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DESCRIPCION
Células de acoplamiento para inmunoterapia
Campo técnico

Los campos de la invencién incluyen al menos inmunologia, biologia celular, biologia molecular y medicina,
incluyendo oncologia.

Antecedentes

La inmunoterapia con linfocitos T especificos de antigeno ha demostrado ser prometedora en el tratamiento de
tumores solidos y neoplasias sanguineas en modelos preclinicos asi como en estudios clinicos de Fase l/ll. Los
linfocitos T modificados genéticamente con receptores de antigenos quiméricos (CAR, del inglés chimeric antigen
receptors) o receptores de linfocitos T (TCR, del inglés T-cell receptors) modificados genéticamente permiten la
rapida generacion de linfocitos T especificos de antigeno. Sin embargo, ni los linfocitos T que expresan CAR ni los
que expresan TCR redirigen el vasto reservorio de células inmunoldgicas residentes a tumores que limitan los
efectos antitumorales.

Para solucionar esta limitacion, en el presente documento se describe una nueva estrategia para generar células
inmunoldgicas no solo especificas para células tumorales sino también para permitirlas redireccionar células
inmunoldégicas residentes hacia sitios del tumor. El objeto de estudio de la presente divulgacion tiene aplicaciones no
solo para el campo de la inmunoterapia del cancer, sino para cualquier otra enfermedad en la que el sistema
inmunolégico se manipula con fines terapéuticos.

El documento WO 2009/091826 desvela composiciones y métodos relacionados con un polipéptido quimérico de
receptor de linfocitos T especifico de CD19 que comprende un dominio de sefalizacién intracelular, un dominio
transmembrana y un dominio extracelular, comprendiendo el dominio extracelular una regién de unién a CD19.

Sumario

En un primer aspecto, en el presente documento se proporciona una composicién que comprende o que consiste
esencialmente en, o que consiste en, un acoplador, en donde dicho acoplador es una molécula que comprende un
dominio de activacion que se une a una molécula de activacion sobre una superficie de célula inmunoldgica o una
superficie de célula inmunoldégica modificada genéticamente, y un dominio de reconocimiento de antigeno que se
une a un antigeno de célula diana, por ejemplo, un antigeno expresado sobre la superficie de una célula tumoral o
de una célula cancerosa. La célula cancerosa puede ser de un tumor sélido o de una neoplasia sanguinea.

Las células de acoplamiento son células que tienen la capacidad de secretar moléculas acopladoras (FIG. 1) y en
determinados aspectos de la invencion, al individuo se le proporcionan células que proporcionan terapia al individuo.
Las células (incluyendo linfocitos T y células NK) secretan acopladores que activan las células inmunolégicas.

En determinados aspectos descritos en el presente documento, cuando el dominio de activacién se une a la
molécula de activacion sobre la célula inmunoldgica, y el dominio de reconocimiento de antigeno se une al antigeno
de la célula diana, la célula inmunolégica elimina a la célula diana. El acoplador puede ser bipartito (por ejemplo,
comprendiendo un dominio de activacion y un dominio de reconocimiento de antigeno que opcionalmente se puede
unir mediante un enlazador), o puede ser tripartito o multipartito (por ejemplo, que comprende uno o mas dominios
de activacién y/o dominios de reconocimiento de antigeno, u otros dominios).

En determinadas realizaciones, el acoplador es una proteina, por ejemplo, una proteina disefiada genéticamente. En
aspectos especificos descritos en el presente documento, el dominio de activaciéon del acoplador es o comprende un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno o una parte del mismo, por ejemplo, un fragmento variable de cadena
unica (scFv). En otros aspectos especificos descritos en el presente documento, el dominio de reconocimiento de
antigeno es o comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno o una parte del mismo, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal o un scFv o puede comprender ligandos, péptidos, receptores solubles de linfocitos T o
combinaciones de los mismos (FIG. 2). En determinadas realizaciones, el dominio de activacién y el dominio de
reconocimiento de antigeno se unen mediante un enlazador, por ejemplo, un enlazador peptidico.

El dominio de activacion de una molécula acopladora puede proporcionar la activaciéon a las células inmunolégicas.
El experto en la materia reconoce que las células inmunoldgicas tienen diferentes receptores de activacion. Por
ejemplo, CD3 es un receptor de activacion sobre linfocitos T, mientras que CD16, NKG2D o NKp30 son receptores
de activacion en células NK, y CD3 o un TCR invariante son los receptores de activacion sobre células NKT. Las
moléculas acopladoras que activan los linfocitos T pueden, por lo tanto, tener un dominio de activacion diferente al
de las moléculas acopladoras que activan las células NK (FIG. 2). En aspectos especificos descritos en el presente
documento, por ejemplo, en donde la célula inmunoldgica es un linfocito T, la molécula de activacién es una o mas
de CD3, por ejemplo, CD3y, CD3d o CD3g; o CD27, CD28, CD40, CD134, CD137 y CD278. En otros aspectos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 681 948 T3

especificos descritos en el presente documento, por ejemplo, en donde la célula inmunoldgica es una célula NK, la
molécula de activacién es CD16, NKG2D o NKp30, o en donde la célula inmunoldgica es una célula NK, la molécula
de activacion es CD3 o un TCR invariante, o en donde la célula inmunoldgica es una célula NKT, la molécula de
activacion en un TCR invariante es CD1d.

La activacién pueden dar como resultado bien una sefial positiva o bien negativa. Los ejemplos para los dominios de
activacion de ’sefial positiva’ incluyen 1) scFvs que son especificas para (y activan) CD3 y ligandos o receptores de
moléculas coestimuladoras, tales como CD28, CD134 y CD137; 2) dominios derivados de moléculas
coestimuladoras, tales como CD80, CD70, CD134L (OX40L) y CD137L (41BBL); 3) citocinas, tales como IL-2, IL-7 y
IL-15; y 4) quimiocinas tales como CCL1, CCL2, CCL 16, CCL 17, CCL 22, CXCL8 o RANTES. Los ejemplos para
dominios de activacion de 'sefial negativa’ incluyen 1) dominios derivados de moléculas inhibidoras, tales como PD-
L1; 2) scFv especificos para moléculas inhibidoras tales como CTLA4 y PD-1, y 2) citocinas inhibidoras, tales como
TGFB y IL-10. En una realizacién especifica, el dominio de activacion es un scFv.

En otras determinadas realizaciones, el acoplador adicionalmente comprende uno o mas dominios accesorios, por
ejemplo, uno o mas de una citocina, un dominio coestimulador, un dominio que inhibe las moléculas reguladoras
negativas de la activacion de linfocitos T, o una combinacién delos mismos. En realizaciones especificas, la citocina
es IL-15, IL-2 y/o IL-7. En otras realizaciones especificas, el dominio coestimulador es CD27, CD80, CD86, CD134 o
CD137. En otras realizaciones especificas, el dominio que inhibe las moléculas reguladoras negativas de la
activacion de linfocitos T es PD-1, PD-L1, CTLA4 o B7-H4.

Para cualquiera de los acopladores descritos en el presente documento, los respectivos dominios pueden estar en
cualquier orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal, incluyendo, por ejemplo, tener el dominio de
activacion en N-terminal hacia el dominio de reconocimiento de antigeno, tener el dominio de activacion en C-
terminal hacia el dominio de reconocimiento de antigeno, etcétera. En determinadas realizaciones, los linfocitos T se
modifican para secretar moléculas acopladoras que tienen el dominio de reconocimiento de antigeno en N-terminal
hacia el dominio de activacién. En realizaciones particulares, dos o mas de los dominios de una molécula de
acoplador se separan mediante un enlazador. El enlazador puede ser de cualquier longitud adecuada, y tal
parametro se optimiza de manera habitual en la técnica. Por ejemplo, los enlazadores pueden ser de una longitud y
una secuencia suficiente como para asegurar que cada primer y segundo dominios puedan, de manera
independiente entre ellos, conservar sus diferentes especificidades de unién.

En determinadas realizaciones, el antigeno unido mediante el dominio de reconocimiento de antigeno es un
antigeno asociado al tumor (AAT) o un antigeno especifico del tumor (AET). En determinadas realizaciones, el
dominio de reconocimiento del antigeno del acoplador es un scFv que es especifico para un AAT o un AET. En una
realizacion especifica, el AAT o el AET se expresa sobre una célula cancerosa. En una realizacion, el AAT o el AET
se expresa sobre una célula cancerosa de la sangre. En otra realizacién, el AAT o el AET se expresa sobre una
célula de un tumor solido. En realizaciones mas especificas, el tumor sélido es un glioblastoma, un cancer de
pulmén no microcitico, un cancer de pulmén que no sea cancer de pulmén no microcitico, cancer de mama, cancer
de prostata, cancer de pancreas, cancer de higado, cancer de colon, cancer de estdmago, un cancer del bazo,
cancer de piel, un cancer cerebral que no sea un glioblastoma, un cancer de rifidén, un cancer de tiroides o similares.
En realizaciones mas especificas, el AAT o el AET se expresa por una célula tumoral en un individuo. En aspectos
especificos descritos en el presente documento, el AAT o el AET es uno o mas de, por ejemplo, un scFv sobre el
acoplador es especifico para uno o mas de 5T4, 8H9, integrina avBs, BCMA, B7-H3, B7-H6, CAIX, CA9, CD19,
CD20, CD22, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD70, CD123, CD138, CD171, CEA, CSPG4, EGFR,
familia de EGFR que incluye ErbB2 (HER2), EGFRUVIIl, EGP2, EGP40, ERBB3, ERBB4, ErbB3/4, EPCAM, EphA2,
EpCAM, FAP, FBP, AchR fetal, FRa, GD2, GD3, Glypican-3 (GPC3), HLA-A1+MAGE1, HLA-A1+NY-ESO-1, IL-
11Ra, IL-13Ra2, Lambda, Lewis-Y, Kappa, KDR, MCSP, Mesotelina, Muc1, Muc16, NCAM, ligandos de NKG2D,
NY-ESO-1, PRAME, PSC1, PSCA, PSMA, ROR1, SP17, Survivina, TAG72, TEMs, antigeno carcinoembrionico,
HMW-MAA y VEGFR2.

El dominio particular de reconocimiento celular de la molécula de acoplador se puede adaptar para que reconozca
un correspondiente tumor que expresa un antigeno particular. Los antigenos se puede producir bien por una célula
cancerosa o bien por el llamado estroma tumoral, que ayuda al crecimiento tumoral. En algunos casos, el scFv es
especifico para EphA2, CD19, CD123, LeY, B7H3, HER2 o EGFR (incluyendo EGFRUVIII). Los antigenos ejemplares
se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de antigenos direccionables

Antigeno

5T4

integrina avPse

B7-H3
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Antigeno

B7-H6

CD19

CD20

CD22

CD30

CD33

CD44, CD44v6, CD44v7/8

CD70

CD123

CEA

CSPG4

EGFR, familia de EGFR que incluye ErbB2 (HER2)

EGFRuvlII

EGP2

EGP40

EpCAM

EphA2

FAP

AchR fetal

FRa

GD2

GD3

Glypican-3 (GPC3)

HLA-A1:MAGE1

HLA-A2:MAGE1

HLA-A3:MAGE1

HLA-A1:NY-ESO-1

HLA-A2:NY-ESO-1

HLA-A3:NY-ESO-1

IL-11Ra

IL-13Ra2

Lambda

Lewis Y

Kappa

Mesotelina

Muc1

Muc1 6

NCAM
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Antigeno

ligandos de NKG2D
NY-ESO-1

PRAME

PSCA

PSMA

ROR1

TAG72

TEMs

VEGFR2

Ademas de los ejemplos de antigenos enumerados en la Tabla 1, el dominio de reconocimiento de antigeno también
se puede dirigir a otros antigenos; por ejemplo, las moléculas inhibidoras expresadas sobre células cancerosas o
células en el microambiente tumoral, tales como PD-L1 y CTLA4. Una molécula de acoplador que comprende un
dominio de reconocimiento de antigeno especifico de PD-L1 y un dominio de activacion de linfocitos T especifico de
CD3 superaria la inmunosupresion mediada por el tumor convirtiendo una sefial inhibidora en una sefial positiva (de
activacion de CD3). Otros ejemplos son antigenos que estan presentes en la matriz extracelular de tumores tales
como variantes oncofetales de fibronectina, tenascina o regiones necréticas de tumores.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un polinucleétido que codifica una molécula de acoplador,
por ejemplo, cualquiera de las moléculas de acoplador descritas en el presente documento. El polinucleétido puede
estar comprendido en, o comprender, un vector. Se puede emplear cualquier tipo de vector adecuado, pero en
realizaciones especificas, el vector es un vector no virico (por ejemplo, un plasmido, un vector de minicirculos de
ADN, un plasmido bella durmiente (sleeping beauty), un plasmido piggybac, etcétera) o un vector virico (por ejemplo,
un vector de lentivirus, un vector de adenovirus, un vector de retrovirus, un vector de virus adenoasociado, un vector
oncolitico, etcétera). En una realizacidon especifica, el polinucleétido expresa de manera estable la molécula de
acoplador en una célula que contiene el polinucleétido. En otra realizaciéon especifica, el polinucledtido expresa de
manera transitoria la molécula de acoplador en una célula que contiene el polinucleétido. En otra realizacion
especifica, el polinucleétido permite la expresion inducible de la molécula de acoplador en una célula que contiene el
polinucleétido. En otra realizaciéon especifica, el polinucleétido permite la represién inducible de la expresion de la
molécula de acoplador en una célula que contiene el polinucledtido. En cualquiera de las realizaciones
proporcionadas en el presente documento, el polinucleétido preferentemente codifica el acoplador en una forma que
sea secretable por la célula. El polinucleétido codifica una molécula de fusidn que comprende un dominio de
activacion y un dominio de reconocimiento de antigeno, y en realizaciones especificas, cada dominio es un scFv. El
dominio de activacion se puede colocar hacia el extremo N-terminal del polipéptido en relacién con el dominio de
reconocimiento de antigeno, o el dominio de activacién se puede colocar hacia el extremo C-terminal del polipéptido
en relacion con el dominio de reconocimiento del antigeno.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona una célula que se ha disefiado genéticamente para
expresar uno o mas acopladores, por ejemplo, cualquiera de las moléculas de acoplador descritas en el presente
documento (por ejemplo, citada como una "célula de acoplamiento"). En determinados aspectos descritos en el
presente documento, la célula disefiada genéticamente es, por ejemplo, un linfocito T (célula T), un linfocito T CAR,
un linfocito T citolitico natural (NK) o una célula NK. En otros determinados aspectos descritos en el presente
documento, la célula disefiada genéticamente es una célula no inmunoldgica, por ejemplo, una célula madre
mesenquimal (MSC), una célula madre neuronal, una célula madre hematopoyética, una células madre pluripotente
inducida (célula iPS), una célula madre embrionaria. En determinadas realizaciones, la célula de acoplamiento
secreta el acoplador en el ambiente que rodea a la célula de acoplamiento, por ejemplo, el medio de cultivo (cuando
la célula de acoplamiento se cultiva in vitro) o en un individuo al que se le ha administrado la célula de
acoplamiento). Aunque en determinadas realizaciones se puede emplear un vector de lentivirus, en algunos casos
se puede emplear un vector de retrovirus que tiene una mayor eficacia en la transducciéon. Un vector de retrovirus
ejemplar comprende en una direccion de 5 a 3’ CD19scFv-CD3scFv. Otro vector de retrovirus ejemplar comprende
en una direccion de 5’ a 3' EphA2(4H5)-CD3scFv, seguido opcionalmente por un IRES seguido por una secuencia
de nucledtidos que codifica un marcador fluorescente o seleccionable, por ejemplo, mOrange.

En determinadas realizaciones, una célula secreta mas de un (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas) tipo de
molécula de acoplador. Se puede modificar la célula para que lleve polinucleétidos no idénticos que expresan
moléculas de acoplador no idénticas. Por ejemplo, una célula puede comprender un polinucleétido que codifica una
molécula de acoplador y también comprender uno u otros polinucleétidos mas que codifican otras moléculas de
acopladores. En realizaciones especificas, la célula lleva un primer nucleétido que codifica una molécula de
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acoplador que se dirige a uno de los antigenos enumerados en la Tabla 1 y un segundo polinucleétido que codifica
una molécula de acoplador que se dirige a otro antigeno enumerado en la Tabla 1. Ademas de los diferentes
dominios de reconocimiento de antigeno, los acopladores descritos en el presente documento también pueden
contener diferentes dominios de activacion, de manera que las células inmunoldgicas puedan activar linfocitos T,
células NK o ambos. Por lo tanto, los aspectos de la divulgaciéon proporcionan linfocitos T que por ejemplo secretan
moléculas de acoplador que pueden activar células NK y/o linfocitos T y células NK que activan células NK y/o
linfocitos T.

Aunque en realizaciones especificas las moléculas de acoplamiento de la presente invencién tampoco comprenden
un CAR, un TCR disefiado genéticamente o cualquier otra modificacion genética, en determinadas realizaciones, los
linfocitos T de acoplamiento también comprenden un CAR, incluyendo uno que se dirige a antigenos enumerados en
la Tabla 1, un TCR disefiado genéticamente o cualquier otra modificaciéon genética que pueda mejorar su funcion.
En una realizacion, un CAR o un TCR disefiado genéticamente que expresa linfocitos T comprende una o mas
moléculas de acoplador. En una realizacion particular, un dominio de unién a antigeno de un CAR o TCR y un
dominio de reconocimiento de antigeno de una molécula de acoplador reconoce o se une al mismo antigeno diana.
En una determinada realizacién, un dominio de unién a antigeno de un CAR y un dominio de reconocimiento de
antigeno de una molécula de acoplador reconocen o se unen a diferentes antigenos diana expresados sobre la
misma célula diana. En una realizacion especifica, una célula comprende un polinucleétido que expresa una
molécula de acoplador y también comprende uno o mas polinucleétidos que expresan moléculas coestimuladoras,
incluyendo CD80, CD70, CD134L (OX40L) y CD137L (41BBL). En realizaciones especificas, la célula lleva un primer
polinucledtido que codifica una molécula de acoplador que se dirige a CD19 y un segundo polinucleétido que codifica
CD80 y 41BBL (FIG. 22).

En aspectos particulares descritos en el presente documento, hay composiciones farmacéuticas que incluyen una
molécula de acoplador y/o una o mas células que secretan una molécula de acoplador, incluyendo una que tiene un
dominio de activacion que se une a una diana sobre una superficie de célula inmunolégica o a una superficie de
célula inmunologica disefiada genéticamente y también un dominio de reconocimiento que se une a una o0 mas
moléculas producidas por una célula diana. Una cantidad eficaz de moléculas de acoplador o células que las
secretan se dan a un individuo que lo necesite.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método de tratamiento para un individuo que tiene una
célula tumoral, que comprende la administraciéon al individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
molécula de acoplador, en donde la molécula de acoplador comprende un dominio de reconocimiento de antigeno
que se une a un antigeno en la célula tumoral. En un aspecto relacionado, en el presente documento se proporciona
un método de tratamiento para un individuo que tiene una célula tumoral, que comprende la administraciéon al
individuo de una cantidad terapéuticamente eficaz de células de acoplamiento que secretan una o mas moléculas de
acoplador, en donde las moléculas de acoplador comprenden un dominio de reconocimiento de antigeno que se une
a un antigeno en la célula tumoral. En aspectos especificos descritos en el presente documento, dicha
administracion da como resultado una disminucion medible en el crecimiento del tumor en el individuo. En otros
aspectos especificos descritos en el presente documento, dicha administracién da como resultado una disminucién
medible en el tamafio del tumor en el individuo. En diversos aspectos descritos en el presente documento, el tamafio
o la tasa de crecimiento de un tumor se puede determinar mediante, por ejemplo, obtencidon de imagenes directas
(por ejemplo, escaneo de TC, IRM, escaneo de PET o similares), obtenciéon de imagenes por fluorescencia, biopsia
de tejidos y/o evaluaciéon de marcadores fisioldgicos relevantes (por ejemplo, niveles de APE para el cancer de
prostata; niveles de GCH para coriocarcinoma y similares). En aspectos especificos descritos en el presente
documento, el individuo tiene un alto nivel de un antigeno, por ejemplo, EphA2, que se correlaciona con un mal
prondstico. En algunos aspectos descritos en el presente documento, al individuo se le proporciona una terapia de
cancer adicional, tal como cirugia, radiacién, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia o una combinacion de
las mismas.

En aspectos particulares descritos en el presente documento, hay una célula que secreta una composicion,
comprendiendo dicha composicién: un dominio de activacion que se une a una diana sobre una superficie de célula
inmunolégica natural o una superficie de célula inmunolégica disefiada genéticamente; y un dominio de
reconocimiento de antigeno que se une a una o mas moléculas producidas por una célula diana. El dominio de
activacion y el dominio de reconocimiento de antigeno se unen mediante un enlazador, en al menos algunos casos.
El dominio de activacion puede comprender un anticuerpo o un ligando. En aspectos especificos descritos en el
presente documento, la célula inmunoldgica es un linfocito T y el anticuerpo reconoce CD3, aunque la célula
inmunolégica puede ser una célula NK y el anticuerpo reconoce CD16, NKG2D o NKp30. En aspectos particulares
descritos en el presente documento, el anticuerpo es un anticuerpo de fragmento variable de cadena unica (scFv).
En aspectos especificos descritos en el presente documento, el dominio de reconocimiento de antigeno es un
anticuerpo que reconoce un antigeno producido por células diana, y en algunos casos, el anticuerpo es un fragmento
scFv.

En aspectos particulares descritos en el presente documento, el dominio de reconocimiento de antigeno es un
ligando, un péptido, un TCR soluble, o reconoce un antigeno de la Tabla 1.
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Las composiciones particularmente ejemplares de la divulgacion comprenden la secuencia de la SEQ ID NO:1, la
SEQ ID NO:2, la SEQ ID NO:3, la SEQ ID NO:4, la SEQ ID NO:5, la SEQ ID NO:6, la SEQ ID NO:7, la SEQ ID NO:8
o la SEQ ID NO:9, por ejemplo.

Algunas composiciones de la divulgacion comprenden adicionalmente uno o mas de lo siguiente: una citocina; un
dominio coestimulador; o un dominio para la inhibicion de moléculas reguladoras negativas de la activacion de
linfocitos T. En aspectos especificos descritos en el presente documento, la citocina es IL-15. En determinados
aspectos, el dominio coestimulador es CD80, CD137 o ambos. En aspectos particulares, el dominio para la inhibicion
de las moléculas reguladoras negativas de la activacion de linfocitos T comprende PD-1, PD-L1, CTLA4 o B7-H4.
Algunas composiciones de la divulgacion comprenden un marcador detectable.

En un aspecto descrito en el presente documento, hay un método de tratamiento de un individuo con céncer, que
comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas células de la divulgacion al
individuo. En aspectos especificos descritos en el presente documento, la composicion se secreta por las células y la
composicion se une a y activa las células. En determinados aspectos, la composicién se secreta por las células y la
composicion se une a y activa las células inmunoldgicas naturales en el individuo. En aspectos particulares descritos
en el presente documento, las células que son capaces de expresar la composicion son linfocitos T y el dominio de
activacion comprende un anticuerpo que reconoce CD3. En otros aspectos, las células que son capaces de expresar
la composicion son células NK y el dominio de activacion comprende un anticuerpo que reconoce CD16, NKG2D o
NKp30. En un aspecto, el cancer es positivo para EphA2, positivo para CD19, positivo para CD123, positivo para
LeY, positivo para B7H3, positivo para HER2 o positivo para EGFR (incluyendo EGFRvIII).

