadas con la expansion, diferenciacion, supervivencia y homeostasis de
los linfocitos T. Una de las familias de citocinas mas importantes para uso clinico es la familia de citocinas de cadena y
comun (Yc), que incluye interleucina (IL)-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL- 21 (Liao et al., 2013, Immunity, 38:13-25). La IL-2 se
ha estudiado ampliamente como un agente inmunoterapico para el cancer. El complemento de IL-2 potencié la capacidad
antitumoral de los linfocitos CAR-T anti-CD19 en los ensayos clinicos (Xu et al., 2013, Lymphoma, 54:255-60). Sin
embargo, la administracion de IL-2 esta limitada por los efectos secundarios y la propension a la expansion de los linfocitos
T reguladores y el efecto de la muerte celular inducida por activacion (AICD, por sus siglas en inglés) (Malek et al., 2010,
Immunity, 33:153-65; y Lenardo et al., 1999, Annu Rev Immunol, 17:221-53). IL-7, IL-15 e IL-21 pueden potenciar cada
una la eficacia de las inmunoterapias adoptivas y parecen ser menos toxicas en comparacion con IL-2 (Alves et al., 2007,
Immunol Lett, 108:113-20). A pesar de los extensos estudios preclinicos y clinicos sobre la funcién de las citocinas
anteriores, faltan estudios comparativos multiparamétricos sobre las funciones de varias citocinas y. exégenas en la
terapia adoptiva con linfocitos CAR-T.
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Ademas de las citocinas de cadena vy, IL-18 es otra citocina inmunoestimuladora que regula las respuestas inmunitarias,
lo que aumenta la produccion de IFN-y por parte de los linfocitos T y aumenta la actividad citolitica de los CTL (Srivastava
et al., 2010, Curr Med Chem, 17:3353-7). La administracion de IL-18 es segura y bien tolerada, incluso cuando la dosis
alcanza los 1000 pg/kg (Robertson et al., 2006, Clin Cancer Res, 12:4265-73). Por tanto, IL-18 podria ser otro candidato
utilizado para potenciar el efecto antitumoral de los linfocitos CAR-T.

En este ejemplo, se examinod el efecto de la administracion de diferentes citocinas exdgenas en la expansion, fenotipo,
funciones efectoras in vitro y eficacia antitumoral in vivo de los linfocitos T y células CART receptor de folato alfa (FRa).

Se utilizaron los siguientes materiales y métodos en los experimentos descritos en este ejemplo.

Construccion de CAR y preparacion de lentivirus

El vector CAR pELNS-C4-27z se construyé como se ha descrito previamente (manuscrito en revisiéon). Resumiendo, el
plasmido pHEN2 que contiene el scFv C4/AFRA4 anti-FRa se utiliz6 como molde para la amplificacién por PCR del
fragmento C4 utilizando los cebadores de 5'-ataggatcccagctggtggagtctgggggagge-3' (SEQ ID NO: 3) y 5-
atagctagcacctaggacggtcagcttggtcce-3' (SEQ ID NO: 4) (BamHI y Nhel estaban subrayados). El producto de la PCR y los
vectores de expresion lentiviricos autoinactivantes pELNS de tercera generacion se digirieron con BamHI y Nhel. Los
productos de PCR digeridos se insertaron luego en el vector pELNS que contenia el dominio de sefializacion de linfocitos
T CD27-CD3z en el que la expresion del transgén esta impulsada por el promotor del factor de elongacion-1a (EF-1a).

Se generd un lentivirus defectuoso en la replicacion de titulo elevado mediante la transfeccién de células de la linea celular
de rifidn embrionario humano 293T (293T) con cuatro plasmidos (pVSV-G, pRSV.REV, pMDLg/p.RRE y CAR pELNS-C4-
27z) mediante el uso de Express In (Open Biosystems) como se ha descrito previamente. Los sobrenadantes se
recogieron 24 h y 48 h después de la transfeccion y se concentraron por ultracentrifugacion. Los titulos de virus se
determinaron en funcién de la eficacia de transduccién de lentivirus a células SupT1 utilizando el método de dilucion
limitante.

Linfocitos T y lineas celulares

Se obtuvieron linfocitos de sangre periférica de donantes sanos después del consentimiento informado segun un protocolo
aprobado por la Junta de Revision Institucional Universitaria de la Universidad de Pensilvania. Los linfocitos T primarios
se adquirieron de Human Immunology Core después de purificarlas mediante seleccion negativa. Los linfocitos T se
cultivaron en medio completo (RPMI 1640 complementado con un 10 % de FBS, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
sulfato de estreptomicina) y se estimularon con perlas recubiertas de mAb anti-CD3 y anti-CD28 (Invitrogen) en una
proporcién de 1:1 siguiendo las instrucciones. Veinticuatro horas después de la activacion, las células se transdujeron con
lentivirus a una MOI de 5. Se afiadieron las citocinas indicadas a los linfocitos T transducidos a partir del dia siguiente con
una concentracion final de 10 ng/mL. Las citocinas fueron reemplazadas cada 3 dias.

La célula 293T utilizada para el empaquetamiento de lentivirus y la célula SupT1 utilizada para la titulacion lentivirica se
obtuvieron de la ATCC. Se utilizaron las lineas celulares de cancer de ovario establecidas SKOV3 (FRa+) y C30 (FRao-)
como células diana para el ensayo de citotoxicidad y secrecion de citocinas. Para los ensayos de bioluminiscencia, se
transdujo SKOV3 con lentivirus para expresar luciferasa de luciérnaga (fLuc).

Anadlisis de citometria de flujo y clasificacion de células

La citometria de flujo se realizé en un BD FACSCanto. Se obtuvieron anticuerpos anti-CD45 (HI30), CD3 (HIT3a), CD8
(HIT8a), CD45RA (HI100), CD62L (DREG-56), CCR7 (G043H7), IL-7Ra (A019D5), CD27 (M-T271), CD28 (CD28.2),
CD95 (DX2), TNF-a (MAb11), IFN-y (4S.B3), IL-2 (MQ1-17H12), perforina (B-D48), granzima-B (GB11) humanos de
Biolegend. Se adquiri6 anticuerpo de conejo anti-lgG humana (H+L) conjugado con biotina-SP de Jackson
Immunoresearch y la estreptavidina conjugada con APC se adquirio de Biolegend. Se adquirié anti-Bcl-xI humano (7B2.5)
de SouhemBiotech. El kit de apoptdsis y los tubos TruCount se obtuvieron de BD Bioscience. Para el recuento de linfocitos
T en sangre periférica, se obtuvo sangre mediante extraccion de sangre retrorbitaria y se realiz6 una tinciéon para detectar
la presencia de linfocitos T CD45, CD3, CD4 y CD8 humanos. Los subconjuntos CD45+ seleccionados, CD3+, CD4+ y
CD8+ humanos se cuantificaron con los tubos TruCount siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estudio in vivo de terapia celular adoptiva

Se obtuvieron ratones hembra no obesos diabéticos/de inmunodeficiencia combinada grave/de cadena y - (NSG) de 8 a
12 semanas de edad del Stem Cell and Xenograft Core del Abramson Cancer Center, Universidad de Pensilvania. Los
ratones se inocularon por via subcutanea con 3x108 células SKOV3 fLuc* en el flanco el dia 0. Cuatro o cinco ratones se
aleatorizaron por grupo antes del tratamiento. Después de que los tumores se volvieran palpables, los linfocitos T primarios
humanos se activaron y transdujeron como se ha descrito previamente. Los linfocitos T se expandieron en presencia de
IL-2 (5 ng/mL) durante aproximadamente 2 semanas. Cuando la carga tumoral fue de ~250-300 mm?, a los ratones se les
inyectaron 5x10° células CAR-T o 100 pL de solucion salina por via intravenosa y luego recibieron una inyeccion
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intraperitoneal diaria de 5 pg de IL-2, IL-7, IL-15, IL-18, IL-21 o solucion de tampodn fosfato (PBS) durante 7 dias. Las
dimensiones del tumor se midieron con calibradores y los volimenes del tumor se calcularon con la siguiente formula:
volumen tumoral = (longitud x anchura 2)/2. El nimero y el fenotipo de los linfocitos T transferidos en la sangre del ratén
receptor se determinaron mediante citometria de flujo después de una extraccién de sangre retrorbitaria. Los ratones se
sacrificaron cuando los volimenes tumorales eran superiores a 2000 mm? y los tumores se resecaron inmediatamente
para su analisis posterior.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizdé con Prism 5 (software GraphPad) y el software IBM SPSS Statistics 20.0. Los datos se
mostraron como media + EEM a menos que se aclare. Se utilizaron pruebas de la t de muestras pareadas o pruebas del
orden de Wilcoxon no paramétricas para la comparacion de dos grupos y se utilizaron medidas repetidas ANOVA o de la
prueba de Friedman para estudiar la significacion estadistica de las diferencias entre tres o mas grupos. Los hallazgos se
consideraron estadisticamente significativos cuando los valores de P fueron inferiores a 0,05.

RESULTADOS
1. Construccion y expresion de CAR C4 anti-FRa

El CAR pELNS-C4-27z constaba del scFv C4 anti-FRa enlazado a una regién transmembrana y bisagra de CD8a, seguido
de un resto de sefializacion de CD3¢ junto con el motivo de sefalizacion intracelular de CD27 (Figura 1A). Los linfocitos
T humanos primarios se transdujeron eficazmente con vectores lentiviricos CAR C4 con eficacias de transduccion de un
43 %-65 % cuando se detectaron 48 h después de la transduccién. Los niveles de expresién de CAR fueron comparables
entre los linfocitos T CD4+ y CD8+ (52,6 + 10,2 % frente 2 49,5 £ 17,1 %, P = 0,713).

2. Influencia de las citocinas en la expansion de linfocitos T transducidos con CAR (CAR-T)

Se investigd la expansion y acumulacion de linfocitos CAR-T en presencia de diversas citocinas yc e IL-18. Tres semanas
después de la exposicion a las diferentes citocinas en cultivo, los linfocitos CAR-T que se habian cultivado en presencia
de IL-2, IL-7 o IL-5 se habian expandido 1000-2000 veces. Los linfocitos CAR-T que se habian cultivado en presencia de
IL-18, IL-21 o NC (control, sin citocina) demostraron una expansion de menos de 200 veces (Figura 1B).

Se analizaron las razones que contribuian a una mayor acumulacion de linfocitos CAR-T, especificamente, se evalué la
proliferacion y apoptosis de los linfocitos T. La respuesta proliferativa se midid6 monitorizando la divisién celular de los
linfocitos T marcados con CFSE cultivados durante 7 dias. Como se muestra en la Figura 1C, los linfocitos T cultivados
con IL-2 e IL-15 mostraron la mayor capacidad proliferativa, seguidos de IL-7; mientras que IL-21 e IL-18 fueron
estimuladores mitégenos menos potentes. La apoptosis de los linfocitos T cultivados con las diferentes citocinas se estudio
utilizando tincién con anexina-V. Los resultados indicaron que los linfocitos T cultivados con IL-2, IL-7 e IL-15
experimentaban menos apoptosis cuando se compararon con los grupos NC, IL-18 e IL-21 (Figura 1D). Estos resultados
indican que la mayor acumulacion de linfocitos T expandidos en presencia de citocinas, p. €j., IL-2, IL-7 o IL-15, puede
estar provocada tanto por un aumento de la proliferacién como una disminucion de la apoptosis, p. ej., mediante la
activacion de la ruta anti-apoptética Bcel-xl.

3. Influencia de las citocinas en los fenotipos de linfocitos CAR-T

A continuacion, se examiné el fenotipo de los linfocitos CAR-T expandidos en presencia de citocinas exdgenas. Los
linfocitos T frescos de donantes sanos se dividieron por lo general en cuatro subconjuntos en funcién de la expresion de
CD45RA y CD62L: 1) linfocito T virgen (CD45RA+CD62L+, denominado Tn), 2) linfocito T de memoria central (CD45RA-
CD62L+, denominado Tcm), 3) linfocito T de memoria efector (CD45RA-CD62L-, denominado Tern) y 4) linfocito T efector
positivo para CD45RA (CD45RA+CD62L-, denominado Temra). A continuacion, se evalué adicionalmente la expresion
de CCR7, CD27, CD28 y CD95 en cada subconjunto. La expresién de CD95 experimentd un aumento regulado
significativo tras la transduccion lentivirica. Los ultimos tres subconjuntos de linfocitos T fueron positivos para CD95,
mientras que solo una pequefa parte de Tn expresdé CD95 (3,6+1,4 % en linfocitos CD4+ y 3,7+1,3 % en linfocitos T
CD8+). Esta pequefia poblacion también coexpresdé CD27, CD28 y CCRY7, y se consideré como linfocitos T madre de
memoria (Tscm). Sin embargo, después de la estimulacion con perlas anti-CD3/CD28 antes y después de la transduccion
lentivirica con CAR, CD95 experimenté un aumento regulado notable hasta casi un 100 % en esta poblacion (Figura 2A).
Los porcentajes de linfocitos T CD45RA+CD62L+CD95+ experimentaron una gran expansion después de la estimulacion
con perlas anti-CD3/CD28 tanto en linfocitos T CD4+ y CD8+ como CAR-T en comparacion con los linfocitos T frescos
(Figuras 2B y 2C). Esta poblacion present6 una expresion elevada simultanea de CD27, CD28 y CCRY7, lo que indica que
se podria definir como Tscm. Ademas, los linfocitos CAR-T CD8+ tuvieron un porcentaje mayor de linfocitos Tscm, que
podria estar relacionado con la mayor proporcion de Tn en los linfocitos T CD8+ iniciales (Figura 2D).