En aspectos descritos en el presente documento, hay una composicion que comprende una célula que secreta un
polipéptido, comprendiendo dicho polipéptido: un dominio de activacién que se une a una diana sobre una superficie
de célula inmunolégica disefiada genéticamente; y un dominio de reconocimiento de antigeno que se une a una o
mas moléculas producidas por o presentes en una célula diana. En aspectos especificos descritos en el presente
documento, el dominio de activacion y el dominio de reconocimiento de antigeno se unen mediante un enlazador. En
realizaciones especificas, la célula inmunoldgica es una célula inmunoldgica natural. En determinados aspectos
descritos en el presente documento, la célula inmunoldgica es una célula inmunolégica disefiada genéticamente. En
realizaciones particulares, el dominio de activacién comprende un anticuerpo, ligando, receptor o péptido. En
aspectos particulares descritos en el presente documento, la célula inmunoldgica es un linfocito T y el anticuerpo
reconoce CD3. En algunos aspectos descritos en el presente documento, la célula inmunoldgica es una célula NK 'y
el anticuerpo reconoce CD16, NKG2D o NKp30. En determinados aspectos descritos en el presente documento, el
anticuerpo es un anticuerpo de fragmento variable de cadena Unica (scFv). En aspectos particulares descritos en el
presente documento, el dominio de reconocimiento de antigeno es un anticuerpo que reconoce un antigeno
producido por células diana. En algunos aspectos descritos en el presente documento, el anticuerpo es un
anticuerpo scFv. En aspectos particulares descritos en el presente documento, el dominio de reconocimiento de
antigeno es un ligando, un péptido o un TCR soluble. En aspectos especificos descritos en el presente documento,
el dominio de reconocimiento de antigeno reconoce un antigeno de la Tabla 1. En aspectos particulares descritos en
el presente documento, el polipéptido comprende la secuencia de la SEQ ID NO:1, la SEQ ID NO:2, la SEQ ID NO:3,
la SEQ ID NO:4, la SEQ ID NO:5, la SEQ ID NO:6, la SEQ ID NO:7, la SEQ ID NO:8 o la SEQ ID NO:9. En
determinados aspectos descritos en el presente documento, el polipéptido comprende adicionalmente uno o mas de
lo siguiente: una citocina; un dominio coestimulador; o un dominio para la inhibicion de moléculas reguladoras
negativas de la activacion de linfocitos T. En aspectos especificos descritos en el presente documento, la citocina es
IL-15, IL-12, IL-2 o IL-7. En aspectos especificos descritos en el presente documento, el dominio coestimulador es
CD80, CD134, CD137 o una combinacion de los mismos. En determinados aspectos descritos en el presente
documento, el dominio para la inhibicion de las moléculas reguladoras negativas de la activacion de linfocitos T
comprende PD-1, PD-L1, CTLA4 o B7-H4. En algunos aspectos descritos en el presente documento, el polipéptido
comprende adicionalmente un marcador detectable. En algunos aspectos descritos en el presente documento, la
célula comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido. En determinados aspectos descritos en el presente
documento, el polinucledtido se integra en el genoma de la célula. En aspectos particulares descritos en el presente
documento, la expresién del polinucledtido que codifica el polipéptido esta bajo el control de uno o mas factores
asociados al tumor. En algunos aspectos descritos en el presente documento, el uno o mas factores asociados al
tumor es una quimiocina o citocina. Las quimiocinas pueden ser de una familia seleccionada del grupo que consiste
en las quimiocinas CC, CXC, C y CX3C, incluyendo CCL2, CCL3, CCL5, CCL16, CXCL8, CXCL10, XCL1, XCL2 o
CX3CLA1. Las citocinas se pueden seleccionar del grupo que consiste en IL2, IL4, IL5, IL7, IL10, IL12, IL15y IL17. En
aspectos especificos descritos en el presente documento, la expresion del polinucledtido que codifica el polipéptido
esta bajo el control de una secuencia reguladora especifica del tejido. En algunos aspectos descritos en el presente
documento, la secuencia reguladora especifica del tejido es una secuencia reguladora especifica de hipoxia. En
determinados aspectos descritos en el presente documento, la secuencia reguladora especifica de hipoxia es un
elemento de respuesta a la hipoxia (ERH) o un dominio de degradacién dependiente de oxigeno (DDDO). En
algunos aspectos, el ERH comprende 5-RCGTG-3’ (SEQ ID NO:10).

En un aspecto descrito en el presente documento t, hay un método de tratamiento de un individuo con cancer, que
comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion de la divulgacion al
individuo. En aspectos especificos descritos en el presente documento, el polipéptido se secreta por las células y la
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composicion se une a y activa las células, y en al menos algunos casos, el polipéptido se secreta por las células y el
polipéptido se une a y activa las células inmunoldgicas naturales en el individuo. En algunos aspectos descritos en el
presente documento, las células que son capaces de expresar el polipéptido son linfocitos T. En determinados
aspectos descritos en el presente documento, el dominio de activacién comprende un anticuerpo que reconoce CD3.
En algunos aspectos descritos en el presente documento, las células que son capaces de expresar el polipéptido
son células NK. En aspectos especificos descritos en el presente documento, el dominio de activacién comprende
un anticuerpo que reconoce CD16, NKG2D o NKp30. En determinados aspectos descritos en el presente
documento, el cancer es positivo para EphA2, positivo para CD19, positivo para CD123, positivo para LeY, positivo
para B7H3, positivo para HER2 o positivo para EGFR, y puede ser positivo para EGFRuvlII.

La presente invencién proporciona:

- Una célula que comprende un vector de polinucleétido que codifica una molécula bipartita que comprende un
dominio de activacion que se une a una o mas moléculas de superficie celular y un dominio de reconocimiento de
antigeno que se une a EphA2 y/o CD19, en donde el dominio de activacion es un fragmento variable de cadena
unica (scFv) que reconoce CD3 y en donde la célula es un linfocito T o una célula NK;

- Una célula de la invencién para su uso en un método de tratamiento de un individuo con cancer, comprendiendo
el método la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de las células al individuo; y

- Un vector de polinucledtido que codifica una molécula bipartita que comprende un dominio de activacion que se
une a una o mas moléculas de superficie celular y un dominio de reconocimiento de antigeno que se une a
EphA2 y CD19, en donde el dominio de activaciéon es un fragmento variable de cadena Unica (scFv) que
reconoce CD3.

Breve descripcion de los dibujos

Para un entendimiento mas completo de la presente invencion, ahora se hace referencia a las siguientes
descripciones tomadas junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La FIG. 1 representa el concepto de aspectos de las células de acoplamiento.
La FIG. 2 representa el concepto de aspectos de los linfocitos T y las células NK de acoplamiento.
La FIG. 3 muestra un linfocito T de acoplamiento.

La FIG. 4 muestra la generacion de linfocitos T EphA2-ENG. (A) Esquema de vector de retrovirus (IRES: sitio
interno de entrada al ribosoma; mO: mOrange). (B) Andlisis de FACS para mOrange de linfocitos T transducidos
y NT. (C) gRT-PCR para EphA2-acoplador de linfocitos T transducidos y NT.

La FIG. 5 demuestra que las moléculas de acoplador especificas de EphA2 se unen a la superficie celular de
linfocitos T y que se secretan por linfocitos T. (A) Esquema de vectores de retrovirus que codifican un EphA2-
ENG y EphA2-ENG con un marcador 6xHis-Myc en C-terminal (EphA2-HM). Se generé EphA2-HM insertando un
marcador 6xHisMyc antes del codén de parada. Los linfocitos T EphA2-ENG y EphA2-HM ENG se generaron
mediante transduccion de retrovirus y el 73 % de los linfocitos T de la postransduccion (EphA2-ENG) o el 57 %
(EphA2-HM ENG) fueron positivos para mOrange mediante analisis FACS (datos no mostrados). (B) Ensayo de
citotoxicidad usando linfocitos T NT, EphA2-ENG y EphA2-HM como efectores y células U373 positivas en
EphA2 como células diana. No hubo diferencias significativas entre los linfocitos T EphA2-ENG y los EphA2-HM
ENG, lo que indica que el marcador no interfiere con la funcién de la molécula de acoplador. (C) Analisis FACS
de linfocitos T EphA2-ENG y EphA2-HM ENG seleccionados sobre células positivas a mOrange y negativas a
mOrange (curva abierta: isotipo, Curva rellena: amyc-APC (Abcam, Cambridge, MA). Los linfocitos T EphA2-
ENG no presentaron tincion en superficie celular. Los linfocitos T EphA2-ENG-HM se tifieron con amyc-APC. Los
linfocitos T transducidos (mOrange+) y no transducidos (mOrange-) fueron positivos, lo que indica que los
linfocitos T transducidos secretan moléculas de acoplador que se unen a linfocitos T no transducidos. (D) El
medio de los linfocitos T NT, EphA2-ENG o EphA2-HM ENG se incubaron con His Mag Sepharose excel (GE
Healthcare). Las perlas se lavaron y la fracciéon unida se eluy6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
fraccion eluida se separé mediante SDS-PAGE y se transfiri6 con aMyc (Abcam) seguido por un anticuerpo IgG
de ratén en cabra conjugado con HRP (Santa Cruz Biotechnology); *: banda inespecifica.

La FIG. 6 demuestra que los linfocitos T EphA2-ENG secretan citocinas, proliferan y destruyen células diana de
una forma especifica de antigeno. (A) Los linfocitos T EphA2-ENG, CD19-ENG y NT se cocultivaron con células
tumorales positivas en EphA2 (U373, A549, K562-EphA2) o negativas en EphA2 (K562) en una proporcién de
10:1. Después de 24 horas, se determiné la produccion de IFNy e IL2 mediante ELISA (n=4). (B) Los linfocitos T
EphA2-ENG, CD19-ENG y NT se cocultivaron con células tumorales positivas en EphA2 (U373, A549) en una
proporcién de 10:1. Después de 7 dias, se contd el nimero de linfocitos T viables mediante tinciéon con azul
tripan (n=4). (C) Se realizaron ensayos de citotoxicidad usando linfocitos T EphA2-ENG, CD19-ENG y NT como
efectores y células tumorales positivas en EphA2 (U373, A549, K562-EphA2) y negativas en EphA2 (K562) como
dianas (media £ DT; n=4).
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La FIG. 7 demuestra la generacién de linfocitos T que secretan moléculas de acoplador especificas de CD19. (A)
Esquema de vector de retrovirus. (B) Analisis de FACS para mOrange de linfocitos T transducidos y NT. (C) En
ensayos de citotoxicidad, solo los linfocitos T CD19-ENG eliminaron las lineas celulares CD19+ (Daudi, Raji,
BV173) al contrario de los linfocitos T no transducidos (NT) a una proporcion E:D de 2,5:1 (n=4; p<0,05). (D) Solo
los linfocitos T CD19-ENG secretaron niveles significativos de IFN-y en ensayos de cocultivo con dianas CD19+
(n=3; linfocitos T CD19-ENG frente a linfocitos T EphA2-ENG para BV173, Daudi, Raji: p<0,05). La produccion
consistente de IL-2 fue especifica para dianas CD19 + y ws estuvo influenciado por la expresion de CD80 y
CD86 en células diana (n=3; linfocitos T CD19-ENG frente a linfocitos T EphA2-ENG para Daudi y Raiji: p<0,05;
linfocitos T CD19-ENG frente a linfocitos T EphA2-ENG para BV173: p= NS).

La FIG. 8 demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores de linfocitos T especificos de CD123
reconocen células tumorales positivas en CD123 de una forma especifica de antigeno. (A) Esquema de vectores
de retrovirus que codifican acopladores especificos de CD123 y analisis de FACS de linfocitos T transducidos.
(B) Analisis FACS de células AML positivas en CD123 (THP-1 y KG1a) y negativas (Jurkat) y control positivo
(Jurkat CD123). (C) Ensayo de cocultivo de efectores especificos de CD19, CD123(292) o CD123(716) con
células diana positivo para CD123 (KG1a, Jurkat-CD123) y células diana negativas para CD123 (Jurkat). EI IFNy
se determind tras 24 horas. (D) Ensayo de citotoxicidad usando efectores especificos de CD19, CD123(292) o
CD123(716) y células diana positivas para CD123 (KG1a).

La FIG. 9 demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores de linfocitos T especificos de LeY eliminan
células tumorales positivas en LeY de una forma especifica de antigeno. El ensayo de citotoxicidad convencional
se realizé con linfocitos T LeY-ENG vy linfocitos T CD19-ENG como efectores y K562(CD19-, LeY-) y KG1a
(CD19-, LeY+) células diana.

La FIG. 10 demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores de linfocitos T especificos de B7H3
reconocen células tumorales positivas en B7H3 de una forma especifica de antigeno. (A) Ensayo de cocultivo de
linfocitos T B7H3-ENG o de linfocitos T CD19-ENG con células tumorales positivas para B7TH3 (U373, LM7,
CHLAZ255) y negativas para B7H3 (HTB119). Tras 24 horas, se determin6 IFNy. (B) Ensayo de cocultivo de
linfocitos T B7H3-ENG o linfocitos T CD19-ENG con U373, LM7, CHLA255. Las células tumorales viables se
visualizaron mediante tincién con cristal violeta.

La FIG. 11 demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores de linfocitos T especificos de HER2
reconocen células tumorales positivas en HER2 de una forma especifica de antigeno. Los linfocitos T HER2-
ENG o linfocitos T no transducidos (NT) se cocultivaron con células tumorales positivas en HER2 (U373) y
negativas en HER2 (MDA). Tras 24 horas, se determind IFNy.

La FIG. 12 demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores de linfocitos T que son especificos para el
epitopo conformacional de EGFR 806 reconoce células tumorales positivas en EGFR de una forma especifica de
antigeno. Los linfocitos T 806-ENG y los linfocitos T CD19-ENG se incubaron con U373 (EGFR bajo positivo),
A431(con el gen amplificado de EGFR), K562 (EGFR negativo), y K562 modificado genéticamente para expresar
EGFRuvIII (K562-EGFRUVIII). Tras 24 horas, se determind IFNy.

La FIG. 13 demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores de células NK especificos de EphA2 activan
las células NK de una forma especifica de antigeno. (A) Esquema de vectores de retrovirus que codifican un
acoplador de célula NK especifico de EphA2. (B) Ensayo de cocultivo de células NK, linfocitos T CD16.EphA2-
ENG o linfocitos T CD16.EphA2-ENG mas células NK en placas recubiertas con IL13Ra2 o EphA2. Solo los
cocultivos de linfocitos T CD16.EphA2-ENG mas las células NK en presencia de EphA2 produjeron altos niveles
de IFNy, lo que demuestra la activacién especifica de antigeno de células NK.

La FIG. 14 demuestra que los linfocitos T EphA2-ENG redirigen los linfocitos T espectadores hacia las células
tumorales. (A) Las células A549 se cocultivaron con o sin linfocitos T NT y el medio de los linfocitos T NT o los
linfocitos T EphA2-ENG. Después de 24 horas, se determiné la produccion de IFN-y mediante ELISA (media +
DT; n=4). (B) Esquema de ensayos de cocultivo transpocillo. (C) Los linfocitos T NT y las células U373 se
colocaron en el pocillo inferior, y los linfocitos T EphA2-ENG en el pocillo de insercién. EI nimero de linfocitos T
EphA2-ENG vario de 10% a 108. Los linfocitos T CD19-ENG en el pocillo de insercion y en los pocillos inferiores
sin linfocitos T NT sirvieron como controles. Después de 48 horas, las células U373 vivas se visualizaron
mediante tincién con cristal violeta. Se muestran los resultados de un experimento representativo. (D) Para
comparar la actividad antitumoral de los linfocitos T EphA2-ENG o EphA2-CAR, se incubaron las células U373
con 1x10% linfocitos T que contienen porcentajes en aumento de linfocitos T EphA2-ENG o EphA2-CAR
transducidos. Tras 48 horas, las células tumorales viables se midieron mediante ensayo MTS (n=4; ensayo por
triplicado para cada donante; p<0,00001).

La FIG. 15 demuestra que los linfocitos T CD19-ENG redirigen los linfocitos T espectadores hacia las células
tumorales. Los linfocitos T no transducidos (NT), EphA2-ENG o CD19-ENG se colocaron en el pocillo de
insercién y la luciferasa de luciérnaga (ffLuc)-BV713 o fflLuc-BV173 y los linfocitos T NT se colocaron en el pocillo
inferior. Tras 48 horas se determiné la presencia de células tumorales mediante ensayo de luc. Solo los linfocitos
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T CD19-ENG redirigieron los linfocitos T NT hacia las células tumorales (n=3; P<0,05).

La FIG. 16 demuestra que la activacidon especifica de antigeno de los linfocitos T EphA2-ENG mejora su
capacidad para redirigir los linfocitos T espectadores hacia las células tumorales. (A,B) Los linfocitos T NT y
EphA2-ENG se cultivaron en placas recubiertas de EphA2 (activado) o HER2 (no activado). Las placas tratadas
con PBS sirvieron como controles. (A) Después de 72 horas, la expresién de EphA2-ENG se determiné mediante
gRT-PCR (media + DT; n=3). (B) La produccion de IFNy se determind mediante ELISA tras 24 horas (media +
DT; n=3). (C) Las células U373.eGFP.fflLuc o BV173.ffLuc se cocultivaron con linfocitos T NT y numeros en
aumento de linfocitos T EphA2-ENG activados o no activados separados en transpocillo. Después de 48 horas,
Las células tumorales vivas se determinaron mediante el ensayo de la luciferasa (n=3; ensayo por duplicado para
cada donante; linfocitos T activados frente a no activados: para U373: p<0,00001; para BV173: p = 0,12).

La FIG. 17 demuestra la expansion dependiente de antigeno de los linfocitos T EphA2-ENG vy los linfocitos T
espectadores in vivo. (A) Los ratones portadores o no portadores del tumor A549 recibieron una inyeccion i.v. de
una mezcla de 5x108 linfocitos T EphA2-ENG que expresan eGFP.ffLuc y 5x10° linfocitos T NT, y una dosis i.p.
de IL2 (1.500 unidades). Se realiz6 la obtencién de imagenes seriadas de bioluminiscencia para seguir los
linfocitos T (se muestran las medias +/- DT; n=5 por grupo; * p < 0,05, ** p<0,01, *** p<0,005). (B) Los ratones
portadores del tumor A549 recibieron una inyeccion i.v. de una mezcla de 5x108 linfocitos T EphA2-ENG y 5x10°
linfocitos T NT que expresan eGFP.fflLuc o 5x108 linfocitos T CD19-ENG t 5x108 linfocitos T NT que expresan
eGFP.fflLuc, y una dosis i.p. de IL2 (1.500 unidades). Se realizd la obtencidon de imagenes seriadas de
bioluminiscencia para seguir los linfocitos T.

La FIG. 18 describe los esquemas experimentales de los modelos animales en los que se ensayaron los
linfocitos T EphA2-ENG y CD19-ENG.

La FIG. 19 demuestra que los linfocitos T EphA2-ENG tiene una potente actividad antitumoral in vivo. (A-C)
Actividad antitumoral de los linfocitos T EphA2-ENG en el modelo de xenoinjerto SCID de glioma U373. Siete
dias después de la inyeccion intracraneal de 1x10° células U373.eGFP.ffLuc, se inyectaron por via intracraneal
2x10°% linfocitos T EphA2-ENG (n=8) o CD19-ENG (n=5) en el mismo sitio. Los animales no tratados sirvieron
como controles (n=5). El crecimiento tumoral se siguié mediante imagenes de bioluminiscencia. (A) Imagenes de
animales representativos; (B) Resultados cuantitativos de imagenes de bioluminiscencia para cada ratén
(radiancia=fotones/seg/cm?/sr) a lo largo del tiempo; (C) Curva de supervivencia de Kaplan-Meier. (D-F) Actividad
antitumoral de los linfocitos T EphA2-ENG en el modelo de xenoinjerto SCID de tumor de pulmén A549. Siete, 14
y 21 dias después de la inyeccion i.v. de 2,5x108 células A549.eGFP.ffLuc, los ratones recibieron una dosis i.v.
de 1x107 linfocitos T EphA2-ENG (n=5) o linfocitos T CD19-ENG (n=4) y una dosis i.p. de IL2 (1.500 unidades).
Los animales no tratados sirvieron como controles (n=5). El crecimiento tumoral se siguié mediante imagenes de
bioluminiscencia. (D) Imagenes de animales representativos; (E) Resultados cuantitativos de imagenes de
bioluminiscencia para cada ratén; (F) Curva de supervivencia de Kaplan-Meier.

La FIG. 20 demuestra que los linfocitos T CD19-ENG tienen una potente actividad antitumoral en un modelo de
xenoinjerto de leucemia. Las células BV173.ffLuc se inyectaron por via i.v. en el dia O, y en el dia 7, 14, 21 los
ratones recibieron 1x107 linfocitos T EphA2-ENG (n=5) o linfocitos T CD19-ENG (n=5) por via i.v. con una dosis
i.p. de IL2. Los animales no tratados sirvieron como controles (n=5). (A) Imagenes representativas, (B)
Bioluminiscencia cuantitativa.

La FIG. 21 demuestra que los linfocitos T CD19-ENG tienen una potente actividad antitumoral en un modelo de
xenoinjerto de linfoma. Se inyectaron células Daudi.flLuc por via i.v. en el dia 0, y en el dia 3, 6, 9 los ratones
recibieron 1x107 linfocitos T CD19-ENG (n=5) o linfocitos T no transducidos (NT) (n=5) por via i.v. (A) Imagenes
representativas, (B) Bioluminiscencia cuantitativa.

La FIG. 22 demuestra que los linfocitos T que expresan una molécula de acoplador especifica de CD19 y las
moléculas coestimuladoras CD80 y 4-1BBL producen de forma consistente IL-2 en ensayos de cocultivo. (A)
Esquema de vectores de retrovirus usados y linfocitos T CD19-ENG/coestim. (B) Expresion de CD80 y 4-1BBL
en linfocitos T CD19-ENG y CD19-ENG/coestim; n = 4. (C) Produccién consistente de IL-2 tras la estimulacion
con BV173 (CD80-/CD86-) de linfocitos T CD19-ENG/Coestim; n = 2. No se observé produccion de IL-2 con
linfocitos T Coestim que expresan una molécula de acoplador irrelevante (linfocitos T EphA2-ENG/Coestim), lo
que confirma la secrecion de IL-2 especifica de antigeno.

La FIG. 23 demuestra que los linfocitos T que se modifican genéticamente con vectores de retrovirus que
codifican un EphA2-ENG e IL15 no solo expresan IFNg e IL2 tras la activacion, sino también un elevado nivel de
IL15. Los linfocitos T NT, los linfocitos T CD19-ENG, los linfocitos T EphA2-ENG o los linfocitos T EphA2-
ENGI/IL15 se cocultivaron con células positivas en EphA2/negativas en CD19 (U373, A549, K562-EphA2), células
negativas en EphA2/negativas en CD19 (K562) o negativas en EphA2/positivas en CD19 (BV173). Después de
24 horas, se determind la produccion de IFNy (A), IL2 (B) e IL15 (B) mediante ELISA (n=4).

La FIG. 24 demuestra que los linfocitos T que se modifican genéticamente con vectores de retrovirus que
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codifican un EphA2-ENG e IL15 tienen un mayor potencial proliferativo que los linfocitos T que solo se modifican
con EPhA2-ENG. Los linfocitos T NT, CD19-ENG, EphA2-ENG, y los linfocitos T EphA2/IL15 se cocultivaron con
células tumorales positivas en EphA2 (U373, A549) (B,C) en una proporcion de 10:1 o medio (A). Después de 7
dias, se contd el numero de linfocitos T viables mediante tincion con azul tripan (U373: EphA2-ENG frente a
EphA2-ENG/IL15 p=0,01; A549: EphA2-ENG frente a EphA2-ENG/IL15 p=0,008; n=4).

Descripcion detallada de la invencién

Tal como se usa en el presente documento, las palabras "un" y "una" cuando se usan en la presente memoria
descriptiva en concierto con la palabra que comprende, incluyendo las reivindicaciones, denotan "uno o mas".
Algunos aspectos descritos en el presente documento pueden consistir en o consistir esencialmente en uno o mas
elementos, etapas del método, y/o métodos de la invenciéon. Se contempla que cualquier método o composicién
descrita en el presente documento se pueda implementar con respecto a cualquier otro método o composicion
descrita en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término "acoplador" o "molécula de acoplador" se refiere a una
molécula que se secreta a partir de una célula que activa las células inmunoldgicas. En realizaciones particulares, el
acoplador activa las células inmunoldgicas especificas de acuerdo con los dominios presentes en el acoplador. Los
ejemplos ilustrativos de células que secretan acopladores, pero sin limitacidn, incluyen linfocitos T, células NK,
células NKT, linfocitos T CAR, células madre mesenquimales (MSC), células madre neuronales, células madre
hematopoyéticas, o una mezcla de las mismas, en algunos casos.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "dominio de reconocimiento de antigeno" se refiere a una
parte de la molécula de acoplador que reconoce un antigeno. En aspectos particulares descritos en el presente
documento, los antigenos pueden ser de cualquier naturaleza, incluyendo, pero sin limitacion, proteinas,
carbohidratos y/o moléculas sintéticas.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "dominio de activacion" se refiere a una parte de las
moléculas de acopladores que interactia con las células inmunoldgicas e induce una sefial inmunomoduladora
positiva o0 negativa. Los ejemplos ilustrativos de sefiales inmunomoduladoras positivas incluyen sefiales que inducen
la proliferacién celular, secrecion de citocinas o actividad citolitica. Los ejemplos ilustrativos de sefales
inmunomoduladoras negativas incluyen sefiales que inhiben la proliferacion celular, inhiben la secrecién de factores
inmunosupresores, o inducen la muerte celular.

Tal como se usa en el presente documento, el término "célula inmunoldgica natural" se refiere a una célula
inmunolégica que se da de forma natural en el sistema inmunoldgico. Los ejemplos ilustrativos incluyen, pero sin
limitacion, linfocitos T, células NK, células NKT, linfocitos B y células dendriticas.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "célula inmunolégica disefiada genéticamente" se refiere a
una célula inmunoldgica que se modifica genéticamente.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "dominio coestimulador" o "dominio de sefalizacion
coestimulador” se refiere a un dominio de sefalizacion intracelular de una molécula coestimuladora. En aspectos
particulares, se refiere a un dominio que proporciona sefiales adicionales a la célula inmunolégica en conjunto con
un dominio de activacién. Las moléculas coestimuladoras son moléculas de superficie celular que no son receptores
de antigeno o receptores Fc que proporcionan una segunda sefial requerida para la activacion y el funcionamiento
eficaz de los linfocitos T tras la unién al antigeno. Los ejemplos ilustrativos de tales moléculas coestimuladoras
incluyen CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40 (CD134), CD30, CD40, ICOS (CD278), LFA-1, CD2, CD7, LIGHT,
NKD2C, CD70, CD80, CD86 y CD83.

I. MOLECULAS DE ACOPLADOR

En realizaciones particulares, las células se modifican genéticamente (incluyendo las células inmunolégicas) con
moléculas de acoplador que comprenden al menos un dominio de reconocimiento de antigeno y un dominio de
activacion y, opcionalmente, una citocina, un dominio coestimulador y/o un dominio para la inhibicion de moléculas
reguladoras negativas de la activacion de linfocitos T. El dominio de reconocimiento de antigeno de la molécula de
acoplador se une a una o mas moléculas presentes en y/o sobre células diana o que se secreta por las células
diana. En aspectos especificos, las células diana son células cancerosas, incluyendo al menos células de tumores
soélidos. Una vez que las moléculas del acoplador se han unido a la molécula diana, pueden activar células que
expresan la molécula reconocida por el dominio de activacion. Las moléculas de acoplador pueden activar células
que se modifican genéticamente con moléculas de acoplador o pueden activar células no modificadas. En funcién
del efecto deseado, la activacion puede dar como resultado una sefal positiva o negativa. Los ejemplos de sefiales
positivas incluyen sefiales que inducen la proliferacién celular, secrecion de citocinas o actividad citolitica. Los
ejemplos de sefiales negativas incluyen sefiales que inhiben la proliferacion de linfocitos T, inhiben la secrecion de
factores inmunosupresores, o inducen la muerte celular.
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En aspectos particulares, las células inmunoldgicas que secretan moléculas de acopladores son capaces de redirigir
las células inmunoldgicas residentes (naturalmente enddgenas para un individuo especifico) hacia las células
cancerosas.

Los aspectos de la divulgacion proporcionan la administracion de células inmunolégicas modificadas que secretan
una molécula de acoplador a un individuo que lo necesite (del que se sabe que tiene cancer o se sospecha que tiene
cancer, incluyendo un cancer particular) con contraste con la administracion solo de la molécula de acoplador al
propio individuo (en ausencia de ser producida por células inmunoldgicas modificadas). En la presente divulgacion,
el individuo recibe las células inmunoldgicas modificadas que permiten la producciéon de la(s) molécula(s) de
acoplador. En aspectos particulares, las células producen citocinas inmunoestimuladoras; proliferan de una manera
especifica de antigeno; eliminan las células diana apropiadas; redirigen células inmunoldgicas espectadoras (que
incluyen al menos linfocitos T o células NK) hacia células cancerosas; secretan moléculas de acoplador tras la
activacion; y/o son eficaces contra el cancer de forma locorregional o sistémica. La FIG. 3 representa ejemplos de
linfocitos T o células NK modificados que secretan moléculas de acopladores. Aunque un linfocito T o una célula NK
en particular puede producir un acoplador que puede dirigirse al mismo antigeno especifico de células cancerosas,
los dominios de activacién para un linfocito T o una célula NK deben ser diferentes, dado que las células NK no
expresan CD3. Los ejemplos de activacion para una célula NK incluyen al menos CD16, NKG2D o NKp30, por
ejemplo.

En diversos aspectos descritos en el presente documento, los métodos y las composiciones se refieren a las
composiciones que comprenden una construccién de anticuerpos de cadena simple biespecificos o a construcciones
biespecificas que tienen ligandos, péptidos o TCR solubles como dominios de reconocimiento de antigeno y/o
ligandos como dominios de activacién de células inmunolégicas en lugar de fragmentos derivados de anticuerpos
(FIG. 3). La construccion de anticuerpo de cadena simple biespecifico se caracteriza por comprender o consistir en o
consistir esencialmente en al menos dos dominios, mediante los cuales uno de dicho al menos dos dominios se une
de manera especifica a un antigeno tumoral enumerado en la Tabla 1, por ejemplo (EphA2, CD19, CD123, LeY,
B7H3, HER2 y EGFR, (incluyendo EGFRVIII), y un segundo dominio se une a una proteina de superficie de célula
inmunolégica, tal como CD3 en linfocitos T, por ejemplo. Ademas, una molécula de acoplador puede comprender
tres o0 mas dominios. Los aspectos descritos en el presente documento abarcan adicionalmente un proceso para la
produccién de la composicién de la divulgacion, un método para la prevencion, el tratamiento o la mejora del cancer,
y el uso de una construccidon de una molécula de acoplador biespecifica en la prevencién, el tratamiento o la mejora
del cancer o al menos un sintoma del mismo.

En algunos aspectos descritos en el presente documento, las composiciones de acoplador comprenden una
construccién de anticuerpo de cadena simple biespecifico ademas de un tercer dominio (aunque en algunos casos,
se pueden afadir mas dominios), que se pueden citar como un acoplador tripartito. El tercer o0 mas dominio puede
mejorar la actividad de la composicién o el método, tal como proporcionando una citocina, un dominio coestimulador
y/o un dominio para la inhibicién de moléculas reguladoras negativas de la activacion de linfocitos T. Los aspectos
descritos en el presente documento abarcan adicionalmente un proceso para la produccion del acoplador tripartito,
un método para la prevencion, el tratamiento o la mejora del cancer, y el uso de un acoplador tripartito en la
prevencion, el tratamiento o la mejora del cancer.

En realizaciones particulares, una molécula de acoplador comprende un dominio de reconocimiento de antigeno que
se une a EphA2. EphA2 se puede citar como el receptor A2 de EPH (receptor 2 de efrina de tipo A; EPHA2; ARCC2;
CTPA; CTPP1; o ECK), que es una proteina que en seres humanos esta codificada por el gen EPHA2 en la
subfamilia del receptor de efrina de la familia de la proteina tirosina cinasa. Los receptores en esta subfamilia
generalmente comprenden un Unico dominio cinasa y una region extracelular que comprende un dominio rico en Cys
y 2 repeticiones de fibronectina de tipo lll; las realizaciones de los anticuerpos de la divulgaciéon se pueden dirigir a
cualquiera de estos dominios. Los receptores de efrina se dividen en dos grupos como resultado de la similitud de
sus respectivas secuencias de dominio extracelular y también de sus afinidades de unidn a los ligandos de efrina Ay
efrina B y EphA2 codifica una proteina que se une a los ligandos de efrina A. Una secuencia de acido nucleico
ejemplar de EphA2 humana es la del N.° de registro de GenBank® NM_004431, y una secuencia de polipéptido
ejemplar de EphA2 humana es la del N.° de registro de GenBank® NP_004422.

En realizaciones particulares, una molécula de acoplador comprende un dominio de reconocimiento de antigeno que
se une a CD19. CD19 se puede citar como molécula de CD19, antigeno CD19, antigeno de diferenciacion CD19,
antigeno B4 de superficie de linfocito B, CVID3. Se puede encontrar informacién en relacion con el locus del gen, las
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos en HGNC: 1633, Entrez Gene: 930, Ensembl: ENSG00000177455,
UniProtKB: P15391. CD19 codifica una molécula de superficie celular, que se ensambla con el receptor de antigeno
de linfocitos B con el fin de disminuir el umbral de estimulacién dependiente del receptor de antigeno. Una molécula
ejemplar de CD19 humana es la del N.° de registro de GenBank® NM_001178098, y un polipéptido ejemplar de
CD19 humana es la del N.° de registro de GenBank® NP_001171569.

Las células de acoplamiento se pueden generar mediante cualquier método adecuado en la materia. En

realizaciones especificas, los linfocitos T de acoplamiento se generan mediante transduccion virica de linfocitos T,
aunque en al menos determinados casos también es Uutil la transduccion virica de células NK y otras células
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(linfocitos T CAR, células NKT, MSC, células madre neuronales, células madre hematopoyéticas, en algunos casos)
en algunos aspectos descritos en el presente documento. El TCR natural endégeno de los linfocitos T transducidos
pueden ser o bien inespecificos o especificos para un antigeno, tal como un antigeno tumoral o un antigeno virico.

A. Dominio de reconocimiento de antigeno

Las composiciones del acoplador de la divulgacion incluyen un dominio de reconocimiento de antigeno que permite
a los linfocitos T que expresan el acoplador y a la correspondiente molécula de acoplador dirigirse a una célula
particular de interés que expresa el antigeno o dirigirse a un antigeno secretable. En aspectos particulares, cualquier
célula puede comprender el antigeno, pero en aspectos especificos, el antigeno se presenta sobe una célula
cancerosa, incluyendo una célula de tumor sélido. El antigeno de célula cancerosa puede ser de cualquier tipo, pero
en aspectos particulares es especifico para una célula cancerosa y puede ser especifico para un tipo particular de
célula cancerosa. Por ejemplo, en realizaciones en las que se utiliza EphA2, la célula cancerosa puede ser de
cancer de mama, de pulmoén, de prostata o de glioblastoma. La célula también puede ser una célula patégena, tal
como una célula bacteriana.

Se puede direccionar cualquier antigeno de cancer mediante los linfocitos T que expresan acoplador descritos en el
presente documento o las correspondientes moléculas de acoplador de los mismos. En aspectos especificos, los
antigenos se enumeran en la Tabla 1. En aspectos particulares, la molécula de acoplador comprende mas de un
dominio de reconocimiento de antigeno.

Cuando se direcciona un particular antigeno de cancer, el antigeno se puede direccionar con cualquier scFv
adecuado o fragmento de union a antigeno de un anticuerpo. Los ejemplos de scFv particulares, que se usaron para
construir moléculas de acoplador se enumeran en la Tabla 2. Se confirmd la funcionalidad de los linfocitos T que
expresan las respectivas moléculas de acoplador, y se describe en detalle en el EJEMPLO 2.

Tabla 2: scFV usados para la construccion de moléculas de acoplador

Diana MADb
CD19 FMC63
CD123 26292
CD123 32716
LeY Hu3S193
EphA2 4H5
B7H3 8H9
HER2 FRP5
EGFR que incluye EGFRvIII 806

Otros posibles antigenos se enumeran en la Tabla 1 y/o se tratan en otra parte en el presente documento.
B. Dominio de activacion

Las composiciones del acoplador de la divulgacion incluyen un dominio de activacion que permite que la célula
inmunolégica que expresa la molécula de acoplador y/u otras células inmunoldgicas se unan al acoplador a una
célula diana. ElI dominio de activacion es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo, en aspectos
particulares. Los ejemplos ilustrativos de dominios de activacion incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos, ligandos, péptidos, receptores solubles de linfocitos T o
combinaciones de los mismos.

La célula inmunolégica a la que se une el acoplador puede ser una célula inmunolégica natural no modificada
endogena (para el sujeto receptor), o puede ser una célula inmunolégica modificada genéticamente. La union del
acoplador a la célula inmunoldgica diana a través del dominio de activacién (tal como un anticuerpo monoclonal CD3
en el caso de los linfocitos T), activa de este modo la célula inmunoldgica diana. Otras moléculas de activacién que
se pueden direccionar facilmente con acopladores incluyen moléculas coestimuladoras tales como CD27, CD28,
CD134 y CD137. Por ejemplo, los linfocitos T se pueden disefiar genéticamente para que expresen una molécula de
acoplador con un dominio de reconocimiento de antigeno especifico de EphA2 y un dominio de activacién especifico
de CD3, y otro acoplador con un dominio de reconocimiento de antigeno especifico de HER2 y un dominio de
activacion especifico de CD28. Estos linfocitos T de acoplamiento solo se activarian por completo en los sitios del
tumor en los que se expresan ambos antigenos. Cuando el acoplador es para dirigir células NK, el dominio de
activacion puede comprender un anticuerpo que reconoce CD 16 (tal como el anticuerpo NM3E2), o ligandos
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especificos para NKG2D (ULBP2) o NKp30 (B7H6). En realizaciones especificas, el dominio de activacion
comprende ligandos, receptores, péptidos, etc.

C. Dominios adicionales opcionales

En realizaciones particulares, un acoplador comprende un dominio adicional que mejora la actividad del acoplador
y/o mejora la actividad de la célula inmunoldgica que expresa la molécula del acoplador. Aunque un dominio
adicional puede ser de cualquier tipo, en realizaciones especificas, el dominio adicional comprende uno o mas
dominios de reconocimiento de antigeno o uno o mas dominios de activacion. El dominio adicional puede
comprender una citocina, un dominio coestimulador o una entidad que inhibe las moléculas reguladoras negativas de
la activaciéon de linfocitos T. En algunas realizaciones, solo se emplea un dominio adicional en moléculas del
acoplador, pero en otras realizaciones se puede emplear mas de uno, incluyendo mas de uno del mismo tipo o
diferente.

Los dominios adicionales podrian compensar el escape inmunoldgico dirigiéndose a un antigeno adicional. Por
ejemplo, se podria disefiar una molécula de acoplador para dirigirse a CD19 y a CD22 para las neoplasias
sanguineas o a EphA2 y HER2 para los tumores solidos. Los dominios adicionales también podrian proporcionar
coestimulacion. Por ejemplo, se podria disefiar una molécula de acoplador que se dirija al antigeno del tumor (véase
la Tabla 1), y que contenga un scFv especifico de CD3 para la activacion de linfocitos T y el dominio extracelular de
41BBL para proporcionar coestimulacion. Un dominio adicional podria atraer células inmunolégicas. Por ejemplo, se
podria usar un dominio adicional que codifica la quimiocina RANTES para aumentar el trafico de células
inmunoldgicas hacia los sitios del tumor. También se podria usar un dominio adicional para proporcionar un factor de
crecimiento de células inmunolégicas tal como una citocina. Por ejemplo, se podria usar un dominio adicional que
codifica citocinas como IL-2 o IL15 para mejorar la proliferacién y la expansién de células inmunolégicas. También se
podria usar un dominio adicional para cambiar las propiedades fisicas de la molécula de acoplador. Por ejemplo, un
dominio adicional que codifica un dominio CH2-CH3 o una cremallera de leucina podria promover la dimerizacion o
la trimerizacién de la molécula de acoplador, dando como resultado una funcién mejorada.

En realizaciones particulares, el dominio adicional codifica cualquier citocina. En aspectos especificos, la citocina
puede ser IL-2, IL-7 y/o IL-15, y en algunos aspectos, el acoplador comprende mas de un dominio adicional que
codifica citocinas.

En realizaciones particulares, un acoplador comprende un dominio coestimulador tal como se describe en alguna
parte del presente documento. En realizaciones particulares, sin embargo, el dominio coestimulador comprende
CD80, CD137 y similares.

En aspectos particulares, la molécula de acoplador comprende un dominio que inhibe moléculas reguladoras
negativas de la activacion de linfocitos T. En aspectos especificos, el dominio es PD-L1 o CTLA4, por ejemplo.

D. Dominio de receptor soluble de linfocitos T

En algunos aspectos descritos en el presente documento, en lugar de que un dominio de reconocimiento de
antigeno sea un anticuerpo, un acoplador comprende un diferente tipo de dominio que no es un anticuerpo pero que
es capaz de reconocer una célula cancerosa. En un aspecto, el acoplador comprende un miembro de un par de
union ligando-receptor, en donde el miembro relacionado se expresa en la célula cancerosa. En determinados
aspectos, el acoplador comprende un dominio de receptor soluble de linfocitos T (TCR), en lugar de un anticuerpo.
La FIG. 2 representa una realizacién ejemplar con un dominio de activacion de linfocitos T unido a un TCR soluble.

E. Ejemplos de moléculas especificas de acopladores

A continuacién se proporcionan ejemplos especificos de moléculas de acopladores. En general, un scFv contienen
un dominio VH y un dominio VL conectados mediante un péptido enlazador. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 1 es un
acoplador de linfocito T CD19-CD3 que comprende la siguiente féormula:

1. Acoplador de linfocitos T CD19-CD3

Lider-VL FMC63-(G4S1)3-VH FMC63-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:1 es tal como sigue, en donde la primera seccidon subrayada es la secuencia lider y las siguientes

secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv, de acuerdo con la férmula
anterior:
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MDWIWRILFLVGAATGAHSDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQK
PDGTVKLLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGG
GTKLELKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQOQSGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSL
PDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQTD

DTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTTVTVSSYVTVSSSGGGGSDIKLQQSGAELAR
PGASVKMSCKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATL

TTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGG
GSGGGGSDIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWY QQKSGTSPKRWIYDTS

KVASGVPYRFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

2. Acoplador de linfocitos T IL3Ra-CD3
Lider-VH26292-(G4S1)3-VL26292-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:2 es tal como sigue, en donde la primera seccién subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:

MDWIWRILFLVGAATGAHSQVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMNWV
KQRPDQGLEWIGRIDPYDSETHYNQKFKDKAILTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYC
ARGNWDDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDVQITQSPSYLAASPGETITINC
RASKSISKDLAWYQEKPGKTNKLLIYSGSTLQSGIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAM
YYCQQHNKYPYTFGGGTKLEIKSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFT
RYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTS
EDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPALI
MSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGT
SYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

3. Acoplador de linfocitos T IL3Ra-CD3
Lider-VH32716-(G4S1)3-VL32716-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:3 es tal como sigue, en donde la primera seccién subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:
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MDWIWRILFLVGAATGAHSQIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYIFTNYGMNWVK
QAPGKSFKWMGWINTYTGESTYSADFKGRFAFSLETSASTAYLHINDLKNEDTATYFCA
RSGGYDPMDYWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPASLAVSLGQRATI
SCRASESVDNYGNTFMHWYQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTDFTLTINP
VEADDVATYYCQQSNEDPPTFGAGTKLELKSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSC
KTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
QLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYR
FSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

4. Acoplador de linfocitos T Le Y-CD3
Lider-VHHuU3S193-(G4S1)3-VLHU3S193-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:4 es tal como sigue, en donde la primera seccion subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:

MDWIWRILFLVGAATGAHSEVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSTSGFTFSDYYMYWVR
QAPGKGLEWVAYMSNVGAITDYPDTVKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLRPEDTGVYFC
ARGTRDGSWFAYWGQGTPVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDR
VTITCRSSQRIVHSNGNTYLEWYQQTPGKAPKLLIYKVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTFT
ISSLQPEDIATYYCFQGSHVPFTFGQGTKLQITSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMS
CKTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTA
YMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSD
IQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYR
FSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

5. Acoplador de linfocitos T EphA2-CD3
Lider-VH4H5-(G4S1)3-VL4H5-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:5 es tal como sigue, en donde la primera seccién subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:
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MDWIWRILFLVGAATGAHSQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYTMSWVR
QAPGQALEWMGTISSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNSLY LQMNSLRAEDTAVYYC
AREAIFTYWGRGTLVTSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCKAS
QDINNYLSWYQQKPGQAPRLLIYRANRLVDGVPDRFSGSGYGTDFTLTINNIESEDAAY
YFCLKYDVFPYTFGQGTKVEIKSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFTR
YTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSE
DSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPAIM
SASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGTS
YSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

6. Acoplador de linfocitos T B7H3-CD3
Lider-VH8H9-(G4S1)3-VL8H9-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:6 es tal como sigue, en donde la primera seccién subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:

MDWIWRILFLVGAATGAHSQVKLQQSGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTNYDINWV
RQRPEQGLEWIGWIFPGDGSTQYNEKFKGKATLTTDTSSSTAYMQLSRLTSEDSAVYFC
ARQTTATWFAYWGQGTTVTVSSDGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPTTLSVTPGDRVS
LSCRASQSISDYLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPED
VGVYYCQNGHSFPLTFGAGTKLELKQAASGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKT
SGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYM
QLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQL
TQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRES
GSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

7. Acoplador de linfocitos T HER2-CD3
Lider-VHFRP5-(G4S1)3-VLFRP5-G4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:7 es tal como sigue, en donde la primera seccidon subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:
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MDWIWRILFLVGAATGAHSEVQLQQSGPELKKPGETVKISCKASGYPFTNYGMNWV
KQAPGQGLKWMGWINTSTGESTFADDFKGRFDFSLETSANTAYLQINNLKSEDMATYF
CARWEVYHGYVPYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSHKFLSTSVGD
RVSITCKASQDVYNAVAWYQQKPGQSPKLLIYSASSRYTGVPSRFTGSGSGPDFTFTISS
VQAEDLAVYFCQQHFRTPFTFGSGTKLEIKALGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSC
KTSGYTFTRYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
QLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYR
FSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

8. Acoplador de linfocitos T EGFR-CD3

Lider-VH806-(G451)3-VL806-SG4S-VHOKT3-(G4S1)3-VLOKT3

La SEQ ID NO:8 es tal como sigue, en donde la primera seccion subrayada es la secuencia lider y las siguientes

secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la férmula anterior:
MDWIWRILFLVGAATGAHSDVQLQESGPSLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDFAWNWIR
QFPGNKLEWMGYISYSGNTRYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTIEDTATYYCVTA
GRGFPYWGQGTLVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSDILMTQSPSSMSVSLGDTVSITCHSS
QDINSNIGWLQQRPGKSFKGLIYHGTNLDDEVPSRFSGSGSGADYSLTISSLESEDFADY
YCVQYAQFPWTFGGGTKLEIKRSGGGGSDIKLQQSGAELARPGASVKMSCKTSGYTFT
RYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTS
EDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTLTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQLTQSPALI
MSASPGEKVTMTCRASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDTSKVASGVPYRFSGSGSGT
SYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGAGTKLELKS

9. Acoplador de células NK CD16-EphA2
Lider-VHNM3E2-(G4S1)3-VLNM3E2-SG4S-VH4H5-(G4S1)3-VL4H5

La SEQ ID NO:9 es tal como sigue, en donde la primera seccién subrayada es la secuencia lider y las siguientes
secciones subrayadas son secuencias de enlazadores entre los respectivos scFv de acuerdo con la formula anterior:
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MDWIWRILFLVGAATGAHSEVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFDDYGMSWV
RQAPGKGLEWVSGINWNGGSTGYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVY
YCARGRSLLFDYWGQGTLVTVSRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSSSELTQDPAVSVA
LGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLT
ITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVVFGGGTKLTVGSGGGGSQVQLLESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGFTFSSYTMSWVRQAPGQALEWMGTISSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNA
KNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREAIFTYWGRGTLVTSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQ
LTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINNYLSWYQQKPGQAPRLLIYRANRLVDGVPDREFS
GSGYGTDFTLTINNIESEDAAYYFCLKYDVFPYTFGQGTKVEIK

F. Acopladores - Conceptos generales

La expresion "construccién de anticuerpo de cadena simple biespecifico" se refiere a una construccién que
comprende dos dominios de unién que derivan de anticuerpos. Uno de los dominios de unién puede comprender
regiones variables (o partes de las mismas) de un anticuerpo, del fragmento del anticuerpo o derivados de los
mismos, capaces de unirse especificamente a/interaccionar con un antigeno diana, por ejemplo, EphA2 o CD19. El
segundo dominio de uniéon puede comprender regiones variables (o partes de las mismas) de un anticuerpo, del
fragmento del anticuerpo o derivados de los mismos, capaces de unirse especificamente al/interaccionar con una
molécula de activacion, por ejemplo, un antigeno CD3 humano. En realizaciones especificas, una parte de una
region variable comprende al menos una CDR ("region determinante de complementariedad"), tal como al menos
una region CDR1, CDR2 o CDRS3. Los dos dominios/regiones en la construccion de anticuerpo de cadena simple
preferentemente estan unidos covalentemente entre si como una Unica cadena.