Catorce dias después del cocultivo con diversas citocinas, se investigo la proporcion de subconjuntos de linfocitos T de
los linfocitos CAR-T midiendo la expresion de CD45RA, CD62L y CD95. De los linfocitos CAR-T CD4+, hubo un porcentaje
significativamente mayor de linfocitos Tscm en el grupo con IL-7 en comparacion con el grupo con IL-2, mientras que los
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grupos sin citocinas (NC) con IL-18 presentaron porcentajes menores de Tscm pero porcentajes mayores de Tcm. La
distribucion de subconjuntos de linfocitos T en el grupo con IL-15 fue similar al grupo con IL-2, mientras que el grupo con
IL-21 presentd un porcentaje mayor de Tcm, mientras que el porcentaje de Tscm fue comparable al del grupo con IL-2.
Los linfocitos CAR-T CD8+ demostraron una tendencia similar a la de los linfocitos CAR-T CD4+ en lo que se refiere a
diferenciacion y distribucion de los cuatro subconjuntos de linfocitos T para cada grupo al que se le administraron citocinas,
con proporciones mas elevadas de Tscm en comparacion con linfocitos CAR-T CD4+ en el grupo correspondiente de
linfocitos CAR-T CD8+.

Se estudio adicionalmente la capacidad de diversas supoblaciones de linfocitos CAR-T para autorrenovarse y
diferenciarse en otros tipos celulares. Los cuatro subconjuntos de linfocitos CAR-T se clasificaron en funcion de la
expresion de CAR, CD45RA y CD62L y se cultivaron por separado en un medio que contenia IL-2 durante 3 dias. Como
se muestra en la Figura 2E, el subconjunto de Tscm fue capaz de diferenciarse en los otros tres subconjuntos, y los
subconjuntos de Tcm y Temra fueron capaces de diferenciarse en Tern. Estos resultados indican que los linfocitos T
CD62L+ y CD45RA+ fueron capaces de diferenciarse en linfocitos T CD62L- y CD45RA-, respectivamente. Se evalud la
capacidad de proliferacion de los cuatro subconjuntos mediante dilucion de CFSE y después se comparo. Los resultados
mostraron que los Tscm presentaron una capacidad de proliferacion mas fuerte que otros subconjuntos (Figura 2F).
Ademas, la expresion de CD45RA se correlacion6 inversamente con la intensidad de CFSE mientras que la expresion de
CD62L y CCR7 se correlacioné directamente con la proliferacion. En todos los grupos con citocinas, los linfocitos T
CD45RA+ exhibieron niveles mucho mas bajos de CFSE que los linfocitos T negativos para CD45RA y con expresion
tenue de CD45RA (Figuras 3A-3B), lo que indica que los linfocitos T CD45RA+ tenian una actividad de proliferacion mas
fuerte que los linfocitos T CD45RA-. Por lo tanto, el aumento de la acumulacion de linfocitos T cultivados en presencia de
IL-2, IL-7 e IL-15 puede estar relacionado con la mayor proporcion de linfocitos T CD45RA+ (que tienen una mayor
capacidad de proliferacion) (Figura 4).

Con respecto al fenotipo de los linfocitos CAR-T, los linfocitos CAR-T presentaron una expresion mas baja de CD45RA,
CD62L, CD27 y CD28, pero una expresion mas elevada de CCR?7 en la superficie de los linfocitos T. La influencia de las
citocinas en el fenotipo de los linfocitos CAR-T se evalu6 adicionalmente en funcién de la expresion de los siguientes
marcadores superficiales: CD27, CD28, CD62L, CCR7 e IL7Ra. Los linfocitos CAR-T cultivados en presencia de IL-18
mostraron un patrén de expresion bastante similar a los cultivados sin complemento de citocinas. IL-2 provoca una
disminucion regulada drastica de la expresion de CD27, CD28, CD62L, CCR7 e ILR7a en comparacion con el control NC.
De las otras citocinas yc, en comparacién con los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2, los linfocitos CAR-T expuestos IL-7
presentaron una expresién mas elevada de CD62L, CD27 y CD28 pero una expresion significativamente reducida de
CCRY7; los linfocitos CAR-T del grupo con IL-15 presentaron una expresion mas elevada de CD27 y CD28; y los linfocitos
CAR-T expuestos a IL-21 presentaron una expresion mas elevada de CD62L, CCR7, CD27 y CD28, lo que indica que la
exposicion a IL-2 indujo la expansion de un subconjunto de linfocitos T con un fenotipo de linfocitos T mucho mas maduro
que los otros grupos (Figura 4).

4. Influencia de las citocinas en la funcién efectora de linfocitos CAR-T

Para investigar la influencia de las citocinas en la funcion efectora de los linfocitos CAR-T, se evalud la capacidad de
produccion de citocinas de los linfocitos CAR-T después de la estimulacion con células SKOV3 que expresan FRa. Tras
5 horas de estimulacion, se pudieron detectar TNF-a, IFN-y e IL-2 en el citoplasma de los linfocitos CAR-T, donde un
41,5-54,0 % de los linfocitos CAR-T produjeron TNF-a, un 12,4-15,3 % de los linfocitos CAR-T produjeron IFNy y un 4,3-
6,5% de los linfocitos CAR-T produjeron IL-2 (Figuras 5A-5C). La exposicion a IL-2, IL-7 e IL-15 durante la expansion
fomento la produccion de TNF-a por parte de los linfocitos CAR-T, mientras que el numero de linfocitos CAR-T que
produjeron IFN-y e IL-2 fue comparable entre todos los grupos de citocinas (Figuras 5A, 5B y 5C). A continuacion, se
compararon las fracciones de los linfocitos CAR-T con una respuesta y su polifuncionalidad. En comparacién con la
exposicién a IL-2 durante la expansion, la exposicion a IL-18, IL-21 o ausencia de exposicion a citocinas durante la
expansion indujo menos linfocitos CAR-T que producian citocinas, y menos linfocitos CAR-T poseyeron la capacidad de
producir multiples citocinas cuando fueron estimulados por las células diana. Estos resultados son coherentes con el
hecho de que el fenotipo en los linfocitos CAR-T de los grupos con IL-18, IL-21 y NC estuvo menos diferenciado que en
los del grupo expuesto a IL-2.

A continuacién, se determiné el efecto de la exposicién a citocinas durante la expansién en la expresion de las moléculas
citoliticas perforina y granzima-B después de la estimulacién con el antigeno. De manera similar a la produccion con TNF-
a, los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2, IL-7 e IL-15 demostraron una mayor expresion de perforina en comparacion con
los linfocitos CAR-T expuestos a NC, IL-18 e IL-21. Sin embargo, aunque los linfocitos CAR-T expuestos a IL-21 producen
menos TNF-a y perforina, produjeron el nivel mas elevado de granzima-B. Los siguientes niveles mas elevados de
produccién de granzima-B se observaron en linfocitos CAR-T expuestos a IL-2 e IL-15 durante la expansién. Los linfocitos
CAR-T en el grupo IL-18 presentaron la menor cantidad de expresion tanto de perforina como de granzima-B después de
la estimulacion con el antigeno.

Finalmente, la actividad de lisis tumoral por parte de los linfocitos CAR-T expuestos a diversas citocinas durante la
exposicion se cuantificéd con el ensayo de luciferasa. Como se muestra en la Figura 5D, los linfocitos CAR-T cocultivados
con IL-2 e IL-15 lisaron SKOV3 mas eficazmente que aquellos con NC e IL-18 (ambos P<0,05).
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La asociacion entre el fenotipo de los linfocitos CAR-T y su funcién se confirmo posteriormente. Los linfocitos T de 14 dias
se clasificaron después de la transfeccion lentivirica en funcion de la expresion de CAR y CD62L. Los linfocitos CAR-T
CD62L+ (Tscmy Tcm) exhibieron menos actividad de produccién de citocinas y menor capacidad citolitica en comparacion
con linfocitos CAR-T CD62L- (Tern y Temra) (Figuras 6A-6C). En esta perspectiva, los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2
e |IL-15 produjeron mas citocinas y presentaron una actividad de lisis tumoral mas fuerte, lo que tal vez se puede atribuir
parcialmente a las mayores proporciones de Tern y Temra en esos grupos.

5. Expansioén y fenotipo de los linfocitos CAR-T después de la provocacién antigénica

Para investigar la influencia de las citocinas sobre la expansion de los linfocitos CAR-T provocados con antigenos
especificos, se cocultivaron los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2 durante dos semanas con células SKOV3 (FRa+) o C30
(Fra-) en presencia de las citocinas indicadas durante 7 dias. De manera similar a la circunstancia sin antigeno, los
linfocitos CAR-T expuestos a IL-2, IL-7 e IL-15 presentaron un factor de expansién mas alto que los linfocitos CAR-T
expuestos a otras citocinas. Fue mucho mas probable que los linfocitos CAR-T expuestos a IL-21 durante la expansion
experimentaran apoptosis. Sin embargo, cuando los linfocitos CAR-T expuestos a las citocinas indicadas durante dos
semanas se cocultivaron con células SKOV3 o C30 sin un complemento adicional de citocinas durante 7 dias, la
acumulacion de los linfocitos CAR-T fue comparable entre todos los grupos, y aquellos que habian sido expuestos a IL-
15 e IL-18 experimentaron la menor incidencia de apoptosis (Figura 7A). También se analizaron los fenotipos de los
linfocitos CAR-T. Como para los cuatros subconjuntos de linfocitos T de memoria, los resultados fueron diferentes respecto
al estudio sin antigeno: los Tscm fueron raros y los Tern supusieron mas de un 50 % en los grupos sin citocinas, con IL-
18 y con IL-21. Las citocinas no tuvieron un impacto significativo en la composicion de los subconjuntos de linfocitos T de
memoria y la exposicion a IL-7 no favorecio el aumento de Tscm (Figura 7B).

6. Eficacia antitumoral de diversas citocinas en modelos en animales

Para evaluar los efectos de diversas citocinas durante la expansién ex vivo de los linfocitos CAR-T sobre la eficacia de
los linfocitos CAR-T in vivo, se estudi6 la persistencia de los linfocitos CAR-T y el desenlace utilizando un modelo de
xenoinjerto en raton NSG de cancer de ovario. Se inyectaron por via intravenosa a los ratones portadores de tumores
SKOV3 subcutaneos dos dosis de 5x106 linfocitos CAR-T C4-27z que se habian expuesto a las citocinas indicadas ex
vivo durante 2 semanas anteriormente. Todos los ratones que recibieron una infusién de linfocitos CAR-T C4-27z
presentaron una carga tumoral menor en comparacion con aquellos a los que se inyectaron linfocitos T no transducidos y
linfocitos CAR-T anti-CD19 (Figura 8A). De los diversos grupos con citocinas, los ratones que recibieron linfocitos CAR-T
con exposicion a IL-2 previa mostraron la carga tumoral méas elevada, algo coherente con la menor cantidad de linfocitos
T humanos circulantes en estos ratones. Todos los tumores en los grupos NC, con IL-7, IL-15, IL-18 e IL-21 estuvieron
significativamente suprimidos o incluso desaparecieron sin ninguna diferencia estadistica en el tamafio tumoral. La
persistencia de los linfocitos T transferidos en la sangre periférica se determind 15 y 32 dias después de la transferencia
adoptiva. Parecié que los ratones que recibieron linfocitos CAR-T tratados con IL-7 e IL-21 tenian una cantidad mas
elevada de linfocitos T humanos que los otros grupos en la sangre periférica el dia +15, mientras que los ratones que
recibieron linfocitos CAR-T tratados con IL-2 tuvieron el nimero mas bajo de linfocitos T humanos (Figuras 8B-8C). Como
con los porcentajes de poblaciones de diferentes linfocitos CAR-T, todos los grupos NC y expuestos a IL-15, IL-18 e IL-
21 presentaron mas linfocitos CAR-T CD4+ en comparacién con el grupo con IL-2, mientras que los porcentajes de
linfocitos CAR-T CD8+ fueron comparables entre todos los grupos. De los fenotipos de linfocitos T, CD62L, CD27 y CD28
se expresaron solamente en aproximadamente un 5-10 % de los linfocitos T y fueron comparables entre todos los grupos,
excepto para los linfocitos T CD8+ en el grupo con IL-21 que expresaron mas CD28 que aquellos en el grupo con IL-2 y
NC (ambos P<0,05). En el dia +32, los linfocitos T humanos circulantes en todos los grupos de linfocitos CAR-T se habian
expandido significativamente excepto en el grupo con IL-2, con un promedio de recuento de linfocitos T de 14 907/uL a
19 651/pL (y solo 242/uL en el grupo con IL-2). Dos ratones murieron aunque los tumores habian experimentado regresion.

ANALISIS

IL-2 es la citocina utilizada con mayor frecuencia para generar linfocitos para la inmunoterapia adoptiva. Promueve la
supervivencia y expansion de los linfocitos T, y potencia la capacidad de destruccion tumoral de los linfocitos T. Sin
embargo, la accion de IL-2 es limitada ya que es el resultado de la muerte celular inducida por la activacion (AICD) de los
linfocitos T y el desarrollo de los linfocitos T reguladores (Malek et al., Immunity, 2010, 33:153-65; y Lenardo et al., Annu
Rev Immunol, 1999, 17:221-53). En este ejemplo, IL-2 aumentd significativamente la acumulacion de linfocitos CAR-T y
su capacidad citotoxica, pero los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2 presentaron una inmunidad antitumoral inferior in vivo
después de la transferencia adoptiva. Este descubrimiento demuestra una relacion inversa entre la lisis tumoral in vitroy
la erradicacion tumoral in vivo. Los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2 mostraron un fenotipo o relativamente maduro con
poca expresion de CD62L, CCR7, CD27 y CD28, que son menos persistentes in vivo (Yang et al., Cancer Immunol
Immunother, 2013, 62:727-36). Estudios recientes han indicado que la transferencia adoptiva de linfocitos T menos
diferenciados se correlaciona con una mejor regresion tumoral, lo que respalda el descubrimiento de que los linfocitos
CAR-T expuestos a IL-2 son menos eficaces que otros grupos (Gattinoni et al., Nat Med, 2011, 17:1290-7; y Markley et
al., Blood, 2010, 115:3508-19).
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IL-15 presentd un rendimiento similar de estimulacién de la expansion de linfocitos CAR-T y funcion de la lisis tumoral que
IL-2, pero indujo menos fenotipos diferenciados (expresion mas elevada de CD27 y CD28). Por lo tanto, IL-15 respalda la
persistencia de los linfocitos CAR-T in vivo y muestra una mejor inmunidad antitumoral en modelos en animales.

En comparacion con IL-2 e IL-15, IL-7 mostr6 una capacidad similar para promover la expansién de linfocitos CAR-T, pero
indujo un nivel mas elevado de expresion de CD62L y exhibié la proporcion mas elevada de linfocitos CAR-Tscm en una
circunstancia sin antigeno. Por lo tanto, en comparacion con los linfocitos CAR-T expuestos a IL-2, la exposicién ex vivo
a IL-7 sin provocacion antigénica potencio la eficacia antitumoral de los linfocitos CAR-T. Los linfocitos CAR-T expuestos
a IL-7 no dieron como resultado una mejor eficacia antitumoral in vivo que IL-2, y la eficacia fue inferior a IL-15 debido a
la menor expansion de los linfocitos CAR-T con provocacion antigénica.

IL-21 ejerciod pocos efectos en la acumulacion de los linfocitos CAR-T ya que no pudo potenciar la capacidad antiapoptética,
p. €j., promoviendo la expresion de Bcl-xL. Sin embargo, IL-21 indujo la expansion de linfocitos CAR-T menos
diferenciados, con un fenotipo de expresion elevada de CD62L, CCR7, CD27 y CD28, incluso en la circunstancia de
provocacion antigénica. Por lo tanto, los linfocitos CAR-T expuestos a IL-21 mostraron la mejor persistencia en modelos
en animales e inyeccion de IL-21 in vivo, y también presentaron una mejor eficacia para promover la erradicaciéon tumoral
que los otros grupos con citocinas excepto IL-15. Estos resultados son coherentes con los descubrimientos previos de
que los linfocitos CAR-T menos diferenciados se correlacionan con una mejor regresion tumoral.

IL-18 es una citocina proinflamatoria que pertenece a la familia de IL-1, que regula las respuestas inmunitarias tanto innata
como adaptativa mediante la activacion de monocitos, linfocitos NK y linfocitos T y la produccion de IFN-y asi como otras
citocinas in vivo (Srivastava et al., Curr Med Chem, 2010, 17:3353-7). Los resultados presentados en el presente
documento indican que IL-18 tiene poco impacto sobre la expansién, fenotipo y funcion de los linfocitos CAR-T en
experimentos ex vivo, ya que la mayoria de los resultados en los grupos con IL-18 son similares y comparables con el
grupo NC. [L-18 promovi6 poca proliferacion de los linfocitos T y mantuvo mas supervivencia de los linfocitos T con
provocacion antigénica en comparacion con el grupo de control (NC). Los estudios in vivo mostraron que IL-18 no tiene
un impacto significativo sobre la eficacia de los linfocitos CAR-T cuando se compara con ratones sin complemento de
citocinas.

En resumen, los descubrimientos de estos experimentos indican que el complemento ex vivo con IL-2 para la expansion
de linfocitos CAR-T no es una estrategia 6ptima aunque se utiliza ampliamente. En cuanto al complemento con IL-18, IL-
21 o ausencia de complemento con citocinas, aunque pueden inducir linfocitos CAR-T relativamente eficaces, no
promueven la expansién de linfocitos CAR-T de manera lo suficientemente eficaz, de modo que se puedan preparar
suficientes linfocitos CAR-T para su uso clinico en un tiempo de expansion limitado. Por lo tanto, IL-15 e IL-17 pueden ser
mejores agentes para la expansion de linfocitos CAR-T. Ademas, la combinacién de complementos con IL-7 e IL-15
provoca la generacion de Tscm, lo que es beneficioso para producir linfocitos CAR-T mas «jévenes». En cuanto a la
inyeccion de citocinas in vivo, todos los suplementos con citocinas yc mejoran la eficacia antitumoral, ya que muchas de
ellas favorecen la expansion de los linfocitos CAR-T, siendo IL-15 la que presenta el mejor efecto. Los ratones que
recibieron linfocitos CAR-T expuestos a IL-15 por inyeccién tuvieron una mayor eficacia, debido en parte a la mayor
capacidad de expansion y mayor persistencia de los linfocitos CAR-T durante el tratamiento tumoral. Por lo tanto, los
resultados de estos experimentos indican que IL-7 e IL-15 son prometedores para fomentar la expansion de linfocitos
CAR-T e inducir los fenotipos de linfocitos T que son mas eficaces para el tratamiento terapéutico.

Ejemplo 2: Efecto de la deplecion de CD25 en el crecimiento celular y la eficacia de transduccién

La cadena a de interleucina-2, también conocida como CD25, es expresada por los linfocitos T reguladores (Treg) pero
también se ha observado en células de leucemia de linfocitos B cronica (LLC) (en mas de un 85 % de los pacientes con
LLC). Los Treg tienen funciones inmunosupresoras y pueden impedir la eficacia de la inmunoterapia, p. €j., inhibiendo la
proliferacion de los linfocitos T. El actual aislamiento o enriquecimiento de linfocitos T de pacientes con LLC mediante
aféresis normalmente contiene una proporcion significativamente elevada de Treg asi como de células de LLC. La
deplecion de los Treg y células de LLC en el material de partida mediante métodos de deplecion de CD25 puede mejorar
significativamente la pureza de los linfocitos T efectores y aumentar de esta manera la potencia de linfocitos T que
expresan CAR19, p. €j., linfocitos CART19.

Optimizacién de la deplecion de CD25

Se realizé un experimento de validacion para identificar las condiciones dptimas para la deplecion de CD25 a partir de las
aféresis de dos pacientes utilizando reactivo CD25 de Miltenyi en un sistema CIiniMACS. Se ultilizé el reactivo de deplecion
de CD25 a un 100 %, 70 % y 30 % de la cantidad recomendada por el fabricante para identificar si se podia obtener la
misma eficacia de depleciéon utilizando menos reactivo. También se estudiaron dos conjuntos de tubos de Miltenyi
diferentes. La deplecion se realizd de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los resultados de los experimentos se
muestran en la siguiente tabla. Para el control, se realiz6 la seleccion utilizando perlas inmunomagnéticas anti-CD3/CD28.

Tabla 2. Resultados experimentales de la depleciéon de CD25.
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Grupos de deplecion de CD25 100 % 70 % 30 %
Conjunto de tubos de Miltenyi 161-01

Programa CliniMACS ENRICHMENT1.1

Células del paciente UPCC04409-15

% de células CD45+CD25+ 83,56 %

% de células CD45+CD3+ 8,66 %

% de células CD45+CD3+CD25- 5,70 %

N.° de células CD25+ sobre las que actuar 2.E+09 2.E+09 2.E+09
N.° de células sometidas a aféresis para la deplecion de CD25 2,39E+09 |3,41E+09 |7,97.E+09
Volumen de perlas CD25 utilizado (mL) 2,5 2,5 2,5

N.° de células en la fraccion con deplecién de CD25 1,05E+09 | 1,86E+09 |3,36E+09
N.° de células en la fraccion enriquecida en CD25 2,05E+08 |2,58E+08 |5,19E+08
Rendimiento de linfocitos T CD25- esperado 1,36E+08 | 1,95E+08 |4,54E+08
% de linfocitos T en la fraccién sometida a deplecién 6,26 % 4,06 % 2,50 %
Rendimiento de linfocitos T CD25- observado 6,57E+07 | 7,55E+07 |8,40E+07
Rendimiento de CD3+CD25- como % del esperado 48 % 39 % 18 %

% de linfocitos B en la fraccion sometida a deplecion 90,50 % 91,6 % 95,30 %
Viabilidad de la fraccion CD25+ 94,4 % 962% 91,1%
Viabilidad de la fraccion CD25- 95,8 % 950% 99,0 %

El rendimiento de linfocitos T CD25- (negativos para CD25) esperado representa el rendimiento de linfocitos T CD25-
calculado que se calcula asumiendo un 100 % de eficacia en las manipulaciones respectivas. El rendimiento observado
de linfocitos T CD25- representa el numero de linfocitos T CD25- después de las manipulaciones respectivas. Como se
muestra en la Tabla 2, la utilizacion de menos reactivo del recomendado por el fabricante no dio como resultado la misma
eficacia en la deplecion de CD25. La utilizacion de tubos diferentes dio como resultado un aumento en el enriquecimiento
de linfocitos T en un log.

La Figura 9 muestra graficos de analisis por citometria de flujo representativos que demuestran la eficacia de la deplecion
de CD25 en comparacion con las células totales de la aféresis, control de células con seleccion de CD3/CD25, células
con deplecion de CD25 y células enriquecidas en CD25. El contenido de monocitos de la poblacion celular, segun se
determina mediante la expresion de CD14 del subconjunto CD3-CD19-. Estos resultados indican una deplecion de CD25
eficaz y que la deplecién de CD25 también dio como resultado un contenido de monocitos significativo (61,1 %) de células
que expresan CD14 en comparacion con menos de un 2 % de las células totales de la aféresis, control y las células
enriquecidas en CD25.

Efecto de la deplecion de CD25 en la poblacion y proliferacion de linfocitos T

A continuacién, se evalud la calidad del producto de tipo linfocito T después de la deplecién de CD25 determinando la
proporcion de linfocitos T CD4+ y CD8+ y la capacidad de la proliferacion.