Un scFv contiene en general un dominio VH y un dominio VL conectados mediante un péptido enlazador. El
acoplador secretable esta compuesto de un péptido sefial (para permitir la secrecién) de las células, seguido por dos
o mas scFv conectados mediante péptidos enlazadores (Lx, Ly, Lz). Los enlazadores pueden ser de una longitud y
una secuencia suficiente como para asegurar que cada primer y segundo dominios puedan, de manera
independiente entre ellos, conservar sus diferentes especificidades de union. Los scFv biespecificos se pueden
disponer en diferentes formatos: Vua-Lx-Via-Ly-VuB-Lz-Vi B, VLo-LX-VHa-Ly-VHB-Lz-VLB, Via-Lx-VHa-Ly-ViB-Lz-VHp,
VHo-LXx-V0L0-Ly-ViB-Lz-VHB, VHO-LX-VLB-Ly-VHB-Lz-Via, VHB-LX-Via-Ly-Vha-Lz-Vi 3, Vio-LX-VHB-Ly-ViB-Lz-VHa, VLB-
Lx-Vuo-Ly-Vio-Lz-YHB.

En realizaciones especificas, la "construcciéon de anticuerpo de cadena simple biespecifico" que se va a emplear en
la composicién de la divulgacion comprende un Fv de cadena simple (scFv) biespecifico. Los ejemplos ilustrativos de
moléculas de cadena simple biespecificas se conocen en la materia y se describen en el documento WO 99/54440;
Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970; Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-7025; Kufer, Cancer Immunol.
Immunother., (1997), 45, 193-197; Loffler, Blood, (2000), 95, 6, 2098-2103; y Bruhl, J. Immunol., (2001), 166, 2420-
2426.

En aspectos especificos descritos en el presente documento, un formato molecular ejemplar de la divulgacion
proporciona una construccién de polipéptidos en la que la regién que deriva del anticuerpo comprende una regiéon Vx
y una regiéon VL. En aspectos particulares, la orientacién intramolecular del dominio Vu y el dominio Vi, que estan
unidos entre si mediante un dominio enlazador, en el formato scFv no es decisivo para las construcciones de cadena
simple biespecificas. Los scFv con ambas disposiciones posibles (dominio Vi - dominio enlazador - dominio Vi;
dominio VL - dominio enlazador - dominio VH) se contemplan en aspectos particulares en la construccion de cadena
simple biespecifica.

En realizaciones especificas, la construccion del acoplador también puede comprender dominios adicionales, por
ejemplo, el dominio de unién a antigeno puede contener multiples dominios de unién de reconocimiento de antigeno
que permiten el direccionamiento hacia multiples antigenos; el dominio de activacién puede contener multiples
dominios para activar células.

La expresion "cadena simple" tal como se usa de acuerdo con la presente divulgacion en algunas realizaciones se
refiere a que el primer y el segundo dominio de la construccion de cadena simple biespecifica estan unidos
covalentemente, preferentemente en la forma de una secuencia de aminoacidos colineal codificable por una unica
molécula de acido nucleico.

La expresion "que se une a/que interactia con" tal como se usa en el ambito de la presente divulgacion define una
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union/interaccién de a menos dos "sitios de interaccion de antigenos" entre si. La expresion "sitio de interaccion de
antigeno”, de acuerdo con la presente divulgacion, un motivo de un polipéptido que presenta la capacidad de la
interaccion especifica con un antigeno especifico o un grupo especifico de antigenos. La unién/interaccion también
se entiende que define un "reconocimiento especifico”. La expresion "que reconoce de forma especifica” significa de
acuerdo con la presente divulgacion que la molécula de anticuerpo es capaz de interactuar de manera especifica
con y/o unirse a al menos dos aminoacidos de cada una de las moléculas diana tal como se define en el presente
documento. La expresion se refiere a la especificidad de la molécula de anticuerpo, es decir, a su capacidad para
discriminar entre las regiones especificas de la molécula diana humana tal como se define en el presente
documento. La interaccion especifica del sitio de interaccion de antigeno con su antigeno especifico puede dar como
resultado en un comienzo de una sefal, por ejemplo, debido a la inducciéon de un cambio en la conformacion del
antigeno, una oligomerizacion del antigeno, etc. Ademas, la unién se puede ejemplificar mediante la especificidad de
un "principio de llave y cerradura”. Por lo tanto, los motivos especificos en la secuencia de aminoacidos del sitio de
interaccion de antigeno y el antigeno se unen entre si como resultado de su estructura primaria, secundaria o
terciaria asi como el resultado de modificaciones secundarias de dicha estructura, en algunas realizaciones. La
interaccion especifica del sitio de interaccion de antigeno con su antigeno especifico también puede dar como
resultado una unién simple del sitio al antigeno.

La expresion "interaccion especifica" tal como se usa de acuerdo con la presente divulgacion significa que la
construccion de cadena simple biespecifica no reacciona de forma cruzada o esencialmente no reacciona de forma
cruzada con (poli)péptidos de estructuras similares. La reactividad cruzada de un panel de construcciones de cadena
sencilla biespecificas en investigacion se pueden ensayar, por ejemplo, evaluando la union del panel de construccion
de cadena sencilla biespecifica en condiciones convencionales (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 y Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1999) para el (poli)péptido de interés asi como para una serie de mas o menos
(estructuralmente y/o funcionalmente) (poli)péptidos estrechamente relacionados. Solo aquellos anticuerpos que se
unen al (poli)péptido/proteina de interés pero no se unen o esencialmente no se unen a ninguno de los otros
(poli)péptidos se consideran especificos para el (poli)péptido/proteina de interés. Los ejemplos para la interaccion
especifica de un sitio de interaccidon de antigeno con un antigeno especifico comprenden la especificidad de un
ligando por su receptor. La definicion particularmente comprende la interaccion de los ligandos que induce una sefial
tras la union de su receptor especifico. Los ejemplos para los correspondientes ligandos comprenden citocinas que
interaccionan/se unen con/a sus receptores especificos de citocina. Otro ejemplo para dicha interaccién, que
también estd comprendida en particular por dicha definicion, es la interaccion de un determinante antigénico
(epitopo) con el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo.

La expresion "que se une a/que interactia con" también se puede referir a un epitopo conformacional, a un epitopo
estructural o a un epitopo discontinuo que consiste en dos regiones de las moléculas diana humana o partes de las
mismas. En el ambito de la presente divulgacién, se define un epitopo conformacional mediante dos o mas
secuencias discretas de aminoacidos separadas en la secuencia primaria que vienen juntas en la superficie de la
molécula cuando el polipéptido se pliega en la proteina natural (Sela, (1969) Science 166, 1365 y Layer, (1990) Cell
61, 553-6).

En realizaciones particulares, las construcciones de la presente divulgacion también se prevén para unirse de forma
especifica alinteraccionar con un(os) epitopo(s) conformacional(es)/estructural(es) compuesto(s) de y/o que
comprende(n) las dos regiones del complejo CD3 humano descrito en el presente documento o partes del mismo tal
como se desvela a continuacion en el presente documento.

Por consiguiente, la especificidad se puede determinar de manera experimental mediante métodos conocidos en la
materia y métodos tal como se desvelan y se describen en el presente documento. Tales métodos comprenden, pero
no se limitan a analisis por transferencia de Western, ensayos de ELISA, RIA, ECL, IRMA, EIA y escaneados de
péptidos.

La expresion "fragmento de anticuerpo o derivado del mismo" se refiere a anticuerpos de cadena simple o
fragmentos de los mismos, anticuerpos sintéticos, fragmentos de anticuerpos, tales como Ig de camélido, Ig NAR,
fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab’)2, fragmentos F(ab’)3, Fv, anticuerpo Fv de cadena simple
("scFv"), bis-scFv, (scFv)2, minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, proteina Fv estabilizada con disulfuro
("dsFv") y anticuerpo de un solo dominio(sdAb, nanocuerpo), etc., o un derivado de cualquiera de estos modificado
quimicamente. Los anticuerpos a usar de acuerdo con la divulgacion o su(s) correspondiente(s) cadena(s) de
inmunoglobulina se pueden modificar adicionalmente usando técnicas convencionales conocidas en la materia, por
ejemplo, usando delecion(es), insercion(es), sustitucion(es), adicién(es) y/o recombinacion(es) de aminoacidos y/o
cualquier otra(s) modificacidn(es) (por ejemplo, modificaciones postraduccionales y quimicas, tales glicosilacion y
fosforilacién) conocidas en la materia bien solas o en combinacién. Los métodos para introducir tales modificaciones
en la secuencia de ADN que subyace a la secuencia de aminoacidos de una cadena de inmunoglobulina son bien
conocidos por el experto en la materia; véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989).

La expresion "fragmento del anticuerpo o derivado del mismo" se refiere en particular a construcciones de
(poli)péptidos que comprenden al menos una CDR.
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Los fragmentos o derivados de las mencionadas moléculas de anticuerpos definen (poli)péptidos que son partes de
las moléculas de anticuerpo anteriores y/o que se modifican mediante métodos quimicos/bioquimicos o de biologia
molecular. Los correspondientes métodos se conocen en la materia y se describen, entre otros, en manuales de
laboratorio (véase Sambrook et al.,; Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press,
22 edicion, 1989 y 32 edicion, 2001; Gerhardt et al.; Methods for General and Molecular Bacteriology; ASM Press,
1994; Lefkovits; Immunology Methods Manual: The Comprehensive Sourcebook of Techniques; Academic Press,
1997; Golemis; Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press,
2002).

Los dominios variables comprendidos en las construcciones de cadena simple biespecificas descritas en el presente
documento pueden estar conectados mediante secuencias de enlazadores adicionales. La expresion "enlazador
peptidico" define de acuerdo con la presente divulgacion una secuencia de aminoacidos mediante la cual las
secuencias de aminoacidos del primer dominio y del segundo dominio de la construccién definida se enlazan entre
si. Una caracteristica técnica esencial de tal enlazador peptidico es que dicho enlazador peptidico no comprende
ninguna actividad de polimerizacién. Las caracteristicas de un enlazador peptidico, que comprende la ausencia de la
promocion de estructuras secundarias, se conocen en la materia y se describen, por ejemplo, en Dall’Acqua et al.
(Biochem. (1998) 37, 9266-9273), Cheadle et al. (Mol Immunol (1992) 29, 21-30) y Raag and Whitlow (FASEB
(1995) 9(1), 73-80). Un enlazador peptidico previsto de menos de 5 aminoacidos puede comprender 4, 3, 2 0 un
aminoacido. Un "Unico" aminoacido particularmente preferido en el ambito del "enlazador peptidico" es Gly. Por
consiguiente, el enlazador peptidico puede consistir en uno o mas restos de Gly. Ademas, se prefieren los
enlazadores peptidicos que tampoco promueven ninguna estructura secundaria. La unién de los dominios entre si se
puede proporcionar mediante, por ejemplo, ingenieria genética. Los métodos para preparar construcciones de
cadena simple biespecificas fusionadas y unidas de manera operativa y expresarlas en células de mamifero o en
bacterias son bien conocidos en la materia (por ejemplo, el documento WO 99/54440, Ausubel, Current Protocols in
Molecular Biology, Green Publishing Associates y Wiley-Interscience, N.Y. 1989 y 1994 o Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001).

Las construcciones de anticuerpo de cadena simple biespecifico descritas anteriormente en el presente documento y
a continuaciéon pueden ser construcciones de anticuerpos humanizados o desinmunizados. Los métodos para la
humanizacién y/o la desinmunizacion de (poli)péptidos y, en particular, las construcciones de anticuerpos se
conocen por el experto en la materia.

En un aspecto de la composicion farmacéutica de la presente divulgacion, las regiones Vi y VL de un dominio
especifico CD3 humano derivan de un anticuerpo especifico CD3 seleccionado del grupo que consiste en X35-3,
VIT3, BMA030 (BW264/56), CLB-T3/3, CRIS7, YTH12.5, F111-409, CLB-T3.4,2, TR-66, WT32, SPv-T3b, 11D8, XIlI-
141, X1l1-46, XIII-87, 12F6, T3/RW2-8C8, T3/RW2-4B6, OKT3D, M-T301, SMC2, WT31 y F101.01. Estos anticuerpos
especificos de CD3 son bien conocidos en la materia y, entre otras, se describen en Tunnacliffe (1989), Int. Immunol.
1, 546-550. En realizaciones especificas, las regiones de Vu y Vi derivan de anticuerpos/derivados de anticuerpos y
similares que son capaces de reconocer especificamente la cadena CD3-8 humana o la cadena CD3-{ humana.

Il. POLINUCLEOTIDOS QUE CODIFICAN ACOPLADORES

La presente divulgacién también abarca una composicidon que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica una construccién de anticuerpo de cadena simple biespecifico tal como se define anteriormente y células
que llevan la secuencia de acido nucleico. La molécula de acido nucleico es una molécula de acido nucleico
recombinante, en aspectos particulares y puede ser sintética. Puede comprender ADN, ARN asi como APN (acido
peptidonucleico) y puede ser un hibrido de los mismos.

Para el experto en la materia es evidente que se pueden afiadir una 0 mas secuencias reguladoras a la molécula de
acido nucleico comprendida en la composicion de la divulgacién. Por ejemplo, se pueden emplear promotores,
potenciadores de la transcripcidon y/o secuencias que permiten la expresion inducida del polinucleétido de la
divulgacion. Un sistema inducible adecuado es, por ejemplo, la expresidén génica regulada por tetraciclina tal como
se describe, por ejemplo, por Gossen y Bujard (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992), 5547-5551) y Gossen et al.
(Trends Biotech. 12 (1994), 58-62), o un sistema de expresidon génica inducible con dexametasona, tal como se
describe, por ejemplo, por Crook (1989) EMBO J. 8, 513-519.

Ademas, esta previsto para otros fines adicionales que las moléculas de acido nucleico puedan contener, por
ejemplo, uniones tioéster y/o analogos de nucleétidos. Las modificaciones pueden ser Utiles para la estabilizacion de
la molécula de acido nucleico contra las endonucleasas y/o exonucleasas en la célula. Las moléculas de acido
nucleico se pueden transcribir mediante un vector apropiado que comprende un gen quimérico que permite la
transcripcion de dicha molécula de acido nucleico en la célula. A este respecto, también se entiende que dichos
polinucledtidos se puedan usar para estrategias de "direccionamiento génico" o "terapia génica". En otra realizacion,
las moléculas de acido nucleico estan marcadas. Los métodos para la deteccion de acidos nucleicos son bien
conocidos en la materia, por ejemplo, analisis por transferencia de Southern y Northern, PCR o extensién del
cebador. Esta realizacion puede ser Util para métodos de deteccién sistematica para verificacion de la introduccién
exitosa de las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente durante las estrategias de terapia génica.
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La(s) molécula(s) de acido nucleico puede(n) ser una molécula de acido nucleico quimérica producida de manera
recombinante que comprende cualquiera de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente bien solas
0 en combinacién. En aspectos especificos, la molécula de acido nucleico es parte de un vector.

La presente divulgacion, por lo tanto, también se refiere a una composicion que comprende un vector que
comprende la molécula de acido nucleico descrita en la presente divulgacion.

Los expertos en biologia molecular conocen muchos vectores adecuados, cuya eleccion dependera de la funcion
deseada e incluyen plasmidos, cosmidos, virus, bacteriéfagos y otros vectores usados de manera convencional en
ingenieria genética. Los métodos que son bien conocidos por los expertos en la materia se pueden usar para
construir diversos plasmidos y vectores; véase, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook y col., (1989) y
Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates y Wiley-Interscience, N.Y. (1989),
(1994). Como alternativa, los polinucleétidos y los vectores de la divulgacion se pueden reconstituir en liposomas
para la administracién a células diana. Se puede usar un vector de clonacién para aislar las secuencias individuales
de ADN. Se pueden transferir las secuencias relevantes en vectores de expresion cuando se requiera la expresion
de un polipéptido en particular. Los vectores de clonacion tipicos incluyen pBluescript SK, pGEM, pUC9, pBR322 y
pGBT9. Los vectores de expresion tipicos incluyen pTRE, pCAL-n-EK, pESP-1, pOP13CAT.

En realizaciones especificas, hay un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que es una secuencia
reguladora unida de manera operativa a la secuencia de acido nucleico que codifica construcciones de anticuerpos
de cadena simple biespecificos definidas en el presente documento. Tales secuencias reguladoras (elementos de
control) son conocidos por el experto en la materia e incluyen un promotor, un casete de corte y empalme, un codén
de iniciacion de la traduccion, un sitio de insercion para la introduccidon de una insercidon en el vector. En
realizaciones especificas, la molécula de acido nucleico estd unida de manera operativa a dichas secuencias de
control de la expresion que permiten la expresion en células eucariotas o procariotas.

Se contempla que un vector es un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico que codifica
construcciones de anticuerpo de cadena simple biespecifico definidas en el presente documento. En aspectos
especificos, el vector es un vector virico, tal como un vector de lentivirus. Los vectores de lentivirus estan
comercialmente disponibles, incluyendo los de Clontech (Mountain View, CA) o GeneCopoeia (Rockville, MD), por
ejemplo.

La expresion "secuencia reguladora” se refiere a secuencias de ADN que son necesarias para efectuar la expresion
de secuencias codificantes a las que estan ligadas. La naturaleza de tales secuencias de control difiere en funcién
del organismo hospedador. En procariotas, las secuencias de control generalmente incluyen promotores, sitios de
union a ribosomas y terminadores. En eucariotas, generalmente las secuencias de control incluyen promotores,
terminadores y, en algunos casos, potenciadores, transactivadores o factores de transcripcion. La expresion
"secuencia de control" pretende incluir, como minimo, todos los componentes cuya presencia sea necesaria para la
expresion, y también puede incluir componentes ventajosos adicionales.

La expresion "unida de manera operativa" se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes asé descritos
estan en una relacion que les permite funcionar en la forma que se pretende. Una secuencia de control "unida de
manera operativa" a una secuencia codificante esta ligada de tal manera que se logra la expresion de la secuencia
codificante en condiciones compatibles con las secuencias de control. En el caso de que la secuencia de control sea
un promotor, es obvio para un experto en la materia que preferentemente se usa acido nucleico de cadena doble.

Por lo tanto, el vector mencionado es un vector de expresion, en determinadas realizaciones. Un "vector de
expresion" es una construccién que se puede usar para transformar un hospedador seleccionado y proporciona la
expresion de una secuencia codificante en el hospedador seleccionado. Los vectores de expresion pueden, por
ejemplo, ser vectores de clonacion, vectores binarios o vectores de integracion. La expresion comprende la
transcripcion de la molécula de acido nucleico preferentemente en un ARNm traducible. Los elementos reguladores
que aseguran la expresion en procariotas y/o en células eucariotas son bien conocidos por los expertos en la
materia. En el caso de las células eucariotas, comprenden normalmente promotores que aseguran la iniciacion de la
transcripcion y opcionalmente, sefiales de poli-A que aseguran la terminacién de la transcripcién y la estabilizacion
del trénscrito. Los posibles elementos reguladores que permiten la expresién en células hospedadoras procariotas
comprenden, por ejemplo, el promotor PL, lac, trp o tac en E. coli, y son ejemplos de elementos reguladores que
permiten la expresion en células hospedadoras eucariotas el promotor AOX1 o GAL1 en levaduras o el promotor de
CMV, de SV40, de RSV (virus de sarcoma de Rous), el potenciador de CMV, el potenciador de SV40 o un intrén de
globina en mamiferos y otras células animales.

Ademas de los elementos que son responsables de la iniciacion de la transcripcion, tales elementos reguladores
también pueden comprender sefiales de terminacion de la transcripcion, tales como el sitio poli-A del SV40 o el sitio
tk-poli-A, aguas abajo del polinucledtido. Ademas, en funcidon del sistema de expresion usado, a la secuencia
codificante de acido nucleico mencionada se le pueden afiadir secuencias lider capaces de dirigir el polipéptido
hacia un compartimento celular o de secretarlo al medio, y son bien conocidas en la materia. La(s) secuencia(s) lider
se ensambla(n) en la fase apropiada con las secuencias de traduccion, iniciaciéon y terminacion, y preferentemente,
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una secuencia lider capaz de dirigir la secrecion de la proteina traducida, o una parte de la misma, al espacio
periplasmico o al medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia heteréloga puede codificar una proteina de fusion
que incluye un péptido de identificaciéon en N-terminal que le atribuye caracteristicas deseadas, por ejemplo, la
estabilizacién o la purificacion simplificada del producto recombinante expresado; véase las citas anteriores. En este
contexto, en la materia se conocen vectores de expresion adecuados tales como el vector de expresion de ADNc de
Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pEF-Neo, pCDM8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (Invitrogen), pEF-DHFR y pEF-
ADA, (Raum et al. Cancer Immunol Immunother (2001) 50(3), 141-150) o pSPORT1 (GIBCO BRL).

En algunas realizaciones, las secuencias de control de la expresién son sistemas de promotores eucariéticos en
vectores capaces de transformar células hospedadoras eucariotas transfectadas, pero también se pueden usar
secuencias de control para hospedadores procariotas. Una vez se ha incorporado el vector en el hospedador
apropiado, el hospedador se mantiene en condiciones adecuadas para un alto nivel de expresion de las secuencias
de nucledtidos y, segun se desee, la recoleccion y purificacion del polipéptido de la divulgacion puede seguir.

Los elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores transcripcionales asi como traduccionales.
Ventajosamente, los vectores de la divulgacion descritos anteriormente comprenden un marcador seleccionable y/o
puntuable. Los genes de marcadores seleccionables utiles para la seleccion de células transformadas son bien
conocidos para los expertos en la materia y comprenden, por ejemplo, la resistencia a los antimetabolitos como la
base de la seleccidon para dhfr, que confiere resistencia a metotrexato (Reiss, Plant Physiol. (Life-Sci. Adv.) 13
(1994), 143-149); npt, que confiere resistencia a los aminoglucdsidos neomicina, kanamicina y paromicina (Herrera-
Estrella, EMBO J. 2 (1983), 987-995) e hygro, que confiere resistencia a la higromicina (Marsh, Gene 32 (1984), 481-
485). Se han descrito genes seleccionables adicionales, principalmente trpB, que permite que las células utilicen
indol en lugar de triptéfano; hisD, que permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina Hartman, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 8047); manosa-6-fosfato isomerasa, que permite que las células utilicen manosa
(documento (WO 94/20627) y ODC (ornitina descarboxilasa) que confiere resistencia al inhibidor de ornitina
descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (McConlogue, 1987, en: Current Communications in Molecular
Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.) o desaminasa de Aspergillus terreus que confiere resistencia a
Blasticidina S (Tamura, Biosci. Biotechnol. Biochem. 59 (1995), 2336-2338).