Para determinar la proporcién de poblaciones de linfocitos T especificas, las células se analizaron mediante citometria de
flujo nueve dias después de la seleccion mediante deplecion de CD25 o con anti-CD3/CD28 como se ha descrito
anteriormente. Los resultados muestran que los linfocitos T con seleccion de CD3/CD28 tuvieron una mayor proporcion
de linfocitos T CD4+ en comparacion con las células con deplecién de CD25 (84,6 % en comparacion con un 46,8 % de
linfocitos T CD4+). En cambio, las células con deplecion de CD25 tuvieron una mayor proporcion de linfocitos T CD8+ en
comparacion con las células con seleccion de CD3/CD28 (47,2 % en comparacion con 11,5 % de linfocitos T CD8+). Por
lo tanto, la deplecién de CD25 da como resultado linfocitos T con una mayor proporcion de linfocitos T efectores CD8+.
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También se evaluaron la capacidad de proliferacion y la viabilidad celular en el control (células con seleccién de CD3/CD28)
y células con deplecidén de CD25. Se sembraron en placas 1,6x107 células del control y células con deplecion de CD25 y
se determind el numero de células y la viabilidad durante 10-13 dias. La Figura 10A muestra el numero total de células
en el tiempo y la Figura 10B muestra las duplicaciones calculadas de la poblacion (calculadas a partir del numero total de
células). Los resultados indican que las células con deplecion de CD25 demostraron caracteristicas de crecimiento
similares a las células de control. La Figura 10C muestra el porcentaje de células viables y los resultados muestran que
la viabilidad también fue similar entre el control y las células con deplecion de CD25.

Efecto de la deplecion de CD25 en la eficacia de transduccién lentivirica

Se evaluo el efecto de la deplecion de CD25 en la eficacia de transduccion lentivirica determinando la expresiéon del CAR
después de la transduccion. En la aféresis de un paciente se realizé deplecion de células CD25 como se ha descrito
anteriormente. La eficacia de la deplecion de CD25 se demuestra en los graficos del analisis de citometria de flujo
comparando la poblacion que expresa CD25 antes (muestra de la aféresis) y después de la deplecion de CD25 (fraccion
con deplecion de CD25). Después de la deplecion de CD25, la fracciéon con deplecion de CD25 contenia aproximadamente
un 59,2 % de células negativas para CD25 y solo un 10,3 % de células positivas para CD25.

La fraccion con deplecion de CD25 se transdujo con un constructo lentivirico que codifica CAR19. Después de 11 dias de
cultivo, se evaluo la expresion del CAR. Se utilizaron como controles células que no estaban transducidas y células con
seleccion de CD3 transducidas. La expresion de CAR19 fue significativamente mayor en células con deplecion de CD25
en comparacion con las células con seleccion de CD3 (51,4 % en comparacién con un 12,8 %). Este resultado demuestra
que las células con deplecion de CD25 han mejorado la eficacia de la transduccion lentivirica, lo que puede ser importante
para un mejor efecto terapéutico en la terapia con CART.

Ejemplo 3: Utilizacién de citocinas con células con deplecion de CD25

En este ejemplo, se examino el efecto de la deplecion de CD25 con el complemento con citocinas durante la expansion
en el cultivo. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un paciente y se dejaron sin manipular
o se realiz6 la deplecidn de las células que expresaban CD25 como se describe en el Ejemplo 2. El enriquecimiento de
los linfocitos T se consigui®é mediante estimulacidon con perlas recubiertas con anti-CD3 y CD28. Los linfocitos T se
cultivaron inmediatamente en medio complementado con 10 ng/mL de IL-7, 10 ng/mL de IL-15, o la combinacion de
10 ng/mL de IL-7 y 10 ng/mL de IL-15. En el dia 3, se cambi6 el medio afiadiendo las mismas citocinas. En el dia 5, se
afadié el medio que contenia 100 Ul de IL-2/mL y las células se cultivaron durante un total de 10 dias.

El analisis por citometria de flujo mostr6 el cambio en la distribucion de células CD3 y CD19 en células con deplecién de
CD25 en comparacion con PBMC no manipuladas (con seleccion de CD3/CD28 estandar) después del cultivo en
presencia de IL7, IL-15, 0 IL7 e IL15. Se evalud la distribucion de células que expresan CD3, CD19 y CD25 en la poblacion
de partida (p. €j., antes de la deplecion de CD25 y antes del cultivo con complemento de citocinas). La poblacién de
partida tuvo una proporcion elevada de células CD3-CD19+ (-97,2 %) y una proporcion elevada de células que expresan
CD25 (-94,5 % de CD25+ CD3-; y -93,8 % de CD25+ CD19+). Después de la manipulacion (deplecion de CD25) y cultivo
con citocinas, la distribucion cambidé como se muestra en la Figura 11. Las células con deplecién de CD25 mostraron en
general una reducciéon mayor en células que expresan CD19 en comparacion con las células no manipuladas.

También se evalud la capacidad de proliferacion para las mismas muestras celulares determinando el numero total de
células en el cultivo el dia 10 después de la estimulacién con perlas recubiertas con anti-CD3 y anti-CD28. A continuacion
se muestra el numero de células de cada muestra celular.

Tabla 3. Expansion in vitro

Células Citocinas anadidas N.° de células en cultivo
No manipuladas IL-7 1,24 x 108

IL-15 0,92 x 10°

IL-7 + IL-15 0,52 x 10°
Con deplecién de CD25 IL-7 0,93 x 108

IL-15 1,95 x 108

IL-7 + IL-15 3,03 x 108

Estos resultados muestran que la complementacion con IL-15 durante el cultivo de linfocitos T con deplecion de CD25 dé

como resultado un aumento de la expansion en comparacion con las células no manipuladas. La adicién de IL-7 e IL-15

al medio durante el cultivo dio como resultado un aumento significativo de la expansién en comparacion con las células
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no manipuladas y en comparacién con la adicion de las citocinas IL-7 o IL-15 independientemente. Por lo tanto, el
complemento con la combinacion de IL-7 e IL-15 dio como resultado linfocitos T con el mayor aumento de capacidad
proliferativa.

Ejemplo 4: Aptitud de los linfocitos T para su uso en la terapia celular

El uso de la terapia celular modificada ha demostrado un éxito significativo en los ultimos cinco afios, especificamente en
ensayos clinicos que actuan sobre neoplasias malignas de linfocitos B con linfocitos T con receptor de antigeno quimérico
(CAR) que tiene como diana CD19. A pesar de estos resultados prometedores, muchos pacientes en proceso de
evaluacion para la inscripcion son, en ultima instancia, incapaces de continuar debido a la falta de suficiente producto
celular. Esta limitacion surge como resultado de la incapacidad de recolectar suficientes linfocitos de la sangre periférica,
0 como resultado de una expansion celular ex vivo sin éxito, que es un componente de la generacion de células y un
elemento predictivo de la actividad in vivo. En el momento de la evaluacion de muchos pacientes, mas de un 30 % de los
pacientes no tienen suficiente material celular para una fabricacion clinica con éxito de un producto para la terapia celular.
Este ejemplo describe la identificacion de factores que pueden influenciar la recoleccion de los linfocitos T periféricos,
tales como la programacién de la recoleccion y la quimioterapia que puede afectar al recuento de linfocitos T. Estos
factores tienen una relevancia clinica significativa ya que los ensayos con linfocitos CAR T son mayores y mas numerosos.
En particular, se estan investigando el fenotipo de memoria y el potencial de expansién de los linfocitos T durante la
quimioterapia en pacientes pediatricos con LLA y LNH.

Métodos

Seleccion de pacientes y protocolo clinico

Se analizaron la capacidad de expansion y fenotipo de los linfocitos T recolectados de pacientes pediatricos con
neoplasias malignas hematicas antes del inicio de la quimioterapia y después de cada ciclo de quimioterapia. Los
pacientes fueron identificados en las consultas clinicas en el Departamento de Hematologia y Oncologia del Hospital
Infantil de Filadelfia en Filadelfia, PA. Los pacientes fueron inscritos en el ensayo clinico CHP-12-009915 aprobado por el
Comité Institucional de Revisiéon del Hospital Infantil de Filadelfia. Los criterios de inclusion se definieron de la siguiente
manera: hombres o mujeres de 6 meses a 21 afios de edad; diagndstico de neoplasia maligna de linfocitos B positiva para
CD19; ausencia de terapia génica anterior (los pacientes pueden haber recibido terapia con linfocitos CAR T CD19 si
estuvo seguida de trasplante de células madre mieloablativo); consentimiento informado parental/del tutor; y, si procede,
consentimiento del nifio. Los criterios de exclusién se definen de la siguiente manera: infeccion activa por hepatitis B o C;
infeccion por VIH; cualquier afeccion médica no controlada que impediria la participacion; y padres o tutores que, en la
opinién del investigador, pueden no adherirse a los procedimientos del estudio.

El consentimiento y la inscripcion fueron realizados por David M. Barrett, y se recogié una muestra de cuatro mililitros de
sangre periférica ademas de las pruebas habituales de laboratorio, que se utilizé6 para el estudio. Esta fue la Unica
intervencion del ensayo, y todos los pacientes continuaron con la terapia de referencia segun la enfermedad,
produciéndose una recogida similar después de cada ciclo de quimioterapia. Se recogieron muestras de sangre periférica
de los pacientes con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda (LLA) o linfoma no hodgkiniano (LNH) utilizando un
protocolo de ensayos clinicos aprobado por la IRB (CHP-12-009915) en los siguientes puntos temporales: antes de la
quimioterapia, después de la induccion, después de la consolidacion, después del mantenimiento intermedio, después de
la intensificacion retrasada y en el mantenimiento. Los pacientes con una recaida en la prueba se excluyeron de la
inscripcion. Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 7. La edad de los pacientes en el momento de
la inscripcidn varié entre 8 meses y 19 afios y un 58 % de los pacientes fueron hombres y un 42 % mujeres. Los grupos
de enfermedades incluyeron LLA, estratificada como RE (LLA-RE, n = 17) o RA/RMA (LLA-RA/RMA, n = 21) segun el
Instituto Nacional del Cancer (NCI), y LNH (n = 12). Los subtipos de linfoma incluyeron linfoma de Burkitt (n = 6), linfoma
difuso de linfocitos B grandes (LDLBG, n = 3), linfoma mediastinico primario (n = 1), linfoma primario 6seo (n= 1)y linfoma
folicular (n = 1); todos los subtipos de LNH se agruparon para el analisis. Las pautas quimioterapicas para la LLA de riesgo
estandar y alto se muestran en la Tabla 8.

Tabla 7: Caracteristicas de los pacientes

Caracteristica Total (n=50)
Edad (a)
Mediana 5
Intervalo 0,7-19
Sexo - n.° (%)
Hombre 29 (58)
Mujer 21 (42)
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Tabla 8: Pautas de tratamiento administradas a pacientes con LLA de riesgo estandar y de riesgo alto

Induccion

Consolidacion

Mantenimiento intermedio

Intensificacion retrasada

Mantenimiento intermedio II*

Mantenimiento

LLA de riesgo estandar
Vincristina, 6 mg/m?
Dexametasona, 6 mg/m?
PEG-L-asparaginasa,
2500 U/m?

Vincristina, 1,5 mg/m?

6-mercaptopurina, 75 mg/m?

Vincristina, 7,5 mg/m?

Metotrexato, 500 mg/m?

Vincristina, 4,5 mg/m?
Dexametasona, 10 mg/m?
Doxorrubicina, 75 mg/m?
PEG-L-asparaginasa
2500 U/m?
Ciclofosfamida, 1 g/m?
Citarabina, 60 mg/m?
6-tioguanina, 60 mg/m?
Vincristina, 7,5 mg/m?
Metotrexato, 500 mg/m?
Vincristina, 1,5 mg/m?
Dexametasona, 6 mg/m?
6-mercaptopurina, 75 mg/m?

Metotrexato, 20 mg/m?
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LLA de riesgo alto
Vincristina, 6 mg/m?
Dexametasona, 6 mg/m?
PEG-L-asparaginasa,
2500 U/m?

Daunorrubicina, 100 mg/m?2

Vincristina, 1,5 mg/m?
6-mercaptopurina, 60 mg/m?

Ciclofosfamida, 1 g/m?

Citarabina, 75 mg/m?

PEG-L-asparaginasa

2500 mg/m?
Vincristina, 7,5 mg/m?

Metotrexato, 20 mg/m?

6-mercaptopurina, 25 mg/m?

Vincristina, 7,5 mg/m?
Dexametasona, 10 mg/m?
Doxorrubicina, 75 mg/m?
PEG-L-asparaginasa
5000 U/m?
Ciclofosfamida, 1 g/m?
Citarabina, 60 mg/m?

6-tioguanina, 60 mg/m?

Vincristina, 1,5 mg/m?
Prednisona, 40 mg/m?
6-mercaptopurina, 75 mg/m?

Metotrexato, 20 mg/m?
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LLA de riesgo estandar LLA de riesgo alto

El texto subrayado indica que la terapia no se administré a pacientes de riesgo estandar. *Los linfocitos T recogidos
después de la fase Il de mantenimiento intermedia para LLA de riesgo estandar no se analizaron, ya que no habia un
ciclo correspondiente para la enfermedad de riesgo alto (RA) o riesgo muy alto (RMA).

Expansioén y cultivo de linfocitos T ex vivo

Los linfocitos se recolectaron de la sangre periférica utilizando medio de centrifugacion con densidad Ficoll-Paque (GE
Life Sciences) segun el protocolo estandar. La capa leucoplaquetaria recolectada se resuspendié en medio de cultivo de
linfocitos T y las células se sembraron en recipientes de cultivo del tamafio apropiado con una concentracion de 5 a 10 x
10° células/mL y se incubd ante la noche a 37 °C. Después de esta incubacion de 18 a 24 horas, el sobrenadante de
estos cultivos se recogio y se lavo, dejando las células adherentes en los recipientes de cultivo y aislando solo las células
en suspension. Se tifid una muestra de este sobrenadante en funcion de la expresién de CD3, CD4 y CD8 (véase mas
adelante) para calcular los RTA. Este cultivo completo se combind a continuacion con microperlas estimuladoras
recubiertas con anticuerpos agonistas para CD3 y CD28 (Life Technologies; n.° de catalogo 111.32D) con una proporcion
de tres perlas por linfocitos T y se resuspendieron a una concentracion de 108 linfocitos T/mL para la expansiéon de
linfocitos T, con las mismas condiciones de estimulacion y de cultivo utilizadas en nuestras expansiones en las pruebas
clinicas. Se contaron las células, se midieron los tamafios celulares en dias alternos y se retiraron las perlas el dia 7. El
periodo de cultivo finalizé cuando la cinética y el volumen del crecimiento celular indicaron que las células entraban en
descanso después de la activacion. Para los estudios con citocinas, se recogieron muestras como se ha descrito, se
combinaron con perlas, y después se dividieron en dos cultivos. Un cultivo (sin citocinas) se traté como se ha indicado
anteriormente y el otro (+IL-7 e IL-15) se traté con IL-7 (25 ng/mL) e IL-15 (10 ng/mL) (R&D Systems, n.° 207-1L-025 y n.°
247-1L-205).

Se evalud la influencia del diagndstico y la quimioterapia sobre la probabilidad de una respuesta con éxito a la estimulacion
con CD3/CD28 de las células. Se aplicod un criterio de una expansion celular >5 veces durante 10 dias a las células
cultivadas. Este criterio es relevante clinicamente para los ensayos de terapia con células modificadas, ya que se ha
utilizado un umbral para la expansiéon minima necesaria para ser inscrito en los ensayos clinicos de linfocitos CAR T CD19.
Se realiz6 el analisis estadistico en un software GraphPad Prism y se utilizé el analisis de la varianza para comparar los
grupos.

Citometria de flujo

Se tifieron los marcadores superficiales de las células de los linfocitos T para diferenciar el linaje del linfocito T. Se pueden
utilizar CCR7, CD62L, CD45R0O y CD95 para diferenciar los diversos fenotipos de linfocitos T utilizando los siguientes
patrones de expresion: virgen (Tn) - CCR7+, CD62L+, CD45R0O-, CD95-; memoria central madre (Tscm) - CCR7+, CD62L+,
CD45R0O-, CD95+; memoria central (Tcm) - CCR7+, CD62L+, CD45R0O+, CD95+; memoria efector (Tem) - CCR7-, CD62L-,
CD45R0O+, CD95+; efector terminal (Tes) - CCR7-, CD62L-, CD45R0O-, CD95+. Véase, p. €j., Gattinoni et al., Nat. Med.
17(2011):1290-7. Los anticuerpos utilizados para este analisis asi como para la cuantificacion de la cantidad global de
linfocitos T descrita anteriormente fueron CD8-FITC (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ; n.° 347313), CD3-PE (BD
Biosciences, n.° 555340), CD4-APC (BD Biosciences, n.° 555349), CCR7-FITC (BD Biosciences, n.° 561271), CD95-PE
(BD Biosciences, n.° 556641), CD45RO (BD Biosciences, n.° 559865) y CD62L-PE/Cy7 (BioLegend, San Diego, CA;
304822). Las células se resuspendieron en tampon FACS (PBS + 1 % de suero bovino fetal) y a continuacion se incubaron
con combinados de anticuerpos durante 25 minutos a 4 °C. A continuacion, las muestras se lavaron dos veces y se realizé
una adquisicién por citometria de flujo en un citémetro de flujo BD FACS Verse (BD Biosciences, n.° 653118). El analisis
se realizé utilizando un software FlowdJo (Treestar, Inc, Ashland, OR).

Analisis estadistico

Todo el analisis estadistico se realizo utilizando Prism 4 (software Graphpad, La Jolla, CA) utilizando analisis de pruebas
de la varianza. Se utilizé la prueba exacta de Fisher para la comparacion de los porcentajes. Todas las comparaciones
que se presentan como significativas alcanzaron un valor de p <0,05, o segun se calculé para las correcciones de
Bonferroni para comparaciones multiples.

Resultados

Una expansion de mas de cinco veces in vitro durante la expansion de prueba es sumamente predictiva de expansion
con éxito a escala clinica, con un valor predictivo positivo de un 70 % y un valor predictivo negativo de un 95 %.

La expansion de los linfocitos T varié segun el grupo de enfermedad y la terapia anterior
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Se recogi6 sangre periférica de cada paciente inscrito en el diagndstico y después de cada ciclo de quimioterapia. Las
pautas quimioterapicas administradas a los pacientes con LLA-RE y -RA durante estos ciclos se muestran en la Tabla 8.
Los linfocitos T se aislaron y estimularon utilizando perlas recubiertas con anticuerpos agonistas para CD3 y CD28, y se
midié en el tiempo la expansion celular. Se aplicé un umbral para una expansion superior a cinco veces durante la
expansion de prueba (que se asocia con una probabilidad elevada de expansion clinica con éxito) para estratificar el
analisis en muestras que «tienen éxito en» la expansién y las que «no tienen éxito en» la expansion. Estas categorias
representaron aquellas muestras de pacientes que serian aptas o no aptas, respectivamente, para la inclusion en los
ensayos clinicos.

LLA vs LNH

Casi un 80 % de los pacientes con LLA alcanzaron este umbral en el diagnéstico, donde las tasas de éxito declinaron
lentamente durante el transcurso de la terapia y alcanzaron ~40 % durante la fase de mantenimiento (Fig. 22A). En claro
contraste estuvieron las células recogidas de pacientes con LNH, que demostraron una expansion deficiente, donde tan
solo un 25 % tuvo éxito en el diagnostico, y pocas muestras (12,5 % de todos los puntos temporales restantes)
demostraron alguna expansion después del inicio de la terapia (Fig. 22A). La diferencia en las tasas de éxito entre las
muestras de leucemia y linfoma fue significativa en todos los puntos temporales (la Tabla 12 muestra los resultados del
analisis estadistico).

Tabla 12 — Andlisis estadistico de los datos de las FIG. 22A-22F, con los valores significativos subrayados.
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Riesqo estandar vs riesgo alto/muy alto

La estratificacion de las muestras de LLA en los grupos de RE y RA/RMA NCI revelé que los linfocitos T de pacientes con
LLA-RE demostraron una capacidad de expansion robusta y mantenida, con una disminucién inicial en la primera parte
de la terapia y una disminucion modesta durante la fase de mantenimiento (Fig. 22B). Aunque las muestras de LLA-
RA/RMA se expandieron bien en la primera parte de la terapia, las tasas de éxito descendieron rapidamente después de
la fase de consolidacion (Fig. 22B), lo que dio como resultado diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
éxito en la expansion de prueba en comparacion con LLA-RE (Tabla 12).

Recuento de linfocitos T

El recuento de linfocitos absoluto (RLA) de la sangre periférica en el momento de la recogida fue mas elevado en la
primera parte de la terapia y disminuy6 después de la consolidacion (FIG. 22C y 22E). El recuento de linfocitos absoluto
no fue diferente entre los pacientes con leucemia y linfoma, ni fue un componente predictivo de la funcién de los linfocitos
T. La relacion entre el RTA y el potencial de expansion se estudio para evaluar si esta diferencia funcional observada era
simplemente un reflejo de la variabilidad de la cantidad de linfocitos T. El recuento de linfocitos T absoluto de la sangre
periférica en el momento de la recogida de los pacientes que tuvieron éxito o no tuvieron éxito en cuanto a superar el
umbral de expansion in vitro de 5 veces fue generalmente mas elevado en la primera parte de la terapia (FIG. 22D y 22F).
El RTA para las muestras de leucemia disminuyo después de la induccion hasta la terapia de mantenimiento (Fig. 22F),
lo que demuestra una tendencia similar a las tasas de expansién. Las muestras de linfoma en algunos puntos temporales
tuvieron un recuento de linfocitos T periféricos modesto (de 300 a 400 células/mL); sin embargo, incluso durante estos
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ciclos, los linfocitos T demostraron una expansiéon deficiente. Aunque las muestras de leucemia demostraron una
expansion significativamente mayor en comparacion con el linfoma durante la terapia (Fig. 22A), no se observaron tales
diferencias estadisticas en el RTA entre estas dos enfermedades. El examen de las muestras de LLA estratificadas segun
el grupo de riesgo demostré una disminucion progresiva en el RTA de LLA-RE con un descenso significativo después de
la intensificacion retrasada (Fig. 24). Esta disminucién progresiva en el RTA se correlacioné con la disminucion progresiva
en la expansion (Fig. 22B). El RTA de LLA-RA/RMA experimentd una aguda disminucion después de la terapia de
consolidacion, que se correlacion6 con la abrupta disminucién en la expansion después de la consolidacion (Fig. 22B). El
RTA de LLA-RA/RMA permanecié bajo durante el resto de la terapia, donde el potencial de expansién demostré una
disminucion progresiva. Estos descubrimientos sugieren que en la LLA, el RTA puede tener cierta relevancia en el
potencial de expansion; sin embargo esta asociacion no se correlacioné directamente en cada ciclo. Para el LNH, el RTA
parece no tener relevancia en el potencial de expansion.

Linfocitos T de linaje temprano asociados con una mayor expresion

Ya que la cantidad de linfocitos T no se asocio con la expansién en el LNH y tuvo solo una correlacion general en la LLA,
se evaluaron los fenotipos de memoria presentes en estas muestras como posibles contribuyentes a las diferencias
funcionales observadas. Los linajes celulares se definieron mediante diversos patrones de marcadores de la superficie
celular como se describe en el presente documento. El analisis se dividié en tres grupos de comparacién, mostrados sobre
cada columna en la Fig. 23 (éxito frente a sin éxito, Fig. 23A-23E; leucemia frente a linfoma, Fig. 23F-23J; LLA-RE frente
a LLA-RA/RMA, Fig. 23K-230).

La comparacion de las muestras que tuvieron éxito en la expansion de prueba con las que no lo tuvieron (Fig. 23A-23E)
reveld que el éxito de la expansion se asocié con un enriquecimiento significativo de linfocitos TN en todos los puntos
temporales excepto después de la intensificacion retrasada y el enriquecimiento en linfocitos TSCM en todos los puntos
temporales excepto en el diagnéstico y después de la intensificacion retrasada (Fig. 23A-23B). El recuento de TN
disminuyd progresivamente durante la terapia tanto en las muestras que tuvieron éxito como las que no lo tuvieron,
mientras que el recuento de TSCM permanecié relativamente estable. Las muestras que tuvieron éxito también estuvieron
enriquecidas en TCM en la primera parte de la terapia (Fig. 23C) y linfocitos TEM en un punto temporal tnico (Fig. 23D);
el recuento de Teff fue relativamente equivalente en ambos grupos (Fig. 23E). Este patron general sugirié que las muestras
que tenian éxito en la expansion de prueba estaban significativamente enriquecidas en fenotipos de linaje temprano en
comparacion con las que no tuvieron éxito después de casi cada ciclo de quimioterapia.

Las Figuras 23F-23J reflejan los fenotipos de linfocitos T que constituyen los RTA representados en la Fig. 22F. Hubo un
enriquecimiento significativo de linfocitos TN en las muestras de LLA en el diagndstico, después de la intensificacion
retrasada y durante el mantenimiento, y un enriquecimiento significativo de linfocitos TSCM después de todos los ciclos
excepto después de la induccion y mantenimiento intermedio. Por el contrario, las muestras de linfoma tuvieron un
recuento bajo de TN y TSCM durante la terapia, con una conservacion relativa de los fenotipos de memoria y efectores
(Fig. 23H-23J), lo que sugiere que la poblacién de linfocitos T circulantes en los pacientes con linfoma estd compuesta
principalmente por linfocitos T diferenciados con un potencial de expansion limitado y pocos subtipos de linaje temprano
incluso en el diagndstico. Las muestras de LLA estuvieron enriquecidas en células de linaje temprano, lo que se
correlaciona con una mejor expansion durante la terapia.