Los marcadores puntuables utiles también son conocidos por los expertos en la materia y estdn comercialmente
disponibles. Ventajosamente, dicho marcador es un gen que codifica la luciferasa (Giacomin, PI. Sci. 116 (1996), 59-
72; Scikantha, J. Bact. 178 (1996), 121), la proteina verde fluorescente (Gerdes, FEBS Lett. 389 (1996), 44-47) o B-
glucuronidasa (Jefferson, EMBO J. 6 (1987), 3901-3907). Esta realizacion es particularmente util para la deteccion
sistematica simple y rapida de células, tejidos y organismos que contienen un mencionado vector.

Tal como se ha descrito anteriormente, la molécula de acido nucleico mencionada se puede usar en una célula, sola
o como parte de un vector para expresar el polipéptido codificado en las células. Las moléculas de acido nucleico o
los vectores que contienen la(s) secuencia(s) de ADN que codifica una cualquiera de las construcciones de
anticuerpo de cadena simple biespecifico se introducen en las células que a su vez producen el péptido de interés.
Las moléculas de acido nucleico y los vectores mencionados se pueden disefiar para la introduccién directa o para la
introduccion mediante liposomas, o vectores viricos (por ejemplo, de adenovirus, de retrovirus) en una célula. En
determinadas realizaciones, las células son linfocitos T, linfocitos T CAR, células NK, células NKT, MSC, células
madre neuronales o células madre hematopoyéticas, por ejemplo.

De acuerdo con lo anterior, la presente divulgacion se refiere a métodos para vectores derivados, en particular,
plasmidos, cosmidos, virus y bacteri6fagos usados de manera convencional en ingenieria genética que comprenden
una molécula de acido nucleico que codifica la secuencia de polipéptidos de construcciones de anticuerpo de
cadena simple biespecifico definidas en el presente documento. Preferentemente, dicho vector es un vector de
expresion y/o un vector de transferencia génica o de direccionamiento. Los vectores de expresion que proceden de
virus tales como retrovirus, virus vaccinia, virus adenoasociados, virus herpes o virus del papiloma bovino, se
pueden usar para administrar los polinucleétidos o el vector mencionado en poblaciones de células diana. Se
pueden usar métodos que son bien conocidos por los expertos en la materia para construir vectores recombinantes;
véase, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al. (citado anteriormente), Ausubel (1989, citado
anteriormente.) u otros libros de texto convencionales. Como alternativa, las moléculas de acido nucleico y los
vectores mencionados se pueden reconstituir en liposomas para la administracién a células diana. Los vectores que
contienen las moléculas de acido nucleico de la divulgacion se pueden transferir a la célula hospedadora mediante
métodos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo, normalmente se usa
transfeccion con cloruro de calcio para células procariotas, mientras que se puede usar tratamiento con fosfato de
calcio o electroporacion para otros hospedadores celulares; véase Sambrook, anteriormente citado.

IIl. GENERALIDADES DE VECTORES

Las moléculas de acoplador de la presente divulgacion se pueden expresar a partir de un vector de expresion. Las
técnicas recombinantes para generar tales vectores de expresion son bien conocidas en la materia.

El término "vector" se usa para referirse a una molécula portadora de acido nucleico en la que se puede insertar una
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secuencia de acido nucleico para la introduccion en una célula en la que se puede replicar. Una secuencia de acido
nucleico puede ser "exdgena”, lo que significa que es extrafia para la célula en la que el vector se esta introduciendo
0 que la secuencia es homodloga para una secuencia en la célula pero en una posiciéon en el acido nucleico de la
célula hospedadora en la que normalmente no se encuentra la secuencia. Los vectores incluyen plasmidos,
coésmidos, virus (bacteriofagos, virus animales y virus de plantas) y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC). Un
experto en la materia estaria bien equipado para construir un vector mediante técnicas recombinantes
convencionales (véase, por ejemplo, Maniatis et al., 1988 y Ausubel et al., 1994).

La expresion "vector de expresion" se refiere a cualquier tipo de construccion genética que comprende un acido
nucleico que codifica un ARN capaz de transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN se traducen después
a proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la produccion de
moléculas antisentido o ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener una variedad de "secuencias de
control", que se refieren a las secuencias de acido nucleico necesarias para la transcripcion y posiblemente la
traduccion de una secuencia codificante unida de manera operativa en una célula hospedadora. Ademas de las
secuencias de control que rigen la transcripcion y la traduccién, los vectores y los vectores de expresion pueden
contener secuencias de acido nucleico que también cumplen otras funciones y se describen a continuacion.

A. Promotores y potenciadores

Un "promotor" es una secuencia de control que es una regién de una secuencia de acido nucleico en la que se
controlan la iniciacién y la tasa de transcripcion. Puede contener elementos genéticos a los que se pueden unir las
proteinas y moléculas reguladoras, tales como ARN polimerasa y otros factores de transcripcion, para iniciar la
transcripcion especifica de una secuencia de acido nucleico. Las frases "colocado de manera operativa", "unido de
manera operativa", "bajo control", y "bajo control transcripcional" significa que un promotor esta en una ubicacion y/u
orientacion funcional correctas en relacion con una secuencia de acido nucleico para controlar la iniciacion

transcripcional y/o la expresiéon de esa secuencia.

Un promotor generalmente comprende una secuencia que sirve para colocar el sitio de inicio para la sintesis de
ARN. El ejemplo mejor conocido de esto es la caja TATA, pero en algunos promotores que carecen de una caja
TATA, tales como, por ejemplo, el promotor para el gen de la desoxinucleotidil transferasa terminal de mamiferos y
el promotor de los genes tardios de SV40, un elemento discreto que subyace al propio sitio de inicio ayuda a fijar el
lugar de iniciacion. Los elementos adicionales del promotor regulan la frecuencia del comienzo de la transcripcion.
Tipicamente, se localizan en la region 30 110 pb aguas arriba del sitio de inicio, aunque también se ha demostrado
que una serie de promotores contienen elementos funcionales aguas abajo del sitio de inicio. Para tener una
secuencia codificante "bajo el control de" un promotor, se coloca el extremo 5' del sitio de inicio de la transcripcidn
del marco de lectura transcripcional "aguas abajo" de (es decir, a 3' de) el promotor elegido. El promotor "aguas
arriba" estimula la transcripcion del ADN y promueve la expresion del ARN codificado.

El espaciado entre los elementos promotores con frecuencia es flexible, de manera que la funciéon del promotor se
mantiene cuando los elementos se invierten o se mueven uno con respecto al otro. En el promotor tk, el espaciado
entre los elementos promotores se puede aumentar hasta 50 pb antes de que la actividad comience a disminuir. En
funcion del promotor, parece que los elementos individuales pueden funcionar bien de manera cooperativa o de
forma independiente para activar la transcripcion. Se puede usar 0 no un promotor en conjunto con un "potenciador”,
que se refiere a una secuencia reguladora que actia en cis en la activacion transcripcional de una secuencia de
acido nucleico.

Un promotor puede ser uno asociado de forma natural con una secuencia de acido nucleico, tal como se puede
obtener aislando las 5 secuencias principales no codificantes localizadas aguas arriba del segmento codificante y/o
exon. Tal promotor se puede denominar "endégeno”. De manera similar, un potenciador puede ser uno asociado de
forma natural con una secuencia de acido nucleico, localizada o bien aguas abajo o aguas arriba de esa secuencia.
Como alternativa, se obtendran determinadas ventajas colocando el segmento de acido nucleico codificante bajo el
control de un promotor recombinante o heterélogo, que se refiere a un promotor que no se asocia normalmente con
una secuencia de acido nucleico en su ambiente natural. Un potenciador recombinante o heterdlogo se refiere
también a un potenciador que normalmente no se asocia con una secuencia de acido nucleico en su ambiente
natural. Tales promotores o potenciadores pueden incluir promotores o potenciadores de otros genes, y promotores
o potenciadores aislados de cualquier otro virus o célula procariota o eucariota, y promotores o potenciadores que no
sean "de origen natural", es decir, que contengan diferentes elementos de diferentes regiones reguladoras de la
transcripcion, y/o mutaciones que alteran la expresion. Por ejemplo, los promotores que se usan mas comunmente
en la construccion de ADN recombinante incluyen los sistemas de promotores de la  lactamasa (penicilinasa),
lactosa vy triptéfano (trp). Ademas de producir secuencias de acido nucleico de promotores y potenciadores de forma
sintética, se pueden producir secuencias usando la tecnologia recombinante de clonacién y/o amplificacion de acido
nucleico, incluyendo la PCR™, en conexién con las composiciones desveladas en el presente documento (véase las
Patentes de Estados Unidos N.° 4.683.202 y 5.928.906). Ademas, se contempla que también se pueden usar las
secuencias de control que dirigen la transcripcion y/o la expresion de secuencias en organulos no nucleares tales
como las mitocondrias y los cloroplastos y similares.
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Naturalmente, sera importante emplear un promotor y/o un potenciador que dirija de forma eficaz la expresion del
segmento de ADN en el organulo, en el tipo de célula, en el tejido, en el rgano o en el organismo elegido para la
expresion. Los expertos en la materia de biologia molecular generalmente conocen el uso de combinaciones de
promotores, potenciadores y tipos celulares para la expresion de proteinas, (véase, por ejemplo Sambrook et al.
1989). Los promotores empleados pueden ser constitutivos, especificos de tejidos, inducibles y/o utiles en
condiciones apropiadas para dirigir la expresién en alto nivel del segmento de ADN introducido, de manera que es
ventajoso en la produccién a gran escala de proteinas y/o de péptidos recombinantes. El promotor puede ser
heterdlogo o endégeno.

Adicionalmente, cualquier combinacién de promotor/potenciador también se podria usar para dirigir la expresion.
Otra realizacion posible es el uso de un sistema de expresion citoplasmica T3, T7 o SP6. Las células eucariotas
pueden soportar la transcripcion citoplasmica de ciertos promotores bacterianos si se proporciona la apropiada
polimerasa bacteriana, bien como parte del complejo de administracién o como una construcciéon de expresion
génica adicional.

La identidad de los elementos o promotores especificos de tejidos, asi como los ensayos para caracterizar su
actividad, son bien conocidos por los expertos en la materia.

En realizaciones particulares, se modula la expresion de una molécula de polipéptido acoplador secretable. La
expresion se puede modular en una variedad de formas, aunque en realizaciones especificas, una 0 mas secuencias
reguladoras dirigen la expresion de un polinucledétido que codifica un polipéptido acoplador de una forma espacial y/o
temporal. En algunos casos, se modula la expresion para aumentar la expresion de un polinucleétido que codifica un
polipéptido acoplador, de manera que haya un correspondiente aumento en el nivel de polipéptido acoplador en la
célula inmunolégica o se secreta a partir de la misma. En algunos casos se modula la expresion para reducir la
expresion de un polinucledtido que codifica una molécula de acoplador, de manera que haya una correspondiente
reduccion en el nivel de polipéptido acoplador en la célula inmunolégica o se secreta a partir de la misma. Las
situaciones en las que se desea reducir la expresion incluyen aquellas en las que el acoplador no se desea o ya no
se desea, por ejemplo, en tejido normal. La modulaciéon de la expresion se pude comparar con el nivel de expresion
en ausencia de la secuencia reguladora particular o del(los) factor(es) que la regula(n).

En determinadas realizaciones, la expresién de un polipéptido acoplador se modula tras la exposicion de una
correspondiente secuencia reguladora a uno o mas factores. En realizaciones especificas, la expresién se modula
tras la exposicion a factores asociados al tumor. Los ejemplos ilustrativos de factores asociados al tumor incluyen
factores presentes en tejido hipoxico. En algunas realizaciones, los factores son citocinas y/o quimiocinas. Por
ejemplo, la hipoxia induce la expresion de HIF-1a, un factor de transcripcién que podria inducir la expresion del
acoplador que esta bajo el control de un elemento de respuesta a hipoxia (ERH). La hipoxia también podria
estabilizar las moléculas de acoplador que contienen un dominio de degradaciéon dependiente de oxigeno (DDDO).
Otro ejemplo de una sustancia, que se produce mediante células tumorales y podria regular la expresion génica del
acoplador, es el acido lactico. También se puede requerir una sefial de iniciacidon especifica para la traduccion eficaz
de secuencias codificantes. Estas sefiales incluyen el codon de iniciacion ATG o secuencias adyacentes. Puede ser
necesario proporcionar sefiales exdégenas de control de la traduccion, incluyendo el codén de iniciacion ATG. Un
experto en la materia seria capaz de determinar faciimente esto y de proporcionar las sefales necesarias.

En determinadas realizaciones, el uso de sitios internos de entrada al ribosoma (IRES) se usa para crear mensajes
multigénicos o policistronicos, y estos pueden usarse en las realizaciones.

En determinadas realizaciones las secuencias 2A se usan para crear mensajes multigénicos y estos se pueden usar
en las realizaciones.

Los vectores pueden incluir sitios de clonacion multiple (SCM), que es una region de acido nucleico que contiene
multiples sitios de enzimas de restriccion, cualquiera de los cuales se puede usar junto con la tecnologia
recombinante convencional para digerir el vector. "Digestion de enzimas de restriccion" se refiere a la escision
catalitica de la molécula de acido nucleico con una enzima que funciona solo en localizaciones especificas en una
molécula de acido nucleico. Muchas de estas enzimas de restriccion estdn comercialmente disponibles. El uso de
estas enzimas se entiende ampliamente por estos expertos en la materia. Frecuentemente, un vector se lineariza o
se fragmenta usando una enzima de restriccion que corta en el SCM para permitir que las secuencias exdgenas se
unan al vector. "Union" se refiere al proceso de formar enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de acido nucleico,
que pueden o no ser contiguos entre si. Las técnicas que implican las enzimas de restriccion y las reacciones de
union son bien conocidas por los expertos en la técnica de la tecnologia recombinante.

Los sitios de corte y empalme, las sefiales de terminacion, los origenes de replicacion y los marcadores
seleccionables también se pueden emplear.

B. Vectores de plasmidos

En determinados aspectos, se contempla un vector de plasmido para su uso para transformar una célula
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hospedadora. En general, los vectores de plasmido que contienen replicon y secuencias de control que provienen de
especies compatibles con la célula hospedadora se usan en conexiéon con estos hospedadores. El vector
normalmente lleva un sitio de replicacion, asi como secuencias de marcaje que son capaces de proporcionar la
seleccion del fenotipo en células transformadas. En un ejemplo no limitante, E. coli se transforma a menudo usando
derivados de pBR322, un plasmido que proviene de una especie de E. coli. pBR322 contiene genes de resistencia a
ampicilina y tetraciclina y, por lo tanto, proporciona medios faciles para identificar células transformadas. El plasmido
pBR u otro plasmido microbiano o fago también debe contener o ser modificado para que contenga, por ejemplo,
promotores que se pueden usar por el organismo microbiano para la expresion de sus propias proteinas.

Ademas, los vectores de fagos que contienen replicon y secuencias de control que son compatibles con el
microorganismo hospedador se pueden usar como vectores transformantes en conexion con estos hospedadores.
Por ejemplo, el fago lambda GEMTM 11 se puede utilizar en la preparacion de un vector de fago recombinante que
se puede usar para transformar células hospedadoras, tales como, por ejemplo, E. coli LE392.

Los vectores de plasmidos utiles adicionales incluyen vectores pIN (Inouye et al., 1985); y vectores pGEX, para uso
en la generacion de proteinas de fusion solubles de glutatién S transferasa (GST) para la posterior purificacion y
separacion o escision. Otras proteinas de fusion adecuadas son aquellas con B galactosidasa, ubiquitina y similares.

Las células hospedadoras bacterianas, por ejemplo, E. coli, que comprenden el vector de expresion, se cultivan en
cualquiera de una serie de medios adecuados, por ejemplo, LB. La expresion de la proteina recombinante en
determinados vectores se puede inducir, tal como se entendera por aquellos expertos en la materia, poniendo en
contacto una célula hospedadora con un agente especifico para determinados promotores, por ejemplo, afiadiendo
IPTG al medio o cambiando la incubacion a una temperatura mas alta. Tras cultivar las bacterias durante un periodo
adicional, generalmente de entre 2 y 24 h, las células se recolectan mediante centrifugacion y se lavan para eliminar
el medio residual.

C. Vectores viricos

La capacidad de determinados virus para infectar células o penetrar en células mediante endocitosis mediada por
receptor e integrarse en el genoma de la célula hospedadora y expresar genes viricos de forma estable y eficaz los
hace candidatos atractivos para la transferencia de acidos nucleicos extrafios en células (por ejemplo, células de
mamifero). Los componentes de la presente divulgacion pueden ser un vector virico que codifica uno o méas CAR de
la divulgacion. Los ejemplos no limitantes de vectores viricos que se pueden usar para administrar un acido nucleico
de la presente divulgacion de describen a continuacion.

i. Vectores de adenovirus

Un método particular para la administracion del acido nucleico implica el uso de un vector de expresion de
adenovirus. Aunque se sabe que los vectores de adenovirus tienen baja capacidad de integracién en el ADN
gendmico, esta caracteristica se compensa con la alta eficacia de la transferencia génica ofrecida por estos
vectores. "Vector de expresion de adenovirus" pretende incluir aquellas construcciones que contienen suficientes
secuencias de adenovirus para (a) mantener el empaquetamiento de la construccién y (b) para expresar en ultima
instancia una construccion especifica de tejido o de célula que se ha clonado en la misma. El conocimiento de la
organizacion genética del adenovirus, un virus de ADN de cadena doble, lineal, de 36 kb, permite la sustitucion de
grandes partes de ADN de adenovirus por secuencias extrafias de hasta 7 kb (Grunhaus y Horwitz, 1992).

ii. Vectores de AAV

El &cido nucleico se puede introducir en la célula usando la transfeccién asistida por adenovirus. Se han
documentado elevadas eficacias de transfeccion en sistemas celulares que usan sistemas acoplados a adenovirus
(Kelleher y Vos, 1994; Cotten et al., 1992; Curiel, 1994). El virus adenoasociado (AAV) es un sistema de vector
atractivo para su uso en las células de la presente divulgacion, dado que tiene una alta frecuencia de integracion y
puede infectar células indivisibles, haciéndolo, por lo tanto, Util para la administracién de genes en células de
mamifero, por ejemplo, en cultivo tisular (Muzyczka, 1992) o in vivo. El AAV tiene un amplio rango de infectividad de
hospedadores (Tratschin et al., 1984; Laughlin et al., 1986; Lebkowski et al., 1988; McLaughlin et al., 1988). Los
detalles en referencia a la generacion y al uso de vectores rAAV se describen en las Patentes de Estados Unidos N.°
5.139.941 y 4.797.368.

iii. Vectores de retrovirus

Los retrovirus son utiles como vectores de administracion debido a su capacidad para integrar sus genes en el
genoma del hospedador, para transferir una gran cantidad de material genético extrafio, para infectar un amplio
espectro de especies y de tipos celulares y para empaquetarlos en lineas celulares especiales (Miller, 1992).

Un vector de retrovirus ejemplar comprende en una direccion de 5 a 3’ un scFv(4H5) especifico de EphA2 unido a

un scFv especifico de CD3 seguido por mOrange (mO) separado por un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES)
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(FIG. 4).

Con el fin de construir un vector de retrovirus, se inserta un acido nucleico (por ejemplo, uno que codifica la
secuencia deseada) en el genoma virico en el lugar de determinadas secuencias viricas para producir un virus con
replicaciéon defectuosa. Con el fin de producir viriones, se construye una linea celular de empaguetamiento que
contiene los genes gag, pol y env pero sin LTR y los componentes de empaquetamiento (Mann et al., 1983). Cuando
un plasmido recombinante que contiene un ADNc, junto con LTR de retrovirus y secuencias de empaquetamiento se
introduce en una linea celular especial (por ejemplo, mediante precipitacion de fosfato de calcio), la secuencia de
empaquetamiento permite que el transcrito de ARN del plasmido recombinante se empaquete en particulas viricas,
que después se secretan en el medio de cultivo (Nicolas y Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann et al., 1983). El
medio que contiene los retrovirus recombinantes después se recolecta, opcionalmente se concentra, y se usa para la
transferencia génica. Los vectores de retrovirus son capaces de infectar una amplia variedad de tipos celulares. Sin
embargo, la integracion y la expresion estable requieren la division de células hospedadoras (Paskind et al., 1975).

Los lentivirus son virus complejos, que, ademas de los genes de retrovirus comunes gag, pol y env, contienen otros
genes con funciones reguladoras o estructurales. Los vectores de lentivirus son bien conocidos en la materia (véase,
por ejemplo, Naldini et al., 1996; Zufferey et al., 1997; Blomer et al., 1997; las Patentes de Estados Unidos N.°
6.013.516 y 5.994.136). Algunos ejemplos de lentivirus incluyen los virus de la inmunodeficiencia humana: VIH-1,
VIH-2 y el virus de la inmunodeficiencia en simios: SIV. Los vectores de lentivirus se han generado al multiplicar la
atenuacion de los genes de virulencia del VIH, por ejemplo, los genes env, vif, vpr, vpu y nef se delecionan haciendo
al vector biol6gicamente seguro.

Los vectores de lentivirus recombinantes son capaces de infectar células indivisibles y se pueden usar tanto para la
transferencia génica in vivo como ex vivo y la expresion de secuencias de acido nucleico. Por ejemplo, los lentivirus
recombinantes capaces de infectar una célula indivisible en donde una célula hospedadora adecuada se transfecta
con dos o mas vectores que llevan las funciones de empaquetamiento, principalmente gag, pol y env, asi como rev y
tat se describen en la Patente de Estados Unidos N.° 5.994.136. Se puede direccionar el virus recombinante
mediante la unién de la proteina de la envoltura recombinante con un anticuerpo o un ligando particular para el
direccionamiento hacia un receptor de un tipo celular en particular. Insertando una secuencia (incluyendo una region
reguladora) de interés en el vector virico, junto con otro gen que codifica el ligando para un receptor sobre una célula
diana especifica, por ejemplo, el vector es ahora especifico de diana.

En aspectos particulares descritos en el presente documento, el retrovirus comprende una proteina de la envoltura
(env) que determina el intervalo de células hospedadoras que en Ultima instancia se pueden infectar y transformar
mediante retrovirus recombinantes generados a partir de las lineas celulares. Los ejemplos ilustrativos de genes env
que derivan de retrovirus que se pueden emplear en la invencién incluyen, aunque sin limitacién: VSV-G, envolturas
de MLV, envoltura 10A1, BAEV, FeLV-B, RD114, SSAV, ébola, Sendai, FPV (virus de la gripe aviar), gp41 y gp120,
y las envolturas del virus de la gripe.

En un aspecto descrito en el presente documento, la divulgacidon proporciona retrovirus pseudotipados con la
glucoproteina VSV-G.

2. Otros vectores viricos

Se pueden emplear otros vectores viricos como construcciones de vacuna en la presente divulgacion. Se pueden
emplear vectores que derivan de virus tales como el virus vaccinia (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986;
Coupar et al., 1988), el virus sindbis, el citomegalovirus y el virus herpes simple. Ofrecen varias caracteristicas
atractivas para diversas células de mamifero (Friedmann, 1989; Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Coupar
et al., 1988; Horwich et al., 1990).

D. Administracién usando virus modificados

Un acido nucleico que se va a administrar se puede alojar en un virus infeccioso que se ha disefiado genéticamente
para que exprese un ligando de unién especifica. La particula del virus, por lo tanto, se unira especificamente a los
receptores relacionados de la célula diana y administrara los contenidos a la célula. Se desarrolld6 una nueva
estrategia disefiada para permitir el direccionamiento especifico de vectores de retrovirus basandose en la
modificacién quimica de un retrovirus mediante la adicién quimica de restos de lactosa a la envoltura virica. Esta
modificacion puede permitir la infeccion especifica de los hepatocitos mediante receptores de sialoglucoproteina.