El analisis de las muestras de pacientes con LLA se dividi6 en LLA-RE y LLA-RA/RMA. Estos estudios fenotipicos, reflejan
ahora los datos de expansion y RTA representados en las Fig. 22B y 24, respectivamente, que demuestran que en ambas
poblaciones los linfocitos TN estan elevados inicialmente pero demuestran una acusada disminucién durante la terapia;
para LLA-RE, esta disminucién ocurrio después de la intensificacion retrasada y para LLA-RA/RMA, esta ocurrié después
de la consolidacioén (Fig. 23K). Esta variacion en el momento de la disminucién de TN dio como resultado una diferencia
significativa en el recuento de TN absoluto después de la consolidacion y después del mantenimiento intermedio; esta
significacion se perdié cuando el recuento de TN en LLA-RE disminuyé después de la intensificacion retrasada. El
momento de la deplecion del recuento de linfocitos TN se correlaciona directamente con el momento de la disminucion
en RTA demostrado en la Fig. 24. Por otra parte, los linfocitos TSCM permanecieron relativamente estables en las
muestras de LLA-RE, aunque disminuyeron progresivamente en las muestras de LLA-RA/RMA (Fig. 23L). Esta
disminuciéon de nuevo dio como resultado una diferencia significativa después de la consolidacién y mantenimiento
intermedio que se perdié después de la intensificacion retrasada. La Figura 22B demostrd una diferencia significativa en
la expansion que también surgié (y se mantuvo) después de la consolidacion, congruente con las diferencias observadas
en el recuento de linfocitos TN y TSCM, lo que sugiere que la deplecién de estas células de linaje temprano anuld la
expansion con éxito. El examen de las tendencias en células con un linaje mas tardio revel6 varias observaciones
adicionales. El recuento de TCM permanecio relativamente estable en las muestras de LLA-RE y demostré una
disminucion después de la intensificacion retrasada en las muestras de LLA-RA/RMA, pero esta disminucion no se
mantuvo (Fig. 23M). El recuento de linfocitos TEM fue bajo durante la terapia en los grupos de ambas enfermedades, con
un grado de variabilidad elevado (Fig. 23N). Finalmente, el recuento de linfocitos Teff demostré una disminucion progresiva
en las muestras de LLA-RE pero permanecio relativamente estable en las muestras de LLA-RA/RMA (Fig. 230; para los
resultados del analisis estadistico, véase la Tabla 13). Los resultados de los tres grupos de comparacion se resumen en
la Tabla 9.
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Tanto LLA-RE como -RA/RMA comenzaron con un recuento de células de linaje temprano equivalente en el diagndstico
y el patrén de la deplecién condujo al examen de las pautas quimioterapicos administradas. Se administraron dos agentes,
ciclofosfamida y citarabina, a cada grupo de riesgo en los momentos de la disminucién observada en linfocitos TN;
concretamente los pacientes con LLA-RE los recibieron durante la intensificacion retrasada y los pacientes con LLA-
RA/RMA los recibieron con la consolidacion. Estos agentes no se administraron en ningun otro momento en ninguno de
los protocolos de tratamiento, y no se asociaron otros agentes con esta deplecion constante y especifica.

Tabla 13 - Analisis estadistico de los datos de las Fig. 23A-230 (todos los valores significativos subrayados)
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Enriquecimiento de la expansién rescatada de linfocitos TSCM

Se ha pensado que el enriquecimiento de la poblacion de TSCM mediante la adicién de citocinas IL-7 e IL-15 refuerza los
fenotipos de linfocitos T menos maduros. Dada la asociacion entre las células de linaje temprano y la expansion, se evalué
el efecto de estas citocinas en el fenotipo y capacidad de expansion de las células. Se recogieron las muestras y se
dividieron en dos cultivos, uno con citocinas y otros sin ellas. Este analisis se estratificd solo por el tipo de enfermedad,
no por la categoria de riesgo o el ciclo de terapia. Para referencia, el analisis incluyo el porcentaje de todas las muestras
que tuvieron éxito en la expansion de prueba para cada grupo de enfermedad, lo que incluyé todas las muestras recogidas
previamente que no fueron parte de los experimentos de cultivo dividido (es decir, las muestras analizadas en las Figs.
22A-22B, 22F, 24 y 23A-230).

Las muestras recogidas de pacientes con leucemia y linfoma demostraron un enriquecimiento significativo en poblaciones
de TSCM después del cultivo con IL-7 e IL-15 (Fig. 25A,; para los resultados del analisis estadistico, véase la Tabla 14).
Esta expansion de TSCM se produjo a expensas de casi todos los demas tipos celulares, con la excepcion de un aumento
en la poblacién de Teff en las muestras de leucemia. Este aumento en linfocitos TSCM se asocié con una mayor expansion
en muestras tanto de leucemia como de linfoma (Fig. 25B). Esta mayor expansion fue mas pronunciada en muestras de
pacientes con linfoma, que demostraron una mejora estadisticamente significativa (P = 0,003), que refleja una tasa de
éxito global de un 57,7 % cuando se enriquecieron en linfocitos TSCM y una tasa de éxito de un 15,3 % cuando se
cultivaron sin citocinas. Esta tasa de éxito se acercé a la demostrada por las muestras de leucemia (60,3 %).

Tabla 14 - Analisis estadistico de los datos presentados en las Fig. 25A-25B, todos los valores significativos estan
subrayados

Todas las muestras Leucemia Linfoma
Virgenes 0,12 0012 0455
SCM 0009 0023 0001
CM 0041 0112 0097
EM 0275 0179 0172
TE 0345 0006 0386
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Tabla 9 - Resumen de las diferencias significativas en las Fig. 23A-230 (las * representan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de comparacion, representados en la izquierda. SCM, linfocitos T de memoria central madre;
CM, linfocitos T de memoria central; EM, linfocitos T de memoria efectores; Teff, linfocitos T efectores terminales.)

Virgenes |SCM |CM EM TE

Exito vs sin éxito Antes de la quimioterapia
Después de la induccion * * * *
Después de la consolidacion * * *
Después del mantenimiento intermedio ¢ *

Después de la intensificacion retrasada

Mantenimiento * *

LLA vs LNH Antes de la quimioterapia * * *
Después de la induccion *
Después de la consolidacion *
Después del mantenimiento intermedio ¢
Después de la intensificacion retrasada ¢ *
Mantenimiento * *

LLA-RE vs LLA-RA/RMA Después de la quimioterapia
Después de la induccion * *
Después de la consolidacion * * * *
Después del mantenimiento intermedio ¢ ¢

Después de la intensificacion retrasada

Mantenimiento

Conclusiones

El analisis de la LLA se estratifico en enfermedad de riesgo estandar (LLA-RE) y riesgo alto/muy alto (LLA-RA/RMA). Las
muestras de LLA-RE mantuvieron una expansion robusta hasta una parte tardia en la terapia, mientras que las muestras
de RA/RMA demostraron una expansioén inicial con éxito que disminuyé de manera acusada en asociacion con la
administracion de ciclofosfamida y citarabina. Parece que la ciclofosfamida y citarabina provocaron la deplecion selectiva
de linfocitos TN en ambos grupos de riesgo de LLA, que se correspondié con la disminucién en la expansion de linfocitos
T en LLA-RA/RMA. El cultivo con interleucina-7 (IL-7) e IL-15 exdgenas durante la expansion aumenté significativamente
el recuento de linfocitos TSCM, y este enriquecimiento mejord significativamente la capacidad de expansién de los
linfocitos T de linfoma.

Los pacientes con LLA de riesgo estandar tuvieron una expansion de linfocitos T mejorada en comparacion con los
pacientes con LLA de riesgo alto o riesgo muy alto. Los pacientes con linfoma tuvieron una expansion de linfocitos T
deficiente durante la terapia. Los pacientes con poblaciones de linfocitos T enriquecidas en células de linaje temprano se
expandieron mejor in vitro y los pacientes con LLA tuvieron una cantidad mayor de estas células con una mejora
correspondiente en la expansién en comparacion con células de pacientes con LNH. El examen de los fenotipos de los
linfocitos T reveld que los pacientes con LLA tuvieron conjuntos de linfocitos TN y TSCM (células de linaje temprano)
enriquecidos, mientras que los de linfoma tuvieron un recuento de células de linaje temprano muy bajo. Asimismo,
poblaciones mayores de células virgenes y de memoria central madre se correlacionaron con una mejor capacidad de
expansion. Las células virgenes y de memoria central madre sufrieron una deplecion después de la intensificacion
retrasada en LLA de riesgo estandar y sufrié una deplecion antes (después de la consolidacion) en LLA de riesgo alto y
muy alto. Las muestras con éxito a la expansién produjeron una poblacion de aproximadamente un 50 % de TCM, mientras
que las que no tuvieron éxito produjeron un producto celular que fue aproximadamente un 55 % de TEM y Teff, con un
conjunto de Teff dos veces mayor que las que tuvieron éxito (19,6 % vs. 10,5 %). Véase la Figura 26. La poblacion de
TCM presente al final de la expansion de linfocitos T procedié principalmente de linfocitos TN y TSCM. Las células de
linaje temprano sufrieron una deplecion selectiva debida a la quimioterapia con ciclofosfamida y citarabina y ese cultivo
con interleucina-7 (IL-7) e IL-15 enriquecié en células de linaje temprano seleccionadas y rescatd la capacidad de
expansion de los linfocitos T. Basandose en los resultados, la ciclofosfamida y citarabina es probable que sean las
principales responsables de la deplecién de linfocitos T con una elevada capacidad proliferativa. Las células de linaje
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temprano son una gran ayuda para la aptitud de los linfocitos T para la expansion, y el enriquecimiento de esta poblacion
ya sea mediante la programacion de la recogida de linfocitos T o mediante el método de cultivo puede aumentar el nimero
de pacientes aptos para recibir terapias celulares modificadas sumamente activas. La recogida de linfocitos T antes de
los ciclos que incluyen estos agentes aumento la probabilidad de que estos pacientes fueran aptos para la terapia celular.
Los resultados descritos en el presente documento proporcionan maneras de optimizar la expansion de las células

terapéuticas ex vivo y de mejorar la persistencia de las células (p. ej., mediante la seleccién y mantenimiento de los
linfocitos T).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar la idoneidad de una poblacién de células efectoras inmunitarias para su uso en una terapia
con CAR, que comprende
(i) proporcionar una poblacion de células efectoras inmunitarias a partir de un sujeto pediatrico que padece una
leucemia, en donde la poblacidon de células efectoras inmunitarias se adquiere antes de que se le haya
administrado al sujeto ciclofosfamida y/o citarabina; y
(i) evaluar dicha poblacion para dictar la presencia de al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un
2 % de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central, en donde
la presencia de al menos un 20 % de linfocitos T virgenes, al menos un 2 % de linfocitos T de memoria central
madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de memoria central es indicativo de la idoneidad de la poblacién de
células efectoras inmunitarias para su uso en la terapia con CAR.

2. Una poblacion de células efectoras inmunitarias que expresa una molécula CAR («células que expresan CAR» o una
«terapia con CAR») para su uso en un método para tratar leucemia en un sujeto pediatrico, o proporcionar inmunidad
antitumoral a un sujeto pediatrico que padece una leucemia, en donde dicha poblacién celular se administra en
combinacién con quimioterapia que comprende ciclofosfamida y/o citarabina, en donde el método comprende:
(i) adquirir células efectoras inmunitarias del sujeto pediatrico antes de que se le haya administrado al sujeto
ciclofosfamida y/o citarabina;
(ii) seleccionar una poblacion de dichas células efectoras inmunitarias que incluye al menos un 20 % de linfocitos
T virgenes, al menos un 2 % de linfocitos T de memoria central madre y/o al menos un 4 % de linfocitos T de
memoria central;
(iii) introducir en la poblacién de células efectoras inmunitarias un acido nucleico que codifica una molécula CAR,;

y
(iv) administrar una cantidad eficaz de la poblacién de células efectoras inmunitarias que expresa la molécula
CAR al sujeto pediatrico.

3. La poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de la reivindicacion 2, en donde la molécula CAR es un CAR
CD19, opcionalmente en donde la molécula CAR comprende una secuencia de acuerdo con la Tabla 1 o Tabla 4.

4. El método de la reivindicacién 1, o la poblacién de células efectoras inmunitarias para uso de una cualquiera de las
reivindicaciones 2 o 3, en donde el sujeto tiene una edad de 18 afios o menos (p. €j., 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,
8,7,6,5,4,3,2,10menos).

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4, o la poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de
cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 o 4, en donde:
(i) la leucemia se elige entre una o mas de: leucemia linfocitica aguda de linfocitos B (LLA-B), leucemia linfocitica
aguda de linfocitos T (LLA-T), leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia
linfocitica crénica (LLC), leucemia promielocitica de linfocitos B y tricoleucemia, p. €j., LLC o LLA;
(ii) el sujeto se clasifica como uno que padece LLA de riesgo estandar, riesgo alto o riesgo muy alto; y/o
(ii) el sujeto no padece un cancer en recaida.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 4 0 5, en donde la adquisicién de la poblacion de células efectoras
inmunitarias ocurre antes de la administracion de quimioterapia al sujeto.

7. La poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en donde la
adquisicion de la poblacién de células efectoras inmunitarias ocurre
(i) antes de la administracion de quimioterapia al sujeto;
(ii) antes de que el sujeto se haya sometido a 2, 3, 4 o 5 ciclos de quimioterapia; o
(iii) después de que el sujeto se haya sometido a 1 ciclo de quimioterapia, pero antes de que el sujeto se haya
sometido a mas de 1 ciclo (p. ej., mas de 1, 2, 3, 4 o 5 ciclos) de quimioterapia.

8. La poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7, en donde la
quimioterapia o ciclo de quimioterapia comprende uno o mas de un ciclo de induccion, de consolidacion, de mantenimiento
intermedio, de intensificacion retrasada o de terapia de mantenimiento, opcionalmente en donde:
(i) la poblacién de células efectoras inmunitarias se adquiere del sujeto antes de que el sujeto se haya sometido
a un ciclo de consolidacion de quimioterapia o un ciclo de induccién de quimioterapia;
(i) la poblacion de células efectoras inmunitaria se adquiere del sujeto antes de que el sujeto se haya sometido
a un ciclo de consolidacion de quimioterapia;
(iiii) el sujeto se clasifica como uno que padece un cancer (p. €j., LLA) de riesgo alto o riesgo muy alto y las células
se recolectan antes de que el sujeto se haya sometido a un ciclo de consolidacion;
(iv) la poblacion de células efectoras inmunitaria se adquiere del sujeto antes de que el sujeto se haya sometido
a un ciclo de intensificacion retrasada; o
(v) el sujeto se clasifica como uno que padece un cancer (p. €j., LLA) de riesgo alto o riesgo muy alto y las células
se recolectan antes de que el sujeto se haya sometido a un ciclo de intensificacion retrasada.
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9. La poblacién de células efectoras inmunitarias para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5, 7 u 8, en donde la
quimioterapia comprende una o mas de vincristina, dexametasona, PEG-L-asparaginasa, daunorrubicina, 6-
mercaptopurina, metotrexato, doxorrubicina, 6-tioguanina y/o prednisona.

10. La poblacién de células efectoras inmunitarias para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7-9, en donde uno
0 mas farmacos o ciclos de quimioterapia se eligen entre:

(a) para el tratamiento de LLA de riesgo estandar:

i. induccion - 6 mg/m? de vincristina, 6 mg/m? de dexametasona, 2500 U/m? de PEG-L-asparaginasa;

ii. consolidacion - 1,5 mg/m? de vincristina, 75 mg/m? de 6-mercaptopurina;

iii. mantenimiento intermedio - 7,5 mg/m? de vincristina, 500 mg/m? de metotrexato;

iv. intensificacion retrasada - 4,5 mg/m? vincristina, 10 mg/m? de dexametasona, 75 mg/m? de doxorrubicina,
2500 U/m? de PEG-L-asparaginasa, 1 g/m? de ciclofosfamida, 60 mg/m? de citarabina, 60 mg/m? de 6-tioguanina;
v. mantenimiento intermedio Il - 7,5 mg/m? de vincristina, 500 mg/m? de metotrexato; y

vi. mantenimiento - 1,5 mg/m? de vincristina, 6 mg/m? de dexametasona, 75 mg/m? de 6-mercaptopurina, 20
mg/m? de metotrexato; o

(b) para el tratamiento de LLA de riesgo alto:

i. induccion - 6 mg/m? de vincristina, 6 mg/m? de dexametasona, 2500 U/m? de PEG-L-asparaginasa, 100 mg/m?
de daunorrubicina;

ii. consolidacion - 1,5 mg/m? de vincristina, 60 mg/m? de 6-mercaptopurina, 1 g/m? de ciclofosfamida, 75 mg/m?
de citarabina, 2500 mg/m? de PEG-L-asparaginasa;

iii. mantenimiento intermedio - 7,5 mg/m? de vincristina, 20 mg/m? de metotrexato, 25 mg/m? de 6-mercaptopurina;
iv. intensificacion retrasada - 7,5 mg/m? de vincristina, 10 mg/m? de dexametasona, 75 mg/m? de doxorrubicina,
5000 U/m? de PEG-L-asparaginasa, 1 g/m? de ciclofosfamida, 60 mg/m? de citarabina, 60 mg/m? de 6-tioguanina;
y

v. mantenimiento - 1,5 mg/m? de vincristina, 40 mg/m?2 de prednisona, 75 mg/m? de 6-mercaptopurina, 20 mg/m?
de metotrexato;

o en donde la quimioterapia comprende un farmaco y pauta posoldgica de acuerdo con (a) o (b).

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 0 4-6, o la poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de
cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7-10, en donde:

(i) la poblacion de células efectoras inmunitarias adquirida comprende un recuento absoluto de linfocitos T de al
menos 400 células/microlitro, un recuento absoluto de linfocitos T virgenes de al menos 200 células/microlitro,
un recuento absoluto de linfocitos T de memoria central madre de al menos 20 células/microlitro y/o un recuento
absoluto de linfocitos T de memoria central de al menos 40 células/microlitro;

(i) la poblacion de células efectoras inmunitarias adquirida se selecciona basandose en la expresion de uno o
mas marcadores, p. €j., CCR7, CD62L, CD45R0O y CD95, p. €j., la poblacion de células efectoras inmunitarias
(p. €j., linfocitos T) es CCR7+y CD62L+; y/o

(iii) los linfocitos T virgenes se identifican basandose en un patron de expresion de CCR7+, CD62L+, CD45R0O-,
CD95-, en donde los linfocitos T de memoria central madre se identifican basandose en un patron de expresion
de CCR7+, CD62L+, CD45R0O-, CD95+, y en donde los linfocitos T de memoria central se identifican basandose
en un patrén de expresion de CCR7+, CD62L+, CD45R0O+, CD95+.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 4-6 u 11, o la poblacion de células efectoras inmunitarias para uso
de cualquiera de las reivindicaciones 2-5, o 7-11, en donde:

(i) el método comprende ademas eliminar los linfocitos T reguladores, p. €j., linfocitos T CD25+, de la poblacion
de células inmunitarias adquiridas, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con deplecion de
linfocitos T reguladores, p. €j., células con deplecion de CD25+, opcionalmente en donde la poblacion de células
con deplecién de linfocitos T reguladores contiene

(a) menos de un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+;

(b) menos de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos
de un 50 %, 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales;

(c) menos de un 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de las células de leucemia, p. €j.,
células de LLC o células de LLA;

(d) menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 15 %, 10 %, 5 %, 4 %,
3 %, 2 %, 1 % de células tumorales, p. €j., células de LLC; y/o

(e) la poblacion de células con deplecién de linfocitos T reguladores contiene menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %,
2 %, 1 % de células CD25+ y menos de un 10 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % de células tumorales, p. €j., células
de LLC; y/o

(iii) la poblacién de células efectoras inmunitarias adquirida son células de un sujeto que padece un cancer que
expresa CD25 tal como, p. €j., leucemia linfocitica crénica (LLC).

13. La poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7-12, en donde:

(i) el método comprende ademas eliminar células de la poblacion de células efectoras inmunitarias adquirida que
expresan un tumor antigénico, p. €j., un tumor antigénico que no comprende CD25, p. ej., CD19, CD30, CD38,
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CD123, CD20, CD14 o CD11b, para proporcionar de esta manera una poblacion de células con deplecion de
linfocitos T reguladores, p. €j., deplecion de CD25+, y de células con deplecion de antigenos tumorales que son
adecuadas para la expresion de un CAR; y/o

(ii) el método comprende ademas eliminar células de la poblacion de células efectoras inmunitarias adquiridas
que expresan un inhibidor de un punto de control, p. €j., uno o mas de células PD1+, células LAG3+ y células
TIM3+, para proporcionar de esta manera una poblacién de células con deplecion de linfocitos T reguladores, p.
€j., células con deplecion de CD25+, y células con deplecion de un inhibidor de un punto de control, p. €j., células
con deplecion de PD1+, LAG3+ y/o TIM3+.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 4-6, 11 0 12, o la poblacion de células efectoras inmunitarias para
uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7-13, en donde la poblacién de células efectoras inmunitarias adquirida se
ha seleccionado en funcién de la expresion de uno o mas marcadores, p. €j., CD3, CD28, CD4, CD8, CD45RA y CD45R0,
p. €j., la poblacion proporcionada de células efectoras inmunitarias (p. €j., linfocitos T) son CD3+ y/o CD28+.

15. La poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7-14, en donde el
método comprende transducir una célula de la poblacion de células efectoras inmunitarias con un vector que comprende
el &cido nucleico que codifica un CAR, opcionalmente en donde el método comprende ademas expandir la poblacién de
células efectoras inmunitarias, p. ej., modificadas para expresar un CAR, p. €j., un CAR CD19.

16. La poblacion de células efectoras inmunitarias para uso de la reivindicacién 15, en donde:
(i) la poblacién de células se expande durante un periodo de 8 dias o menos, p. €j., 7, 6 0 5 dias;
(i) la poblacién de células se expande en cultivo durante 5 dias y las células resultantes son mas potentes que
las mismas células expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo, opcionalmente
en donde
(a) las células expandidas durante 5 dias muestran al menos un aumento de una, dos, tres o cuatro veces en las
duplicaciones de células después de la estimulacion con el antigeno en comparaciéon con las mismas células
expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo; o
(b) las células se expanden en cultivo durante 5 dias, y las células resultantes muestran una produccién mayor
de citocinas proinflamatorias, p. €j., niveles de IFN-y y/o GM-CSF, en comparacién con las mismas células
expandidas en cultivo durante 9 dias en las mismas condiciones de cultivo; y/o
(iii) 1a poblacion de células se expande cultivando las células en presencia de un antigeno que estimula una sefial
asociada con el complejo CD3/TCR y un ligando que estimula una molécula coestimuladora en la superficie de
las células, opcionalmente en donde el agente es una perla conjugada con un anticuerpo anti-CD3, o un
fragmento de este, y/o un anticuerpo anti-CD28, o un fragmento de este.

17. La poblacién de células efectoras inmunitarias para uso de la reivindicaciéon 15 o 16, en donde la poblacion de células
(i) se expande en un medio apropiado que incluye una o mas interleucinas que dan como resultado un aumento
de al menos 200 veces (p. €j., 200 veces, 250 veces, 300 veces, 350 veces) en células durante un periodo de
expansion de 14 dias, p. €j., segun se mide mediante un método tal como citometria de flujo, opcionalmente en
donde la poblacién de células se expande en presencia de una citocina, p. €j., IL-15 y/o IL-7 (p. €j., IL-15 e IL-7);
ylo
(i) se crioconserva después del periodo de expansion.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1, 4-6, 11, 12 0 14, o la poblacién de células efectoras inmunitarias
para uso de cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o 7-17, en donde el sujeto es un ser humano.
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No hay diferencia en la destruccion de linfocitos CART19 de células
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Las células recolectadas en D5 proliferaron mejor que las células recolectadas
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Se producen mayores niveles de multiples citocinas en linfocitos CART19
recolectados en el dia 5 tras el reconocimiento de las dianas
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muy bajos (<200 pg/mL).
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Los linfocitos CART19 recolectados en el dia 5 poseen una mejor capacidad de
destruccion celular
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« Los linfocitos CART19 se cocultivaron con células NALM6-Luc con proporciones crecientes de E:T durante 16 h.