Se disefid otra estrategia para direccionar retrovirus recombinantes en la que se usaron anticuerpos biotinilados
contra una proteina de la envoltura del retrovirus y contra un receptor celular especifico. Los anticuerpos se
acoplaron mediante los componentes de biotina usando estreptavidina (Roux et al., 1989). Utilizando anticuerpos
contra los principales antigenos de clase | y clase Il del complejo de histocompatibilidad, demostraron la infeccion de
una variedad de células humanas que portaban esos antigenos de superficie con un virus ecotrépico in vitro (Roux et
al., 1989).
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E. Administracion del vector y transformacion celular

Los métodos adecuados para la administracion de acido nucleico o la transformacion de células son conocidos para
un experto en la materia. Dichos métodos incluyen, pero sin limitacion, la administracion directa de ADN tal como
mediante la transfeccidon ex vivo, mediante inyeccion, etcétera. Mediante la aplicacion de técnicas conocidas en la
materia, las células se pueden transformar de manera estable o transitoria.

F. Transformacién ex vivo

Los métodos de transfeccion de células eucariotas y de tejidos extraidos de un organismo en un entorno ex vivo son
conocidos por los expertos en la materia. Por lo tanto, se contempla que los linfocitos T o los tejidos se pueden
extraer y transfectar ex vivo usando acidos nucleicos de la presente divulgaciéon. En aspectos particulares, las
células o tejidos trasplantados se pueden colocar en un organismo. En facetas preferidas, un acido nucleico se
expresa en las células trasplantadas.

IV. CELULAS HOSPEDADORAS QUE COMPRENDEN ACOPLADORES

Adicionalmente se contempla que la composicion farmacéutica de la divulgacion comprende una célula hospedadora
transformada o transfectada con un vector definido anteriormente en el presente documento. La célula hospedadora
se puede producir introduciendo al menos uno de los vectores descritos anteriormente o al menos una de las
moléculas de acido nucleico descritas anteriormente en la célula hospedadora. La presencia del al menos un vector
o al menos una molécula de acido nucleico en el hospedador puede mediar la expresion de un gen que codifica las
construcciones de anticuerpo de cadena simple biespecifico descritas anteriormente.

La molécula de acido nucleico o el vector descrito que se introduce en la célula hospedadora puede o bien integrarse
en el genoma del hospedador o bien se puede conservar de forma extracromosoémica.

La célula hospedadora puede ser cualquier célula procariota o eucariota, pero en realizaciones especificas es una
célula eucariota. En realizaciones especificas, la célula hospedadora es una bacteria, una célula de insecto, de
hongo, de planta o de animal. En particular, se contempla que el mencionado hospedador puede ser una célula de
mamifero, mas preferentemente una célula humana o una linea celular humana. Las células hospedadoras
particularmente preferidas comprenden células inmunoldgicas, células CHO, células COS, lineas celulares de
mieloma como SP2/0 o NS/0.

La composicién farmacéutica de la divulgacién también puede comprender un compuesto proteinico capaz de
proporcionar una sefial de activacion para las células inmunolégicas efectoras util para la proliferacion celular o la
estimulacion celular. En aspectos particulares, el compuesto proteinico no se entiende como un dominio adicional de
la construccion de anticuerpo de cadena simple biespecifico definido anteriormente, sino al menos como un
componente adicional de la composicion farmacéutica de la divulgacion.

A la luz de la presente divulgacion, los "compuestos proteinicos" que proporcionan una sefial de activacion para las
células inmunoldgicas efectoras pueden ser, por ejemplo, una sefial de activacion adicional para linfocitos T (por
ejemplo, una molécula coestimuladora adicional: moléculas de la familia B7, OX40 L, 4-1BBL), o una citocina
adicional: interleucina (por ejemplo, IL-2, IL-7 o IL-15) o un compuesto de acoplamiento a NKG-2D. Los formatos
preferidos de compuestos proteinicos comprenden anticuerpos biespecificos adicionales y fragmentos o derivados
de los mismos, por ejemplo, scFv biespecificos. Los compuestos proteinicos pueden comprender, pero sin limitacion,
fragmentos scFv especificos para el receptor de linfocitos T o superantigenos. Los superantigenos se unen
directamente a determinadas subfamilias de las regiones variables del receptor de linfocitos T en una forma
independiente del MHC, mediando de este modo la sefial de activacién de los linfocitos T primarios. EI compuesto
proteinico también puede proporcionar una sefial de activacion para la célula inmunoldgica efectora que no es un
linfocito T. Los ejemplos de células inmunoldégicas efectoras que no son linfocitos T comprenden, entre otras, células
NK o células NKT.

Un aspecto descrito en el presente documento se refiere a un proceso para la produccién de una composicion de la
divulgacion, comprendiendo el proceso cultivar una célula hospedadora definida anteriormente en el presente
documento en condiciones que permitan la expresion de la construccién y la recuperacion de la construcciéon de
anticuerpo de cadena simple biespecifico producida del cultivo. Sin embargo, en aspectos particulares, se
proporciona al individuo la célula o una pluralidad de células.

Las condiciones para el cultivo de células que llevan una construccién de expresion que permite la expresion de las
moléculas de acoplador son conocidas en la materia, ya que son procedimientos para purificacién/recuperacion de
las construcciones cuando se desee.

En un aspecto, la célula hospedadora es un linfocito T que comprende un receptor de TCR disefiado genéticamente

o un CAR. Los receptores de linfocito T de origen natural comprenden dos subunidades, una subunidad a y una
subunidad B, cada una de las cuales es una proteina Unica producida mediante un fendmeno de recombinacion en el
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genoma de cada linfocito T. Se pueden explorar las bibliotecas de TCR para determinar su selectividad a antigenos
diana particulares. Un "TCR disefiado genéticamente" se refiere a un TCR natural, que tiene una elevada avidez y
reactividad hacia los antigenos diana que se selecciona, se clona y/o posteriormente se introduce en una poblacion
de linfocitos T usada para la inmunoterapia adoptiva. Al contrario que los TCR disefiados genéticamente, los CAR se
disefian genéticamente para unirse a antigenos diana de una forma independiente de MHC. En aspectos
particulares, un CAR comprende un dominio de unién extracelular que incluye, pero sin limitacién, un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo; un dominio transmembrana; uno o mas dominios de sefalizacion
coestimuladora intracelular y un dominio de sefializacion primaria.

En diversos aspectos descritos en el presente documento, un linfocito T comprende uno o mas polinucledtidos que
codifican moléculas de acoplador que reconocen el mismo antigeno diana como un CAR o un TCR disefado
genéticamente expresado por el linfocito T. En realizaciones particulares, un CAR o un linfocito T que expresa TCR
disefiado genéticamente comprende uno o mas polinucleétidos que codifican moléculas de acoplador que reconocen
un antigeno diana que es diferente del antigeno diana reconocido por un CAR o un TCR disefiado genéticamente,
pero que se expresa en la misma célula diana.

V. COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

De acuerdo con la presente divulgacion, la expresion "composicion farmacéutica" se refiere a una composicion para
la administraciéon a un individuo. En un aspecto preferido, la composicién farmacéutica comprende una composicion
para administracion parenteral, transdérmica, intraluminal, intraarterial, intratecal o intravenosa o para inyeccion
directa en un cancer. En particular, se contempla que dicha composicién farmacéutica se administra al individuo
mediante infusion o inyeccion. La administracién de las composiciones adecuadas se pueden efectuar de diferentes
maneras, por ejemplo, mediante inyeccion intravenosa, subcuténea, intraperitoneal, intramuscular, tépica o
intradérmica.

La composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede comprender adicionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la
materia e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de
aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden
tales vehiculos se pueden formular mediante métodos convencionales bien conocidos. Estas composiciones
farmacéuticas se pueden administrar al sujeto en una dosis adecuada.

El régimen de dosificacion lo determinara el médico tratante y los factores clinicos. Como se sabe en la técnica
médica, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamafo del paciente,
el area superficial corporal, la edad, el compuesto particular que se va a administrar, el sexo, el tiempo y la via de
administracion, el estado general de salud y otros farmacos que se estén administrando concurrentemente. Una
dosificacion preferida para la administracion puede estar en el intervalo de 0,24 ug a 48 mg, preferentemente de
0,24 pg a 24 mg, mas preferentemente de 0,24 pg a 2,4 mg, incluso mas preferentemente de 0,24 pga 1,2 mgy lo
mas preferentemente de 0,24 ug a 240 mg de unidades por kilogramo de peso corporal por dia. Las dosificaciones
particularmente preferidas se mencionan a continuacién en el presente documento. El progreso se puede controlar
mediante evaluacion periédica. Las dosificaciones variaran, pero una dosificacion preferida para administracion
intravenosa de ADN es de aproximadamente 10 a 10'2 copias de la molécula de ADN.

Las composiciones de la divulgacién se pueden administrar de manera local o de manera sistémica. La
administracion generalmente sera parenteral, por ejemplo, intravenosa; También se puede administrar ADN
directamente al sitio diana, por ejemplo, mediante administracién biolistica a un sitio diana interno o externo o
mediante catéter a un sitio en una arteria. En un aspecto preferido, loa composicion farmacéutica se administra por
via subcuténea, y en una realizacién incluso mas preferida, por via intravenosa. Las preparaciones para la
administracion parenteral incluyen soluciones acuosas o0 no acuosas, suspensiones y emulsiones. Los ejemplos de
disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los transportadores acuosos incluyen agua, soluciones,
emulsiones o suspensiones alcohdlicas acuosas, incluyendo solucién salina y medios tamponados. Los vehiculos
parenterales incluyen solucion de cloruro sddico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sddico, aceites de Ringer
lactados o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reabastecedores de fluidos y nutrientes,
reabastecedores de electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar
presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y
gases inertes y similares. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente divulgacién podria comprender
vehiculos proteinicos, como, por ejemplo, albumina sérica o inmunoglobina, preferentemente de origen humano. Se
contempla que la composicién farmacéutica de la divulgacion pueda comprender, ademas de las construcciones
proteinicas de anticuerpo de cadena simple biespecifico o las moléculas de acido nucleico o vectores que codifican
la misma (tal como se describe en la presente divulgacion), agentes biolégicamente activos adicionales,
dependiendo del uso previsto de la composicion farmacéutica.

Cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento se pueden incluir en un kit. En un ejemplo no
limitante, un kit puede estar comprendido por una o mas células para su uso en terapia celular y/o los reactivos para

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 681 948 T3

generar una o mas células para su uso en terapia celular que lleva vectores de expresion recombinantes. Los
componentes del kit se proporcionan en medios contenedores adecuados.

Algunos componentes de los kits se pueden envasar en medios acuosos o en forma liofilizada. El medio contenedor
de los kits generalmente incluira al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otro medio contenedor,
en el que se puede colocar un componente, y preferentemente, adecuadamente alicuotado. Cuando haya mas de un
componente en el kit, el kit también contendra generalmente un segundo, tercero u otro recipiente adicional en el
que se puedan colocar de forma separada los componentes adicionales. Sin embargo, diversas combinaciones de
componentes pueden estar comprendidas en un vial. Los kits también incluiran tipicamente un medio para contener
los componentes en un confinamiento cerrado para su venta comercial. Tales recipientes pueden incluir la inyeccion
o contenedores de plastico moldeados por soplado en los que se mantienen los viales deseados.

Cuando los componentes del kit se proporcionan en una y/o mas soluciones liquidas, la solucién liquida es una
solucion acuosa, siendo una solucién acuosa estéril particularmente util. En algunos casos, los medios del recipiente
en si pueden ser una jeringa, una pipeta y/u otro aparato similar, desde el cual se puede aplicar la formulacioén a un
area infectada del cuerpo, inyectar a un animal y/o incluso aplicar a y/o mezclar con los otros componentes del kit.

Sin embargo, los componentes del kit se pueden proporcionar como polvo(s) seco(s). Cuando los reactivos y/o los
componentes se proporcionan como un polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicion de un
disolvente adecuado. Se pretende que el disolvente también se pueda proporcionar en otros medios del recipiente.
Los kits también pueden comprender un segundo medio del recipiente para contener un tampén estéril
farmacéuticamente aceptable y/u otro diluyente.

En aspectos particulares descritos en el presente documento, las células que se van a usar en terapia celular se
proporcionan en un kit t, en algunos casos, las células son esencialmente el tinico componente del kit. El kit puede
comprender reactivos y materiales para preparar la célula deseada. En aspectos especificos, los reactivos y los
materiales incluyen cebadores para amplificar las secuencias deseadas, nucleétidos, tampones adecuados o
reactivos del tampon, sales, etcétera, y en algunos casos, los reactivos incluyen vectores y/o ADN que codifican una
molécula de acoplador tal como se describe en el presente documento y/o elementos reguladores para los mismos.

En aspectos particulares descritos en el presente documento, hay uno o mas aparatos en el kit adecuados para
extraer una o mas muestras de un individuo. El aparato puede ser una jeringa, un escalpelo, etcétera.

En algunos casos, el kit, ademas de aspectos de terapia celular, también incluye una segunda terapia de cancer, tal
como quimioterapia, terapia hormonal y/o inmunoterapia, por ejemplo. El(los) kit(s) se pueden adaptar a un cancer
particular para un individuo y comprender las respectivas segundas terapias de cancer para el individuo.

VI. USOS TERAPEUTICOS DE ACOPLADORES Y LINFOCITOS T QUE COMPRENDEN ACOPLADORES

En diversos aspectos, las construcciones de anticuerpo de cadena simple biespecifico, las secuencias de acido
nucleico, los vectores, las células hospedadoras, tal como se contemplan en el presente documento y/o las
composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos se usan para la prevencion, el tratamiento o la mejora de
una enfermedad cancerosa, tal como una enfermedad tumoral. En aspectos particulares descritos en el presente
documento, la composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede ser particularmente util en la prevencion,
la mejora y/o el tratamiento de cancer, incluyendo cancer que tiene tumores solidos, por ejemplo.

Tal como se usa en el presente documento, "tratamiento” o "tratar", incluye cualquier efecto beneficioso o deseable
en los sintomas o en la patologia de una enfermedad o afeccién patoldgica, y puede incluir incluso reducciones
minimas en uno o mas marcadores medibles de la enfermedad o afeccion que se esta tratando, por ejemplo, cancer.
Opcionalmente, el tratamiento puede implicar o bien la reduccién o la mejora de sintomas de la enfermedad o
afeccion, o el retraso de la progresién de la enfermedad o afeccién. "Tratamiento" no indica necesariamente la
completa erradicacion o la cura de la enfermedad o afeccion, o de los sintomas asociados a la misma.

Tal como se usa en el presente documento, "prevenir", y palabras similares tales "prevenido”, "prevencion”, etc.,
indican una estrategia de prevencién, inhibicién o reduccién de la probabilidad de ocurrencia o recurrencia de, una
enfermedad o afeccion, por ejemplo, cancer. También se refiere a un retraso en la aparicion o recurrencia de una
enfermedad o afeccion o retraso de la ocurrencia o recurrencia de los sintomas de una enfermedad o afeccion. Tal
como se usa en el presente documento, "prevencion” y palabras similares también incluye reducir la intensidad, el
efecto, los sintomas y/o la carga de una enfermedad o afeccion antes de la aparicion o recurrencia de la enfermedad
o afeccion.

En aspectos particulares descritos en el presente documento, la presente divulgacion contempla, en parte, células,
construcciones de anticuerpo de cadena simple biespecifico, moléculas de acido nucleico y vectores que se pueden
administrar o bien solos o en cualquier combinacion usando vectores convencionales y/o sistemas de administracién
génica y, en al menos algunos aspectos, junto con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En
determinados aspectos, posterior a la administracion, dichas moléculas de acido nucleico o vectores se pueden
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integrar de forma estable en el genoma del sujeto.

En aspectos especificos, se pueden usar vectores viricos que son especificos para determinadas células o tejidos y
persisten en dichas células. Los vehiculos farmacéuticos y excipientes adecuados son bien conocidos en la materia.
Las composiciones preparadas de acuerdo con la divulgacién se pueden usar para la prevencion o el tratamiento o
retraso de las enfermedades identificadas anteriormente.

Ademas, la divulgacion se refiere a un método para la prevencion, el tratamiento o la mejora de una enfermedad
tumoral que comprende la etapa de administrar a un sujeto que lo necesite, una cantidad eficaz de células que llevan
una molécula de acoplador, una secuencia de acido nucleico, un vector, tal como se contempla en el presente
documento y/o producidas mediante un proceso tal como se contempla en el presente documento.

Las posibles indicaciones para la administracion de la(s) composicién(es) de células de acoplamiento EphA2
ejemplares son enfermedades cancerosas, incluyendo enfermedades tumorales, que incluyen canceres de mama,
de prostata, de pulmén y de colon o canceres epiteliales/carcinomas tales como cancer de mama, cancer de colon,
cancer de prostata, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, canceres del tracto urogenital, por ejemplo, cancer de
ovario, cancer del endometrio, cancer del cuello uterino y cancer de rifidén, cancer de pulmoén, cancer gastrico, cancer
del intestino delgado, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de vesicula biliar, canceres del conducto biliar,
cancer de esofago, cancer de las glandulas salivares y cancer de la glandula tiroides. En aspectos particulares, el
cancer es positivo para EphA2, por ejemplo. Las indicaciones ejemplares para la administracion de la(s)
composicién(es) de las células de acoplador CD19 son células cancerosas, incluyendo cualquier neoplasia que
exprese CD19. Estas incluyen en general todas las neoplasias sanguineas que provienen del linaje de los linfocitos
B. Ademas, incluye neoplasias que expresan de forma anémala CD19. La administracién de la(s) composicion(es)
de la divulgacion es util para todas las etapas y tipos de cancer, incluyendo enfermedades minimas residuales,
cancer temprano, cancer avanzado y/o cancer metastasico y/o cancer refractario, por ejemplo.

La divulgacion abarca adicionalmente protocolos de coadministraciéon con otros compuestos, por ejemplo,
construcciones de anticuerpo biespecifico, toxinas dirigidas u otros compuestos, que actian a través de células
inmunoldgicas. El régimen clinico para la coadministracion del(los) compuesto(s) de la invenciéon puede abarcar la
coadministracion a la vez, antes o después de la administracién del otro componente. Las terapias de combinacién
particulares incluyen la quimioterapia, radiacion, cirugia, terapia hormonal u otros tipos de inmunoterapia.

Los aspectos descritos en el presente documento se refieren a un kit que comprende una construccion de anticuerpo
de cadena simple biespecifico tal como se define anteriormente, una secuencia de acido nucleico tal como se define
anteriormente, un vector tal como se define anteriormente y/o un hospedador tal como se define anteriormente.
También se contempla que el kit de la presente divulgacion comprenda una composicién farmacéutica tal como se
describe anteriormente en el presente documento, bien sola 0 en combinacién con medicamentos adicionales para
administrarlos a un individuo que necesite tratamiento o intervencion médica.

VII. TERAPIA DE COMBINACION

En determinados aspectos, los métodos de la presente divulgacion para aspectos clinicos se combinan con otros
agentes eficaces en el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, tales como agentes anticancerosos. Un
agente "anticanceroso" es capaz de afectar de forma negativa al cancer en un sujeto, por ejemplo, eliminando
células cancerosas, induciendo apoptosis en células cancerosas, reduciendo la tasa de crecimiento de células
cancerosas, reduciendo la incidencia o el nUumero de metastasis, reduciendo el tamano tumoral, inhibiendo el
crecimiento tumoral, reduciendo el riego sanguineo a las células tumorales o cancerosas, promoviendo una
respuesta inmunolégica frente a células cancerosas o un tumor, previniendo o inhibiendo la progresion del cancer, o
aumentando la esperanza de vida de un sujeto con cancer. Mas generalmente, estas otras composiciones se
proporcionarian en una cantidad combinada eficaz para eliminar o inhibir la proliferacion de la célula. Este proceso
puede implicar poner en contacto las células cancerosas con la construccion de expresion y el(los) agente(s) o
factor(es) multiple(s) en el mismo momento. Esto se puede lograr poniendo en contacto la célula con una Unica
composicion o formulacion farmacoldgica que incluye ambos agentes, o poniendo en contacto la célula con dos
composiciones o formulaciones distintas, al mismo tiempo, en donde una composicién incluye la construccién de
expresion y la otra incluye el(los) segundo(s) agente(s).

La resistencia de la célula tumoral a agentes de quimioterapia y radioterapia, por ejemplo, representa un principal
problema en oncologia clinica. Una meta de la investigacion actual del cancer es encontrar modos de mejorar la
eficacia de la quimioterapia y de la radioterapia combinandolas con otras terapias. En el contexto de la presente
divulgacion, se contempla que la terapia de linfocitos T se podra usar de forma similar en conjunto con la
intervencion quimioterapéutica, radioterapéutica o inmunoterapéutica, asi como agentes proapoptéticos o agentes
reguladores del ciclo celular.

Como alternativa, la presente terapia de invencion puede preceder o seguir a otros agentes de tratamiento mediante

intervalos que varian desde minutos hasta semanas. En aspectos en los que se aplique al individuo otro agente y la
presente divulgacion, en general, se aseguraria de que no pase un periodo de tiempo significativo entre el momento
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de administracion, de manera que el agente y la terapia de la invencion aun fuesen capaces de ejercer un efecto
ventajoso combinado sobre la célula. En dichos casos, se contempla que se pondra en contacto la célula con ambas
modalidades en aproximadamente 12-24 horas entre si y, mas preferentemente, en aproximadamente 6-12 h entre
si. En algunas situaciones, puede ser deseable extender el periodo de tiempo para el tratamiento de forma
significativa, sin embargo, cuando pasan desde varios dias (2, 3, 4, 5, 6 0 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5,6, 7 u 8)
entre las respectivas administraciones.

Se pueden emplear diversas combinaciones, la presente divulgacion es "A" y el agente secundario, tal como
radioterapia o quimioterapia, por ejemplo, es "B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/AJA AIB/AJA AIA/B/A

Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan tanto como sea necesario. También se contempla que se puedan
aplicar diversas terapias convencionales, asi como la intervencién quirdrgica en combinacién con la terapia celular
de la invencion.

A. Quimioterapia

Las terapias de cancer también incluyen una variedad de terapias de combinacion tanto con compuestos quimicos
como con tratamientos basados en radiacion y/o terapias dirigidas no inmunolégicas. Las quimioterapias de
combinacién incluyen todas las clases de agentes quimioterapéuticos, incluyendo los agentes alquilantes,
antimetabolitos, alcaloides vegetales, antibiéticos, agentes hormonales y farmacos anticancerigenos miscelaneos.
Los agentes especificos incluyen, por ejemplo, abraxano, altretamina, docetaxel, herceptin, metotrexato, novantrona,
zoladex, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida,
melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, bleomicina, plicamicina,
mitomicina, etopdsido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de unién al receptor de estrogenos, taxol,
gemcitabina, fuldarabina, navelbina, inhibidores de la proteina farnesil transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo,
vincristina y vinblastina o cualquier variante analoga o derivada de las anteriores y también combinaciones de las
mismas.

En realizaciones especificas, se emplea la quimioterapia para el individuo junto con la divulgacion, por ejemplo
antes, durante y/o después de la administracion de las realizaciones.

B. Radioterapia

Otros factores que provocan dafio en el ADN y que se han usado ampliamente incluyen lo que cominmente se
conoce como rayos Y, rayos X y/o la administracion dirigida de radiois6topos a células tumorales. También se
contemplan otras formas de factores de dafio de ADN tales como microondas y radiacién UV. Lo mas probable es
que todos estos factores provoquen un amplio intervalo de dafio en el ADN, en los precursores de ADN, en la
replicaciéon y en la reparaciéon de ADN y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de
dosificacion para los rayos X varian de dosis diarias de 50 a 200 roentgens para periodos prolongados de tiempo (3
a 4 semanas), a dosis Unicas de 2000 a 6000 roentgens. Los intervalos de dosificacion para radioisétopos varian
ampliamente y dependen de la semivida del isétopo, de la fuerza y del tipo de radiacién emitida, y de la absorcién
por las células neoplasicas.