+ Se examinaron los lisados celulares totales con el ensayo de luciferasa.
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Linfocitos CART 19 recolectados en el dia 5 poseen una
mejor capacidad de destruccion celular a largo plazo in vivo

Nalm 6 Dia 5 vs. Dia 9 10/08/2014

1,00E+11 —---
—&— Nalm-6 Solo
—+— Dia 9 UTD vs. Nalm-6
LOOE+08 —emooemBffremmenee oo Dia 5 CARTA9 vs. Nalm-6
—as--- Dia 9 CART19 vs. Nalm-6
1,00E-+07
1,00E+06
1,00E+05

Dia 3
Dia 7
Dia 11
Dia 17
Dia 24
Dia 32

« 108 NALM6 (CBG/GFP-+)/raton
« 108 CART19 o UTD/ratén

FIG. 21

226



ES2948133 T3

S
=
©
O
>
()

-

-RA/RMA

LLA

%1 LLA-RE

1G. 22A

a5

NN

S809A G< UgIsuedxa
BUN U0D SeJisenw ap 9

S9J0A G< co_wcqum
eun uod seJissnwl ap 9,

FG. 22B

227



ES2948133 T3

Todas las muestras

2o
3
&

~ OJUBIWIL)UB)Y

O
=
><
L
=
[75)

BpeSel}8l UoIDealjisuaju
B| ap sendsa(

O
=
N

Seeey]

44 0IpoWB}UI C}UBILLIUB)UBLL
4 op sandsag

- U0I0EPI0SU0D B 3p Sandsaq

3~ UoIoonpul ] ap sandss(

e f S RN ".,‘fm_%éo_e_g B| ap SAJUY

3000

(In/seinigo)
0JN|0Sge SO0}I004UI| Bp 0JUBNJSY

FIG. 22C

Todas las muestras

| epesesal UIeolSusjul
B| 8p sandsa(]

=1

=1 SINEXITO

| 0IpaLLB)ul OJuaILUIS)Uew
Iop sandsaq

UOIOBPI0SUOD &| 8p Sendsaq]

- UQIooNpul &) 8p sandsag

St edesgjowinb g 8p sajuy

500+
000
500

a
H

(n/sein(e9)
0JN|0Sge | SO}00UI| Bp OJUBNIDY

FIG. 22D

228



ES2948133 T3

RLA

x5 Todas las muestras
/i Leucemia

e
Ry

3000+

& Todas las muestras

7 Leucemia

ey

= Linfoma

E
sz

bonmmnnnent

- OJUBILLIUS)UR})

7 epeseijol uoleayisuau

B| 8p sendsa

OIp3WIB)UI OUBILLIUB)UEL
op sandsaq

- U0I9BP0SU0D €] 3P SaNdsag

e - UOIoOnpUL B] 8P SNdsaq

i
FREPER

: x eidelajoiuinb g| ap sejuy

1500+

10060

(n/se|n|92) ojnjosge
L SOJO0jUl| Bp 0juBndaY

R
oy

re

1
by

Leucemia

12 11 10

Linfoma

FIG. 22F

229



d Todas las muestras

¥ Exito

e

ES2948133 T3

8
2
m E 2
) A 8 O3 :
2 WS owauaeE EX c L oueIWIBIUE
= %,Mm epeseilol Ugpeasual AN epeselal
_ | op sandseq UQIORLISUBUI
il _ <1 e| ap sandsa(
* Ta__‘o_ségg ojusiwiuguew €Y7 olpaLIAUI
5 Iop sendss( 2 B R NNANNNNNN ﬁ_vwﬂo_w%cawwme
UoIoepijosu0d m.?u ¥ J  UOIOBPIIOSUOD
B| ap sandss(q L. . NAANAN 3 m_.% son dsoq
ES
uoiaonpul e| ap sandseq
eidessjoiwinb e| ap sajuy
© o & :
2. 4] & <t N )
(1ri/seini90) oynjosqe (7ri/sejnje9) oynjosqe
SOJI00jUI| 9P 0}UBNOBY SOJI00JUI| ©p 0JUBNJBY
3
— O
5 2835
2 s <
= s 3
IS
[}
o

ugIooNpul | 8p sendsaq

FlG. 23B

eidessjolwinb e| ap ssjuy

230



ES2948133 T3

.4 Todas las muestras

Todas las muestras

SOJI00JUI| 8P 0JUSNJBY

De memoria

central

SOJI00JUI| 8 OJUBNOAY

De memoria
efectores

o
o .m
. Ojusiwiusjuely = s TV%../ N Ojusiwiusjuey
= R
2% epeseal - 7 epeselal
N N - UOIOBIYISUBIUI PRy~ UOI0BOLISus)UI
NV | op sondse(] 9, 2 | 'ap Sandsa]
OlpaLLBIUI a8 7} olpswsjul
) ojusILuIusluBW e - OjudIWIUBjUBW
|ap sendsaq . lap sendsag
* | U0I0BPI|0SU0D WM | U0IOBPI|0SUOD
B| 8p sandsaQ L. B| ap sandsa(
ugIoaNpul el 8p sandsa( * - U0120Npul | 8p $andsag
RS- eidedsjoiuinb ef ap sejuy N
{ ] ] { 1 i { 1 q : ,-
< < ] < bl o] 2 <
Low] o0 O T &N _.J n....\, ¥
(7ri/senj@2) onjosqe (7ri/sen|9o) onjosqe

eidessjoiuinb e sp ssjuy

FIG. 23D

231



Leucemia

Todas las muestras

ES2948133 T3

Linfoma

OjuBIWIUB}UE/N = g OASSSSSE ousiwiusjuepy
m S S
epeseljal &5
UOIOROLISUB)UI e 3 * mwm%__ﬁcgc_
€ 9p sendsa( (L 27 & e/ap sandsaq
olpawaul 28’ OlpawauI
OjUsIWIUS UL £ e S OJUBILLUBJUBW
|op sandsa( . e = [op sandsa(
MO s T L4 UQIoepIoSu0d rl.M 40 uoioepiosuog
...VVM%//////////M | op sendss( LL. > > e| ap sandsaQ
; uoIdoNpUI B 8p $endsa(] .. uoioonpul ef 8p sgndseq
i 4]
- e|desejolLiinb e ap ssjuy ] REIEESSSSS- erdessjoluwinb ef ap sejuy

200+

" ¥
i { t 1 { t 4 L { i
@ 2 < Q2 2 - o] <
Wy < ] < < < (> 2
- s T ™ ™~ -
(7n/senjg0) oinjosqe (7n/senjgo) oinjosqe
SOJI00jUI| B 0}UBNIBY SO}I00JUI| Bp 0}UBNIBY

Efectores
terminales
Virgenes

FIG. 23F

232



ES2948133 T3

Todas las muestras

71 Leucemia

Linfoma

ojuBILIUSIUB

epese.al

<4, U0IoBDl/ISUBIUI

B| 8p sandsaQ

olpawLIa)ul

- 0JUBILLIUB)UBW

Iop sendsaq

UOIOBpI|oSU0d
B| ap sandss(

% U0Ioonpul | 8p sendseq

I
<
Ly

T
o}
et

(7r/seinjgo) oynjosqe
S0}I00JUI| 8P 0JUBN0SY

De memoria

central

madre

¥
<
fhat

FIG. 23G

eldessjolwinb e| ap sy

=4 Todas las muestras

Leucemia
Linfoma

™ OJusIWIUBJUB

epesesial

S U0IORILISUBUI

Bl ap sendse(
OlpauLsuI
OjUsIWIUB)UBW
lop sendsaq

] UQIOBP|0SU0D

B| ap sandsse(

-~ UQIoNpuUI & 8p sandsa]

[ Y
2 <
<¢} O

(7r/sejnigo) onjosqe
S0JI00JUI| 8P 0JUBN08Y

De memoria

E
<
<

central

FlG. 23H

< eidessjoiinb e| ap sy

233



- OJUSIIUSIUBY

epeseljal

¢ UQIOBOISUSUI

%)
I
o

§
[72]
@
>
S
%)

<
%)
fay)

=
S
—

Leucemia
Linfoma

Bl 9p sandse(

olpaw.aul
-~ OJUBIWIUSIUBW
|op sendsaQ

- UOIOBPI|0SU0D
B| 8p sandsa(

uoIooNpuUI B

=" op sandsag

ES2948133 T3

300+
G0+

(M/seynjgo) ojn
SOJI00JUl| Bp 0JUBNIDY

De memoria
efectores

OIETIIE

Todas las muestras
7 Leucemia

£ Linfoma

UoIoRILISUBUI
Bl ap sandsa(

OJUBIWIUB)UBW
|]op sendsa(

UQIOBpI|0SU0D
B| ap sandsa(

FIG. 231
FIG. 23)

uoIooNpuUl e|
ap sendsaQ

234

eidesajolwinb e| ap sauy

eidelajoiwinb g ap sajuy

250+

(ri/sein9o) oynjosqe
SO}I00JUI| Bp 0JusNJaY

Efectores
terminales



ES2948 133 T3

3 Todas las muestras

4 LLA-RE

LLA-RA/RMA

S OJUSILIUSUEY

epesess
{5t UOIBILISUSJUI
W Bl ap sendsaq
1 Olpawisjul
3~ OJUBILUIUSUEL
4 |op sendsaQ

1} ugpepijosuoo gy
op sandsa(

FIG. 23K

-3~ U0I0onpUI B| 8p sendsa(]

SRS edesejouunb g op sejuy

800~

(7r/sen|g9) oinjosqe
SOJI00jUI| ©p 01UBNJBY

Virgenes

Todas las muestras
LLA-RE

FIG. 231

LLA-RA/RMA

i~ OJUBIIUBUBJ

Epesels)
1. UOIOBDIyISUSUI
B| op sandsa(

0_85_9:_
bfoy = OJUSIWIUS)UBW
|op sendseq

| UIDepI0SU09 B

op sandsaq

3 Uoioonpul g| p sandsaq

- eldessjoiwinb | ap sajuy

60~

(7ri/se|njao) onjosqe
SO0JI00JUI| ©p 0)UBNJBY

De memoria

células

madre

235



ES2948133 T3

wn
©
=
wn
[<5)
=
=
wn
©
wn
©
=
o
—

£ LLA-RARMA
Z

7 LLARE

A
]
=
1

| epesenal UoIealjisusul
B 8p Sendsaq

oIpawBUI

- OJUsIWIUB)UBW
|op sandseq

| UOIOBPIOSUO)
B 8p sandsaQ

- UQIonpul e op sendsag

~4~ eldelsjonb e ap sajuy

¥

o < )
(5] o [Tp]
(7ri/sejnj@0) ojnjosqe

$0JI20JUl| 8P 0JUBNIBY

De memoria
central

FIG. 23M

2504

OJUBILILBIUEJ

4 Todas las muestras

74 LLA-RE
3 LLA-RA/RMA

,mxgmwge S_QS%%E_
7 Bl op sendsaq

T OlpawaUI

3 OJualLIua)uel

S Jop sandse(

% U0I0BpI|0SU0

B 8p sandsaQ

FIG. 23N

uooonpul & 8p sendsag

eidesejonuinb ef op sejuy

00+

&
AR
(7ri/sejnje2) ojnjosqe
$0}100JUl| 8P OJusNJBY

100
5

De memoria
efectores

236



ES2948133 T3

Todas las muestras

LLA-RE

- OJUBIWIUSIUBJ

epeseljel

LLA-RA/RMA

AN
o 75

4 U0IEIISUAIUI
3 B|ap sendsag

OlpawaI

- OUslLIuajuew

iop sandseq
| U0IoBPII0SU00
B 8p sandseq

N

- U0ID0NpUI | 9p sandsa

N eidessjoiwinb e| ap sejuy

400~

o o o
< < <
I I
(7n/se|nje2) oinjosqe

S0}I20Jul| 8P OJUBNIBY

Efectores
terminales

FIG. 230

237



ES2948133 T3

(72}
(3]
=
[72]
(]
=5
&
(72}
<
o
9y
=]
o
—
2R

L
o
<C
—
—
5

<
=
@
&
<
-

= OJUaILLIUSIUB)

{1 epeselj
E U0eoysuaul

B| 8p sandseq
OIpaULaU

- O)UBIWIUS)UBW
ip sendsaq

S

1500~

* ; << U0IoepI|osuod
TiiV//////. //7”_ B 8p Sandsag
¥ UIoonpu | 8 $andsag
o eldesgjoiwinb g| ap sajuy
< o
o
m
(7n/seynje9) oinjosqe

1 SOJIO0Jul| 8P OjUBNIBY

10

11

1=

RE

14

18

21

= 21

RA/RMA

FIG. 24

238



ES2948133 T3

Virgenes
¥4 De memoria central madre

De memoria central
De memoria efectores

oY
4

i

- BUIOJUIT

- BIUBONST

- Sel)SaNll Se| Sepo|

40~

20+

n..U
™

lenjusalod olque)

-40

FIG. 25A

3
2 i BUIDO}ID U0D)
s D o0}
e -
o © — .
I 1-Seupoyo uIg
O i
RN <
y///z,///%w,%fswgmmze S8 Sepo
P o
o
S 5 BUIDO}IO U0D)
=1
© O
. L-seuno
s o |- SEUnojd uIS
w H
N
N\-sesanu se) sepo
N\ sessen se| sepol
s o <o © o
< o0 O < =

$909A G< UoISURdX® eun
U092 seljsanw ap alejusalod

Leucemia

Linfoma

FIG. 25B

239



ES2948133 T3

{1 Virgenes

i/i Central madre

&1 De memoria central
4 De memoria efectores

i Efectores terminales

Sin éxito

240



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