Los términos "en contacto" y "expuesto”, cuando se aplican a una célula, se usan en el presente documento para
describir el proceso mediante el cual una construccion terapéutica y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico
se administran a una célula diana o se colocan en yuxtaposicion directa con la célula diana. Para lograr la muerte
celular o la estasis de las células, se administran ambos agentes a una célula en una cantidad combinada eficaz
para eliminar a la célula o evitar que se divida.

C. Terapias dirigidas no basadas en inmunologia

Las terapias de cancer también incluyen una variedad de terapias de combinacién con terapias dirigidas no basadas
en inmunologia. Estas incluyen por ejemplo agentes que inhiben las vias de sefalizacion, tales como WNT, p53 y/o
vias de sefalizacion de RB. Otros ejemplos incluyen agentes que inhiben las tirosina cinasas, BRAF, STAT3, c-met,
regulan la expresién génica, inducen muerte celular o bloquean la formacion de vasos sanguineos. Los ejemplos de
agentes especificos incluyen imatinib mesilato, dasatinib, nilotinib, bosutinib, lapatinib, gefinitib, erlotinib,
tensirolimus, everolimus, vemurafenib, crizotinib, vorinostat, romidepsin, bexaroteno, alitrionina, tretionina,
bortezomib, carfilzomib, pralatrexato, sorafenib, sunitinib, pazopanib, regorafenib o cabozantinib.
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D. Inmunoterapia

Los agentes de inmunoterapia generalmente se basan en el uso de células inmunoldgicas efectoras y moléculas
para el direccionamiento y la destruccién de células cancerosas. El efector inmunolégico puede ser, por ejemplo, un
anticuerpo especifico para algun marcador en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo solo puede servir
como un efector de terapia o puede reclutar otras células para efectuar realmente la destruccion de linfocitos T. El
anticuerpo también se puede conjugar con un farmaco o toxina (agente quimioterapéutico, radionucleido, cadena A
de ricina, toxina del codlera, toxina pertussis, etc.) y sirve meramente como un agente de direccionamiento. Como
alternativa, el efector puede ser un linfocito que lleva una molécula de superficie que interactua, tanto directa como
indirectamente, con una diana de célula tumoral. Diversas células efectoras incluyen linfocitos T citotoxicos y células
NK.

La inmunoterapia que no sea la terapia de la invencion descrita en el presente documento se podria usar por lo tanto
como una terapia combinada, en conjunto con la presente terapia de linfocitos T. La estrategia general para la
terapia combinada se trata a continuaciéon. En general, la célula tumoral debe llevar algin marcador que sea
susceptible de direccionamiento, es decir, que no esté presente en la mayoria de las otras células. Existen muchos
marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser adecuado para el direccionamiento en el ambito de la
presente divulgacion. Los marcadores tumorales comunes incluyen el agente carcinoembridnico, antigeno especifico
de prostata, el antigeno asociado al tumor urinario, el antigeno fetal, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72, HMFG,
antigeno Sialyl Lewis, MucA, MucB, PLAP, el receptor de estrégenos, el receptor de laminina, erb B y p155 y
similares.

E. Genes

En otra realizacién mas, el tratamiento secundario es una terapia génica en la que un polinucleétido terapéutico se
administra antes, después o al mismo tiempo que las realizaciones clinicas de la presente divulgacion. La
divulgacion abarca una variedad de productos de expresion, que incluyen inductores de proliferacion celular,
inhibidores de la proliferacion celular, o reguladores de la muerte celular programada.

F. Cirugia

Aproximadamente el 60 % de las personas con cancer se someteran a cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, de diagnéstico o estadificacion, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento de cancer que
se puede usar en conjunto con otras terapias, tales como el tratamiento de la presente divulgacion, quimioterapia,
radioterapia, terapia hormonal, terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas.

La cirugia curativa incluye la reseccion, en la que todo o parte del tejido canceroso fisicamente se extrae, se extirpa
y/o se destruye. La reseccion tumoral se refiere a la eliminacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la
reseccion tumoral, el tratamiento mediante cirugia incluye la cirugia laser, la criocirugia, la electrocirugia y la cirugia
controlada microscopicamente (cirugia de Mohs). Adicionalmente se contempla que la presente divulgacion se
pueda usar en conjunto con la eliminaciéon de canceres superficiales, precanceres o cantidades incidentales de tejido
normal.

Tras la excision de parte de todas las células cancerosas, tejidos o tumores, se puede formar una cavidad en el
cuerpo. El tratamiento se puede lograr mediante perfusion, inyeccién directa o aplicacion local del area con una
terapia anticancer adicional. Tal tratamiento se puede repetir, por ejemplo, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 7 dias o cada 1, 2,
3,4y5semanasocada 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses. Estos tratamientos también pueden ser de dosis
variables.

G. Otros agentes

Se contempla que se puedan usar otros agentes en combinacion con la presente divulgacion para mejorar la eficacia
terapéutica del tratamiento. Estos agentes adicionales incluyen los agentes inmunomoduladores, agentes que
afectan a la regulaciéon positiva de los receptores de superficie y a las uniones GAP, agentes citostaticos y de
diferenciacion, inhibidores de adhesion celular o agentes que aumentan la sensibilidad de las células
hiperproliferativas a los inductores de apoptosis. Los agentes inmunomoduladores incluyen el factor de necrosis
tumoral; interferon alfa, beta y gamma; IL-2 y otras citocinas; F42K y otros andlogos de citocina; o MIP-1, MIP-1beta,
MCP-1, RANTES y otras quimiocinas. Adicionalmente se contempla que la regulacion positiva de los receptores de
superficie celular o sus ligandos tales como el ligando Fas / Fas, DR4 o DR5 / TRAIL las capacidades de induccién
apoptética de la presente divulgacion mediante el establecimiento de un efecto autocrino o paracrino en las células
hiperproliferativas. Los aumentos de la sefalizacion intercelular mediante el aumento del numero de uniones GAP
aumentarian los efectos antihiperproliferativos en la poblacion de células hiperproliferativas adyacente. En otras
realizaciones, se pueden usar agentes citostaticos o de diferenciacion en combinacién con la presente divulgacion
para mejorar la eficacia antihiperproliferativa de los tratamientos. Se contemplan inhibidores de adhesion celular para
mejorar la eficacia de la presente divulgacion. Los ejemplos de inhibidores de adhesion celular son inhibidores de
cinasas de adhesion focal (FAK) y lovastatina. Se contempla adicionalmente que otros agentes que aumentan la
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sensibilidad de una célula hiperproliferativa para la apoptosis, tal como el anticuerpo c225, se pudieran usar en
combinacion con la presente divulgacion para mejorar la eficacia del tratamiento.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar de forma mas completa las realizaciones preferidas de la
divulgacion. No deben interpretarse de ningun modo, sin embargo, como limitantes del amplio alcance de la
divulgacion.

VIIl. EJEMPLO 1: GENERACION DE CELULAS DE ACOPLAMIENTO

Los inventores han desarrollado una nueva clase de células (por ejemplo, pero sin limitacion, linfocitos T, células NK
o células NKT) modificandolas genéticamente con moléculas secretables, denominadas acopladores. Los
acopladores comprenden un dominio de reconocimiento de antigeno y un dominio de activacion. Los dominios de
reconocimiento de antigeno y de activacion se pueden unir a moléculas simples o multiples y comprenden, por
ejemplo, 1) scFv, 2) péptidos y/o 3) ligandos naturales. El dominio de reconocimiento de antigeno se une a
moléculas que estan presentes en y/o sobre células diana o secretadas por células diana. EI dominio de activacion
reconoce moléculas expresadas sobre la superficie celular de células o moléculas que se secretan por células. Los
ejemplos de dominios de activacién incluyen dominios que se unen a CD3, CD16, CD28, CD40, CD134 o CD137. El
modo de accioén ejemplar de células de acoplamiento se resume en las FIG. 1y 3.

En el presente documento se proporcionan linfocitos T ejemplares que secretan acopladores que comprenden, a
modo de ejemplo, un dominio de reconocimiento de antigeno especifico para EphA2, CD19, CD123, LeY, B7H3,
HER2 o EGFR y un dominio de activacion especifico para CD3 o CD16 que usa vectores de retrovirus (acoplador de
linfocitos T EphA2 (FIG. 6), acoplador de linfocitos T CD19 (FIG. 7), acoplador de linfocitos T CD123 (FIG. 8),
acoplador de linfocitos T LeY (FIG. 9), acoplador de linfocitos T B7H3 (FIG. 10), acoplador de linfocitos T HER2 (FIG.
11), o acoplador de linfocitos T EGFR (FIG. 12), y acoplador de células NK EphA2 (FIG. 13).

IX. EJEMPLO 2: LOS LINFOCITOS T DE ACOPLAMIENTO RECONOCEN CELULAS DIANA DE UNA FORMA
DEPENDIENTE DE ANTIGENO

En aspectos particulares, los inventores proporcionan una estrategia alternativa para producir linfocitos T especificos
para antigenos que utiliza la expresion de un acoplador de linfocitos T biespecifico secretable en linfocitos T que
comprenden dos scFv. Un scFv es especifico para CD3 y el otro scFv es especifico para un antigeno de eleccion.
Los inventores construyeron 1) un acoplador de linfocitos T biespecifico que reconoce CD3 y el antigeno tumoral
EphA2; 2) un acoplador de linfocitos T biespecifico que reconoce CD3 y el antigeno tumoral CD19; y 3) un acoplador
de linfocitos T biespecifico que reconoce CD3 y el antigeno tumoral CD123, 4) un acoplador de linfocitos T
biespecifico que reconoce CD3 y el antigeno tumoral LeY, 5) un acoplador de linfocitos T biespecifico que reconoce
CD3 y el antigeno tumoral B7H3, 6) un acoplador de linfocitos T biespecifico que reconoce CD3 y el antigeno
tumoral HER2, y 7) un acoplador de linfocitos T biespecifico que reconoce CD3 y el antigeno tumoral EGFR. Los
linfocitos T de acoplamiento se generaron mediante transduccion virica de linfocitos T como un método ejemplar.
Dado que las moléculas de acoplador no se pueden detectar facilmente, se gener6 una molécula de acoplador
especifica de EphA2 con un marcador de 6xHis-myc (EphA2-HM ENG, donde ENG es engager, acoplador; FIG. 5A).
Los linfocitos T que expresan el EphA2-ENG y EphA2-HM ENG eliminaron las células diana positivas en EphA2, lo
que demuestra que EphA2-HM ENG es funcional (FIG. 5B). Usando anticuerpos de myc y anticuerpos de 6xHis, se
demostré que las moléculas de EphA2-HM ENG se unen a la superficie celular de linfocitos T (FIG. 5C) y se
secretan al medio (FIG. 5D). Parte de esta realizacion es que se puede afadir un 3° dominio a la molécula de
acoplador para mejorar su funcién. Aqui se ha afiadido un 'marcador de reconocimiento', demostrando que es
factible modificar adicionalmente las moléculas de acoplador.

Los linfocitos T EphA2-ENG reconocen células tumorales positivas en EphA2. Los linfocitos T que expresan el
acoplador de linfocitos T CD3/EphA2 (linfocitos T EphA2-ENG) reconocen las células cancerosas positivas en
EphA2 (FIG. 6A). Los linfocitos T EphA2-ENG se cocultivaron con células tumorales positivas para EphA2 (U373,
A549), y negativas para EphA2 (K562). Después de 24 horas, se recolecté el medio para su analisis. Los linfocitos T
EphA2-ENG reconocieron U373 y A549 al contrario de K562, a juzgar por la produccion de citocina proinflamatoria
IFNy. Las células K562 modificadas genéticamente para expresar EphA2 indujeron la produccion de IFNy,
destacando que EphA2 se tiene que expresar por las células diana para inducir la produccion de IFNy. Los linfocitos
T no transducidos (NT) y los linfocitos T que secretan un acoplador que reconoce un antigeno no expresado en
estas células tumorales (CD19) no producen IFNy. Los linfocitos T EphA2-ENG también proliferaron en presencia de
células tumorales positivas para EphA2 al contrario de los linfocitos T NT y especificos de CD19. Se muestran los
resultados de 4 donantes ejemplares (FIG. 6B).

Los linfocitos T CD19-ENG eliminan las células tumorales positivas para CD19 (FIG. 7). Los linfocitos T de
acoplador de CD19 se generaron mediante transduccion de retrovirus y aproximadamente el 50 % de los linfocitos T
se transdujeron a juzgar por el analisis FACS (FIG. 7A,B). Los linfocitos T CD19-ENG reconocieron células positivas
en CD19 a juzgar por el ensayo de liberacion de cromo (FIG. 7C) y la secrecion de IFN-y e IL-2 (FIG. 7D) en
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contraste con las células K562 negativas en CD19. Ninguna de las dianas fue reconocida por los linfocitos T no
transducidos o los linfocitos T que secretan acopladores especificos para un antigeno irrelevante (linfocitos T EphA2-
ENG).

Los linfocitos T CD123-ENG eliminan las células tumorales positivas para CD123 (FIG. 8). Se generaron dos
vectores de retrovirus que codifican moléculas de acoplador especificas de CD123 que derivan de los MAb 26292
(292) y (32716 (716) especificos de CD123, que se unen a distintos epitopos en la molécula CD123 (FIG. 8A). Los
linfocitos T especificos de CD123(292) y CD123(716) se generaron mediante transduccion de retrovirus y se
modificé genéticamente mas del 80 % de los linfocitos T a juzgar por el analisis FACS (FIG. 8A). Los linfocitos T
ENG especificos de CD123(292) y CD123(716) reconocieron las células diana positivas en CD123, los linfocitos T
KG1a y Jurka que se modificaron genéticamente para expresar CD123 (Jurkat-CD123), en ensayos de cocultivo a
juzgar por la secrecion de IFNy (FIG. 8B,C). Por el contrario, los linfocitos T Jurka parentales negativos en CD123 no
indujeron secrecion de IPNy, y los linfocitos T ENG especificos para un antigeno irrelevante (CD19) no liberaron
citocinas en respuesta a cualquiera de las células diana ensayadas (FIG. 8C). En un ensayo de citotoxicidad
convencional, los linfocitos T ENG especificos de CD123(292) y CD123(716) eliminaron las células KG1a al contrario
que los linfocitos T ENG especificos de CD19, confirmando la especificidad del antigeno (FIG. 8D).

Los linfocitos T LeY-ENG eliminan las células tumorales positivas en LeY (FIG. 9). Para demostrar que los
linfocitos T Ley-ENG eliminan las células diana positivas en LeY, los presentes inventores realizaron ensayos de
citotoxicidad convencionales con linfocitos T Ley-ENG vy linfocitos T CD19-ENG como efectores y las células diana
K562 (CD19-, LeY-) y KG1a (CD19-, LeY+). Solo las células diana positivas en LeY fueron eliminadas por los
linfocitos T Ley-ENG. Por el contrario, los linfocitos T CD19-ENG no tuvieron actividad citolitica.

Los linfocitos T B7H3-ENG reconocen y eliminan las células tumorales positivas en B7H3 (FIG. 10). Para
determinar si los linfocitos T B7H3-ENG reconocen de manera especifica células tumorales positivas en B7H3, los
presentes inventores realizaron un ensayo de cocultivo de linfocitos T B7H3-ENG con células tumorales positivas en
B7H3 (U373, LM7, CHLA255) y células tumorales negativas en B7H3 (HTB119). Los linfocitos T CD19-ENG
sirvieron como controles dado que todas las células tumorales ensayadas no expresaron CD19. Solo los linfocitos T
diana positivos en B7H3 indujeron la produccion de IFNy de linfocitos T B7H3-ENG (FIG. 10A) demostrando la
activacion especifica de antigeno de los linfocitos T B7H3-ENG. Para determinar la actividad citolitica de los
linfocitos T B7H3-ENG, se incubaron U373, LM7, CHLA255 con linfocitos T B7H3-ENG o linfocitos T CD19-ENG.
Aunque los linfocitos T B7H3-ENG eliminaron todas las células tumorales a juzgar por la tincién con cristal violeta, no
se observé eliminacion en presencia de linfocitos T CD19-ENG (FIG. 10B).

Los linfocitos T HER2-ENG reconocen células tumorales positivas en HER2 (FIG. 11). Para demostrar que los
linfocitos T HER2-ENG reconocen células diana positivas en HER2 de una forma dependiente de antigeno, los
presentes inventores cocultivaron linfocitos T HER2-ENG o linfocitos T no transducidos (NT) con células tumorales
positivas en HER2 (U373) y negativas en HER2 (MDA). Tras 24 horas, se determiné IFNy. Mientras que U373 indujo
la produccion de IFNy, MDA no lo hizo, lo que demuestra el reconocimiento especifico de antigeno de células
tumorales positivas en HER2. No se observo produccion de IFNy con ninguna de las dianas en presencia de
linfocitos T NT.

Los linfocitos T 806-ENG reconocen células tumorales positivas en EGFR (FIG. 12). Para demostrar que los
linfocitos T 806-ENG reconocen el epitopo conformacional de EGFR 806 en células en las que EGFR tiene el gen
amplificado o que expresan EGFRUVIII, los presentes inventores realizaron ensayos de cocultivo con U373 (EGFR
bajo positivo), A431(con el gen amplificado de EGFR), K562 (EGFR negativo), y K562 modificado genéticamente
para expresar EGFRvIII (K562-EGFRUvIIl). Se observo la produccion significativa de IFNy en presencia de A431 y
K562-EGFRUVIII. Por el contrario, ninguna de las dianas (todas CD19 negativas) indujeron la produccion de linfocitos
T CD19-ENG.

Los linfocitos T que secretan acopladores de células NK especificos de EphA2 activan las células NK de una
forma especifica de antigeno (FIG. 13). Los linfocitos T se transdujeron con un vector de retrovirus que codifica un
acoplador de célula NK que consiste en un scFv especifico de CD16 unido a un scFv especifico de EphA2 (FIG
13A). Los linfocitos T transducidos (linfocitos T CD16.EphA2-ENG) se incubaron en placas recubiertas de IL13Ra2 o
EphA2 en ausencia o presencia de células NK autélogas. La produccion de IFNy se midié tras 24 horas. Los
cocultivos de linfocitos T CD16.EphA2-ENG/células NK produjeron altos niveles de IFNy en presencia de EphA2,
pero no en presencia de IL13Ra2. Ademas, los linfocitos CD16.EphA2-ENG o las células NK por si mismos no
produjeron IFNy, lo que indica que los linfocitos T CD16.EphA2-ENG son capaces de redirigir las células NK de
forma especifica hacia EphA2 (FIG 13B).

X. EJEMPLO 3: LOS LINFOCITOS T DE ACOPLAMIENTO REDIRIGEN LOS LINFOCITOS T ESPECTADORES
HACIA LAS CELULAS DIANA - ESTUDIOS IN VITRO

Los sobrenadantes de linfocitos T EphA2-ENG 'arman’ linfocitos T no transducidos para reconocer células

tumorales (FIG. 14A). Se recogi6 el medio de linfocitos T EphA2-ENG y se mezcld con linfocitos T no transducidos
y células tumorales. Los linfocitos T no transducidos produjeron IFNy tras la exposicion a U373, indicativo de la
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activacion de linfocitos T. Por el contrario, los linfocitos T no transducidos no produjeron IFNy cuando se mezclaron
con el medio recolectado de los linfocitos T no transducidos. Por lo tanto, los linfocitos T EPhA2-ENG secretan
acopladores de linfocitos T para 'armar' linfocitos T espectadores. Se muestran los resultados de 4 donantes
ejemplares.

Los linfocitos T EphA2-ENG ’'arman’ linfocitos T no transducidos para reconocer células tumorales (FIG.
14B,C). Los linfocitos T EphA2-ENG se colocaron en el transpocillo de un ensayo de cocultivo y las células
tumorales y los linfocitos T no transducidos se colocaron en la parte inferior (pocillo de la placa). Las células
tumorales viables se determinaron mediante tincién con cristal violeta. La eliminacion de células tumorales
dependiente de la presencia de linfocitos T no transducidos, demuestra que los linfocitos T EphA2-ENG secretan
activamente acopladores. Los linfocitos T CD19-ENG no tuvieron efecto antitumoral, lo que destaca de nuevo la
especificidad del enfoque. Comparacién directa de linfocitos T EphA2-ENG vy linfocitos T EphA2-CAR (FIG.
14D). La actividad se comparé con linfocitos T que expresan una 22 generacion de CAR que contiene el mismo scFv
especifico de EphA2 que el acoplador (linfocitos T EphA2-CAR). Las células U373 se incubaron con 1x10° linfocitos
T que contienen porcentajes en aumento de linfocitos T EphA2-ENG o EphA2-CAR transducidos. Tras 48 horas, las
células tumorales viables se midieron mediante ensayo MTS. Para lograr la eliminacion de mas del 99 % de las
células tumorales, solo aproximadamente el 10 % de los linfocitos T tuvieron que expresar acopladores EphA2. Solo
se observo la misma actividad antitumoral cuando aproximadamente el 75 % de linfocitos T expresé EphA2-CAR
(p<0,00001).

Los linfocitos T CD19-ENG 'arman’ linfocitos T no transducidos para reconocer células tumorales (FIG. 15).
Los linfocitos T EphA2-ENG se colocaron en el transpocillo de un ensayo de cocultivo y las células tumorales BV173
que expresan luciferasa y los linfocitos T no transducidos se colocaron en la parte inferior (pocillo de la placa). Las
células tumorales viables se determinaron mediante el ensayo de la luciferasa. La eliminacion de células tumorales
dependiente de la presencia de linfocitos T no transducidos, lo que demuestra que los linfocitos T CD19-ENG
secretan activamente acopladores. Los linfocitos T EphA2-ENG no tuvieron efecto antitumoral, lo que destaca de
nuevo la especificidad del enfoque.

Los linfocitos T EphA2-ENG secretan mas acopladores tras la activacién (FIG. 16). Los linfocitos T EphA2-ENG
se activaron con proteina EphA2 o la proteina control (HER2). Los linfocitos T EphA2-ENG activados secretaron
IFNy (FIG. 16A) y mas moléculas de acoplador (FIG. 16B). La actividad antitumoral de los linfocitos T de
acoplamiento activados y no activados se evalu6 en un ensayo de cocultivo transpocillo con células U373 positivas
en EphA2 que expresan luciferasa. Los linfocitos T EphA2-ENG con EphA2 activado fueron aproximadamente 10
veces mas potentes que los linfocitos T EphA2-ENG de control, lo que demuestra que se secretan mas acopladores
tras la activacién de linfocitos T (FIG. 16C). No se observé un aumento en la eliminacion de linfocitos T EphA2-ENG
activados frente a las células tumorales negativas en EphA2 (BV173) lo que confirma la especificidad (FIG. 16D).

XI. EJEMPLO 4: LOS LINFOCITOS T DE ACOPLAMIENTO REDIRIGEN LOS LINFOCITOS T ESPECTADORES
HACIA LAS CELULAS DIANA - ESTUDIOS IN VIVO

Los acopladores EphA2 inducen la expansion de linfocitos T transducidos y espectadores in vivo (FIG. 17). El
modelo de xenoinjerto SCID de cancer de pulmén humano A549 se us6 para demostrar que los linfocitos T EphA2-
ENG se expanden in vivo. Los ratones portadores de tumor (n=5) o de control (n=5) se inyectaron por via
intravenosa (i.v.) con una mezcla de 5x10° linfocitos T EphA2-ENG que expresan eGFP.ffluc y 5x10° linfocitos T no
modificados, y recibieron una dosis intraperitoneal (i.p.) de IL2. Mientras que los linfocitos T EphA2-ENG se
expandieron en ratones portadores del tumor, no se observé expansion en ausencia de tumores (FIG. 17A). Para
demostrar que los linfocitos T EphA2-ENG inducen la expansion de linfocitos T espectadores in vivo, se inyecté a los
ratones portadores de tumor por via i.v. con una mezcla de 5x10° linfocitos T EphA2-ENG y 5x10° linfocitos T que
expresan eGFP.ffLuc (n=5) o 5x10° linfocitos T CD19-ENG y 5x10° linfocitos T que expresan eGFP.ffLuc (n=5). Los
linfocitos T que expresan eGFP.ffLuc solo se expandieron cuando se coinyectaron con linfocitos T EphA2-ENG a
juzgar por las imagenes de bioluminiscencia (FIG. 17B). Estos resultados indican que los acopladores EphA2
indujeron la expansion de linfocitos T transducidos y espectadores de una forma dependiente de antigeno in vivo.

Xll. EJEMPLO 5: LOS LINFOCITOS T DE ACOPLAMIENTO TIENE UNA POTENTE ACTIVIDAD ANTITUMORAL
IN VIVO

La actividad antitumoral in vivo de linfocitos T de acoplamiento se evalué en 4 modelos de animales. El esquema
experimental se resume en la FIG. 18.

Los linfocitos T EphA2-ENG tienen una potente actividad antitumoral en el modelo de glioma (FIG. 19A,C). Se
evalud la actividad antitumoral de linfocitos T EphA2-ENG en los modelos de glioma humano y de xenoinjerto SCID.
Siete dias después de la inyeccion intracraneal de 1x10% células U373.eGFP.ffLuc, se inyectd a los ratones por via
estereotactica en el sitio del tumor con 2x108 linfocitos T EphA2-ENG (n=8) o linfocitos T CD19-ENG (n=5). Los
animales no tratados sirvieron como controles (n=5). Se usaron imagenes de bioluminiscencia para seguir el
crecimiento tumoral (FIG. 19A,B). Los ratones tratados con linfocitos T EphA2-ENG tuvieron una reducciéon de 2 log
0 mayor en su sefal tumoral, dando como resultado una supervivencia a largo plazo sin tumor en 5 de 8 ratones
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(p<0,0005) (FIG. 19C).

Los linfocitos T EphA2-ENG tienen una potente actividad antitumoral en el modelo de cancer de pulmén
sistémico (FIG. 19D,F). Se evalud la eficacia antitumoral de linfocitos T EphA2-ENG en el modelo de cancer de
pulmén metastasico A549.eGFP.fflLuc. Se inyectaron 2,5x10° células A549.eGFP.ffLuc por via i.v. en el dia 0, y en el
dia 7, 14, 21, los ratones recibieron 1x107 linfocitos T EphA2-ENG (n=5) o linfocitos T CD19-ENG (n=4) por via i.v.
con una dosis i.p. de IL2. Los animales no tratados sirvieron como controles (n=5). Solo los ratones tratados con
linfocitos T EphA2-ENG tuvieron una reduccion significativa (p<0,005) en su sefial tumoral tan pronto como 5 dias
después de la 12 dosis de linfocitos T (Fig. 19D,E), dando como resultado una ventaja en la supervivencia en
comparacion con ratones no tratados y ratones tratados con linfocitos T de acoplador de CD19 (p<0,005) (Fig. 19F).

Los linfocitos T CD19-ENG tienen una potente actividad antitumoral en el modelo de leucemia (FIG. 20A,B).
Se determind la actividad antitumoral de linfocitos T CD19-ENG en el modelo de leucemia BV173.ffLuc NSG. Se
inyectaron células BV173.ffLuc por via i.v. en el dia 0, y en el dia 7, 14, 21, los ratones recibieron 1x107 linfocitos T
CD-19-ENG (n=5) o linfocitos T EphA2-ENG (n=5) por via i.v. con una dosis i.p. de IL2. Los animales no tratados
sirvieron como controles (n=5). Solo los ratones tratados con linfocitos T CD19-ENG tuvieron una reduccion
significativa (p<0,005) en su sefial tumoral. Todos los ratones tratados con linfocitos T CD19-ENG se curaron de su
enfermedad al contrario que los ratones que recibieron linfocitos T EphA2-ENG.

Los linfocitos T CD19.ENG tienen un potente modelo de linfoma antitumoral (FIG. 21A,B). Se inyectaron
células Daudi.filLuc por via i.v. en el dia 0, y en el dia 3, 6, 9, los ratones recibieron 1x10” linfocitos T CD-19-ENG
(n=5) o linfocitos T no transducidos (NT) (n=5) por via i.v. Mientras que en ratones tratados con linfocitos T NT los
tumores crecieron de forma exponencial, no se observo crecimiento en ratones tratados con linfocitos T CD19-ENG.

Xlll. EJEMPLO 6: LA FUNCION DE LOS LINFOCITOS T DE ACOPLAMIENTO SE MEJORA EXPRESANDO
MOLECULAS COESTIMULADORES EN LA SUPERFICIE CELULAR DE LINFOCITOS T O IL15

Generacion de linfocitos T CD19-ENG que coexpresa moléculas coestimuladoras (FIG. 22). La coestimulacion
se puede proporcionar expresando moléculas coestimuladoras sobre la superficie de los linfocitos T. Una vez que se
han activado los linfocitos T, expresan los correspondientes ligandos, dando como resultado una activacion
sostenida de linfocitos T. Se generd un vector de retrovirus que codifica 41BBL y CD80 separados por un IRES (FIG.
22A). La transduccion 'doble’ de linfocitos T con vectores retrovirales que codifican moléculas de acoplador o CD80 y
41BBL dieron como resultado la expresion de CD80 y 41BBL en la superficie celular de linfocitos T al contrario que
los linfocitos T que solo se transdujeron con el retrovirus que codifica la molécula del acoplador (FIG. 22B). Hubo
una produccion consistente de IL2 en presencia de células diana que no expresan moléculas coestimuladoras (FIG.
22B), destacando que es factible introducir modificaciones genéticas adicionales en linfocitos T para mejorar su
funcion.

La generacion de linfocitos T que expresa EphA2-ENG e IL15 (FIGS. 23 y 24). Se generaron linfocitos T EphA2-
ENG/IL15 mediante transduccion 'doble' de linfocitos T con vectores de retrovirus que codifican moléculas de
acoplador o IL15. Tras la estimulaciéon con células tumorales positivas en EphA2, los linfocitos T EphA2-ENG/IL15
produjeron IFNy, IL2 e IL15 (FIG. 23). Hubo una elevada proliferacién de estimulacién de linfocitos T EphA2-
ENG/IL15 en comparacion con los linfocitos T que solo expresan EphA2-ENG (FIG. 24), destacando que es factible
introducir genes adicionales, ademas de los genes que codifican las moléculas coestimuladoras, en linfocitos T para
mejorar su funcion.

XIV. EJEMPLO 7: RESUMEN DE DETERMINADAS REALIZACIONES

En el presente documento se describe el desarrollo y la caracterizacion de una nueva clase de linfocitos T que
secreta acopladores de linfocitos T biespecificos, y se demuestra que los linfocitos T que secretan acopladores
especificos de antigeno se dirigen eficazmente a células positivas en antigeno. Estos linfocitos T de acoplamiento
producen citocinas inmunoestimuladoras y proliferan de una forma especifica de antigeno, inducen citélisis tumoral
cuando se cocultivan con dianas positivas en antigeno, redirigen linfocitos T espectadores hacia células tumorales
positivas en antigeno y tienen una potente actividad antitumoral in vivo.

La modificacion genética de los linfocitos T con CAR o TCR disefiados genéticamente es una estrategia atractiva
para generar rapidamente linfocitos T especificos de antigeno. Sin embargo, ni los linfocitos T CAR ni los linfocitos T
con TCR disefiados genéticamente han demostrado ser capaces de redirigir los linfocitos T espectadores hacia las
células cancerosas. Varios grupos de investigadores han desarrollado anticuerpos biespecificos, incluyendo
acopladores de linfocitos T biespecificos (BiTE), anticuerpos de redireccionamiento de doble afinidad (DART) y
diacuerpos, para redirigir linfocitos T residentes hacia células tumorales. Entre estos, el BiTE especifico de CD19,
blinatumomab, ha demostrado resultados alentadores en estudios clinicos de fase | y Il para pacientes con
neoplasias sanguineas. Sin embargo, los BiTEs se tienen que dar como una infusién continua, que se puede asociar
con toxicidades sistémicas. Ademas, como en los MAbs regulares, los BiTEs carecen de biodistribuciéon activa o
autoamplificacién una vez administrados. Ademas, no penetran en tejidos lisos, lo que podria explicar de lejos la
limitada actividad de los BiTEs en humanos con tumores solidos.
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Los linfocitos T que secretan moléculas de acoplador pueden superar muchas limitaciones de MAbs biespecificos
dado que son capaces de persistir y expandirse tras la infusidn, viajar activamente hacia sitios tumorales y aumentar
la expresion transgénica tras la activacion. De hecho, los linfocitos T de acoplamiento se expandieron in vivo,
obviando la necesidad de infusidn continua de moléculas de acoplador. Una vez activado, las células de acoplador
aumentaron la produccién de las moléculas de acoplador, dando como resultado una capacidad mejorada para
redirigir los linfocitos T espectadores hacia las células tumorales. En aspectos particulares, estas caracteristicas
favorables de los linfocitos T dan como resultado altas concentraciones de moléculas de acopladores en sitios
tumorales a la vez que se minimiza la exposicion sistémica, que puede ser toxica.

In vivo, los linfocitos T de acoplamiento tuvieron una actividad antitumoral potente en 4 modelos de animales, lo que
demuestra su gran potencial terapéutico.

En conclusién, los linfocitos T de acoplamiento presentan una nueva clase de linfocitos T especificos de antigeno
con la unica capacidad de redirigir linfocitos T acopladores hacia células tumorales de una forma dependiente de
antigeno. Los linfocitos T de acoplamiento indujeron la regresién de tumores establecidos en modelos de xenoinjerto
locorregionales y sistémicos y, por lo tanto, son utiles para mejorar la inmunoterapia actual para el cancer.

XV. EJEMPLO 8: MATERIALES Y METODOS

Los presentes ejemplos describen aspectos especificos pero ejemplares relacionados con EphA2. El experto en la
materia reconoce que tales ejemplos se pueden extrapolar a otras realizaciones y dentro de la experiencia habitual
del experto en la materia.

A. Lineas de células tumorales

La linea celular de cancer de pulmén A549, la linea celular de leucemia K562 y la linea de glioblastoma U373 se
encargaron de la American Type Culture Collection (ATCC). La linea celular de leucemia BV173 se encargd del
Leibniz Institute DSMZ - Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares (Braunschweig, Alemania). La
generacion de células K562 que expresan EphA2 de humano (K562-EphA2) y las células U373, A549 y BV173 que
expresan ffLuc se describieron anteriormente.

B. Construccion de vectores de retrovirus que codifican ENG especificos de EphA2 y especificos de CD19

La construccion del acoplador (ENG) especifico de EphA2 que contiene el péptido lider de cadena pesada de
inmunoglobulina, el scFv 4H5 especifico de EphA2, un enlazador corto de serina-glicina, y un scFv especifico de
CD3 que deriva de OKT3 se describe en alguna parte del presente documento. El acoplador especifico de EphA2 se
subcloné en pSFG-IRES-mOrange. El acoplador especifico de CD19, que contiene el péptido lider de cadena
pesada de inmunoglobulina, el scFv (FMC63) especifico de CD19, un enlazador corto de serina-glicina y un scFv
especifico de CD3 que deriva de OKT3 se sintetizd por Invitrogen (Carlsbad, CA) y se subcloné en pSFG-IRES-
mOrange. Se generaron particulas de retrovirus pseudotipadas a RD114.

C. Generacioén de linfocitos T ENG

Los linfocitos T que expresan CAR o ENG se generaron tal como se describe anteriormente. Antes de la recogida de
sangre, se obtuvo el consentimiento informado de los donantes sanos de acuerdo con los protocolos aprobados por
la Junta de Revision Institucional de Baylor College of Medicine. Las PBMC se estimularon en placas de 24 pocillos
tratadas con cultivo no tisular y recubiertas con anticuerpos OKT3 y CD28. Se afiadié IL2 humana (proleucina,
Chiron) a los cultivos el dia 2, y el dia 3 se transdujeron los linfocitos T con particulas de retrovirus en placas
recubiertas con RetroNectin (Clontech) en presencia de IL2. Los linfocitos T se expandieron posteriormente con IL2.
Los linfocitos T NT se activaron con OKT3/CD28 y se expandieron en paralelo con IL2.

D. Citometria de flujo

La expresion de mOrange se detecté mediante analisis de FACS. La expresion en superficie de CAR sobre linfocitos
T se analizd usando un anticuerpo CH2CH3 Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Para el
inmunofenotipado, las células se tifieron con los anticuerpos monoclonales CD3-PerCP, CD4-FITC y CD8-FITC (BD
Biosciences). Los controles de isotipo fueron inmunoglobulina G1-isotiocianato de fluoresceina (IgG1-FITC, BD
Biosciences), IgG1-proteina de clorofila peridinina (IgG1-PerCP, BD Biosciences) e isotipo Cy5 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories). Para cada muestra, se analizaron 20.000 células mediante un instrumento
FACSCalibur (BD Biosciences) usando el programa informatico Cell Quest (BD Biosciences).

E. Andlisis funcional ex vivo de linfocitos T
Los linfocitos T EphA2-ENG, CD19-ENG y NT se colocaron en placas en una proporcion de 10:1 con células

tumorales. Se midio6 la produccion de IFNy e IL2 tras 24 horas de cocultivo usando ELISA segun las instrucciones del
fabricante (R&D Systems). Los ensayos convencionales de liberacion de cromo (3'Cr) se realizaron tal como se ha
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descrito anteriormente.
F. Ensayos transpocillo

Las células U373, U373.eGFP.ffLuc o BV173.ffLuc se colocaron sobre pocillos inferiores de placas de 24 pocillos.
Después de 24 horas, se afiadieron linfocitos T NT a los pocillos inferiores y los linfocitos T EphA2-ENG o CD19-
ENG se afiadieron a pocillos de insercion transpocillo (6,5 mm de diametro, 0,4 um de poro, policarbonato, Corning
Inc). Después de 48 horas, las células tumorales viables se detectaron mediante tincion con cristal violeta para U373
0 mediante ensayo de luciferasa para células U373.eGFP.ffLuc o BV173.ffLuc.

G. Ensayo MTS

Las células U373 se colocaron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10* células por pocillo. Después de 24
horas, se afadieron linfocitos T a las placas. Tras 48 horas de cocultivo, los linfocitos T no adherentes se eliminaron
y las células viables se detectaron mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) (CellTiter 96, ensayo de proliferacion de células en solucion acuosa, Promega).

H.PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN se extrajo de los linfocitos T usando el Mini kit RNeasy (Qiagen). La cuantificacion relativa del ARNm de
EphA2-ENG se hizo usando los reactivos SYBR Green (Qiagen).

I. Modelos animales

Todos los experimentos con animales siguieron un protocolo aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales del Baylor College of Medicine. Los experimentos se realizaron tal como se describe anteriormente con
pequefas modificaciones.

Modelo intracraneal: Los ratones ICR-SCID macho de 8 a 12 semanas de vida se encargaron de Taconic
(IcrTac:ICR-Prkdcscid; Fox Chase C.B-17 SCID ICR; Taconic). Brevemente, las células U373.eGFP.ffLuc (1x10° en
2,0 pl) se inyectaron a 3 mm de profundidad del bregma, que se corresponde con el centro del nucleo caudado
derecho durante 5 minutos. Siete dias después de la inyeccion celular, los animales se trataron con 2x10° linfocitos
T NT o ENG del mismo donante en 2 ul hacia las mismas coordenadas del tumor. Los fotones emitidos desde las
células tumorales que expresan luciferasa se cuantificaron usando el programa informatico Living Image (Caliper Life
Sciences). Se dibujo una regién continua de interés sobre la regién tumoral y la intensidad de la sefial se midié como
el total de fotones/segundos/cm?/estereorradianes (f/s/cm?/sr). Inicialmente se obtuvieron imagenes de los animales
cada dos dias y una vez a la semana desde entonces. Los ratones se sacrificaron cuando la radiancia del tumor fue
>1x10° en dos ocasiones o cuando alcanzaban los criterios de eutanasia (déficits neurologicos, pérdida de peso,
sefiales de distrés) de acuerdo con el Centro de Medicina Comparativa en el Baylor College of Medicine.

Modelo de tumor sistémico A549 (actividad antitumoral): Los ratones SCID Beige de 8 a 12 semanas de vida se
encargaron de Charles River (CB17.Cg-PrkdcscidLystbg/Crl; Fox Chase SCIDR Beige mouse; Charles River
Laboratories International, Inc.). Se inyectaron 2,5x10° células A549.eGFP.ffLuc en PBS por via i.v. en el dia 0.
Siete, 14 y 21 dias después de la inyeccion de células tumorales, los ratones se trataron por via i.v. con 1x107
linfocitos T CD19-ENG o linfocitos T EphA2-ENG. Todos los animales recibieron una dosis i.p. de IL2 (1.500 U) el
dia de las inyecciones de linfocitos T. Los animales no tratados sirvieron como controles. Se obtuvieron imagenes de
los animales tal como se describe anteriormente. Los animales se sacrificaron cuando alcanzaron los criterios de
eutanasia de acuerdo con el Centro de Medicina Comparativa en el Baylor College of Medicine.

Modelo de tumor sistémico A549 (expansion y persistencia de linfocitos T): Para determinar la expansion y la
persistencia de los linfocitos T EphA2-ENG, los ratones SCID Beige macho de 8 a 12 semanas de edad se
inyectaron por via i.v. con 2,5x108 células A549 en PBS en el dia 0. En el dia 7 tras la exposicion al tumor, 5 ratones
portadores de tumor y 5 controles fueron inyectados por via i.v. con una mezcla de 5x10° linfocitos T EphA2 ENG
que expresan eGFP.ffLuc y 5x10° linfocitos T NT. Todos los ratones recibieron una dosis i.p. de IL2 (1.500 U), y la
expansion y la persistencia de los linfocitos T se control6 mediante obtencion de imagenes seriadas de
bioluminiscencia. Para determinar la expansioén y la persistencia de los linfocitos T espectadores, se inyectd a los
ratones SCID Beige de 8 a 12 semanas de edad por via i.v. con 2,5x108 células A549 en el dia 0. En el dia 7 tras la
exposicidn al tumor, los ratones portadores del tumor se inyectaron por via i.v. con una mezcla de 5x10° linfocitos T
EphA2 ENG y 5x108 linfocitos T que expresan eGFP.ffLuc o una mezcla de 5x108 linfocitos T CD19 ENG y 5x108
linfocitos T que expresan eGFP.ffLuc (5 ratones por grupo). Todos los ratones recibieron una dosis i.p. de IL2 (1.500
U), y la expansion y la persistencia de los linfocitos T se control6 mediante obtencién de imagenes seriadas de
bioluminiscencia.

J. Andlisis estadistico

Se us6 el programa informatico GraphPad Prism 5 (GraphPad software, Inc.) para el analisis estadistico. Los datos
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de medida se presentaron como la media % la desviacion tipica (DT). Para la comparacién entre dos grupos, se us6
el test de la t de Student con dos colas. Para la comparacion de tres 0 mas grupos, los valores se analizaron
mediante ANOVA de una via con el posterior test de Bonferroni. Se realizdé el anadlisis de regresion lineal para
comparar la actividad antitumoral de linfocitos T ENG y CAR y de linfocitos T ENG activados y no activados. El nivel
de significacion usado fue p < 0,05. Para los experimentos en ratones, se planificaron 5 ratones para detectar un
tamafio de efecto grande de 2, que proporcionaba al menos un 80% de potencia con un 5% de error de tipo I.
Aunque no se llevd a cabo una aleatorizacion formal, se eligi6 de forma aleatoria una jaula de 5 ratones. La
supervivencia, determinada a partir del momento de la inyeccion de células tumorales, se analizé mediante el
método de Kaplan-Meier y mediante el test log-rank.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que comprende un vector de polinucleétido que codifica una molécula bipartita que comprende un
dominio de activacion que se une a una o mas moléculas de superficie celular y un dominio de reconocimiento de
antigeno que se une a EphA2 y/o CD19, en donde el dominio de activacién es un fragmento variable de cadena
unica (scFv) que reconoce CD3 y en donde la célula es un linfocito T o una célula NK.

2. La célula de la reivindicacién 1, en donde el dominio de reconocimiento de antigeno comprende restos de
anticuerpo scFv.

3. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en donde el vector es un vector no virico o virico.

4. La célula de la reivindicaciéon 3, en donde el vector virico se selecciona del grupo que consiste en vector de
lentivirus, de adenovirus, de retrovirus y de virus adenoasociado.

5. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en donde el vector es un vector oncolitico.

6. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en un método de
tratamiento de un individuo con cancer, comprendiendo el método la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de las células al individuo.

7. La célula de la reivindicacién 6 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el cancer es positivo para
EphA2 o positivo para CD19.

8. La célula de la reivindicaciéon 6 o 7 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en donde el vector se
selecciona del grupo que consiste en vector de lentivirus, de adenovirus, de retrovirus y de virus adenoasociado.

9. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 8, en donde al individuo se le proporciona una terapia de cancer adicional.

10. La célula de la reivindicacion 9 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la terapia de cancer
adicional es cirugia, radiacién, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia o una combinacion de las mismas.

11. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 10, en donde el cancer es cancer de mama, cancer de préstata, cancer de pulmén, cancer de
colon, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel, cancer de ovario, cancer del endometrio, cancer de cuello de utero,
cancer de rifién, cancer gastrico, cancer del intestino delgado, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de
vesicula biliar, cancer de conducto biliar, cancer de eséfago, cancer de las glandulas salivares, cancer de la glandula
tiroides o glioblastoma.

12. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 10, en donde el dominio de reconocimiento de antigeno se une a CD19 y el cancer es una
neoplasia que expresa CD19, una neoplasia sanguinea que deriva del linaje de linfocitos B, o una neoplasia que
expresa de forma anémala CD19.

13. Un vector de polinucleétido que codifica una molécula bipartita que comprende un dominio de activaciéon que se
une a una o mas moléculas de superficie celular y un dominio de reconocimiento de antigeno que se une a EphA2 y
CD19, en donde el dominio de activacion es un fragmento variable de cadena unica (scFv) que reconoce CD3.

14. El vector de la reivindicacion 13, en donde el vector es un vector no virico o virico.

15. El vector de la reivindicacion 14, en donde el vector virico se selecciona del grupo que consiste en vector de
lentivirus, de adenovirus, de retrovirus y de virus adenoasociado.
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Modificacion geneética de celulas con acopladores que
consisten en un dominio de reconocimiento de antigeno
(rojo) y un dominio de activacion (verde).

\-.._}._\\\\\\ e

El dominio de reconocimiento de antigeno del acoplador
se une a la molécula (cuadrado rojo) presente en/sobre
la celula diana o que se secreta por las celulas diana.

Una vez que los acopladores se han unido a la molécula
diana, pueden activar células que expresan la molécula
(cuadrado verde) reconocida por el dominio de
activacion. Los acopladores pueden activar células que
se modifican geneticamente con acopladores (gris clarc)
o células no modificadas (gris oscuro). En funcion del
efecto deseado, la activacién de la célula puede dar
como resultado una seinal positiva o negativa,

FIG. 1
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Dominio de reconocimiento de
antigeno: puede consistir en
MADbs, scFV, ligandos, péptidos o
TCR solubles

Dominio de activacion de
linfocitos T: se puede unir a una
diana natural o disefiada
genéticamente sobre linfocitos T
(por ejemplo, CD3, CD28, CD134,
CD137, receptor de citocina)

Dominio de reconocimiento de
antigeno: puede consistir en
MAbs, scFV, ligandos, péptidos o
TCR solubles

Dominio de activacion de células
NK: se puede unir a una diana
natural o disefiada genéticamente
sobre células NK (por ejemplo,
CD16, NKG2D, NKp30, receptor
de citocinas)

MADb: anticuerpo monoclonal

scFv: fragmento variable de cadena simple

TCR: receptor de linfocitos T

FIG. 2
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Linfocito T de acoplamiento Linfocito T no transducido

SR

Célula tumoral positiva en AAT
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