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DESCRIPCION

Interruptores de células T con receptores de antigenos quiméricos y usos de los mismos
Antecedentes de la invencion

Las inmunoterapias, una vez consideradas “balas magicas” por el premio Nobel Paul Ehrlich, estan convirtiéndose
rapidamente en alternativas atractivas a las quimioterapias. Especificamente, las inmunoterapias que usan células T
modificadas genéticamente para “volver a ensefiar’ al sistema inmunitario a reconocer y eliminar células tumorales
malignas estan produciendo resultados emocionantes en ensayos clinicos en fase temprana. Tal terapia génica evita
muchos mecanismos de resistencia a la quimioterapia y es activa contra enfermedad con recidiva/refractaria,
ofreciendo una esperanza realista de una terapia curativa. Sin embargo, las técnicas de terapia génica se han
encontrado con riesgos significativos en la practica clinica incluyendo desregulacion inmunitaria crénica e incluso
muerte. En la busqueda de inmunoterapias mejoradas, se ha establecido un método de activacion y desactivacion
selectiva de células T modificadas genéticamente, que es tanto mas seguro como mas versatil que terapias efectoras
que estan actualmente sometiéndose a prueba en la practica clinica.

La transferencia adoptiva de células T con receptores de antigenos quiméricos modificadas genéticamente (CAR-T)
proporciona al sistema inmunitario con la capacidad de reconocer y eliminar células tumorales. Esta terapia ha logrado
remisiones sostenidas en ensayos clinicos para pacientes con leucemia linfocitica cronica (CLL) y leucemia
linfoblastica aguda (ALL), y esta surgiendo rapidamente como una alternativa poderosa a la quimioterapia. A pesar de
estos éxitos, esta terapia padece problemas de seguridad graves debido a que la actividad persistente de las CAR-T
conduce a linfopenia tdxica, e hipogammaglobulinemia crénica para dianas hematoldgicas, y citdlisis fuera de diana
mortal para dianas de tumores sélidos. Tanada et al., 2012 Clin Cancer Res, 18(23):6436-6445 dan a conocer la
redireccion de células T modificadas genéticamente hacia diversos tipos de cancer usando anticuerpos etiquetados.
Kim et al, 2012; Journal of the American Chemical Society; 134(24):9918-9921 dan a conocer la sintesis de
anticuerpos bioespecificos usando aminoacidos no naturales codificados genéticamente. Kim et al., 2013, Current
Opinion in Chemical Biology, 17(3):412-419 dan a conocer la conjugacion de proteinas con aminoacidos no naturales
codificados genéticamente.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico
(CAR-EC), comprendiendo el interruptor: (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID)
que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana
(TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID interacciona con una molécula de superficie en una
célula diana, y en el que el CAR-ID se une al TID por medio del aminoacido no natural.

La presente invencién también proporciona una composicién que comprende una pluralidad de interruptores para
activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), en la que un interruptor de la pluralidad de
interruptores comprende (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona
con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interacciéon con la diana (TID) que
comprende un aminoacido no natural, en la que el TID interacciona con una molécula de superficie en una célula
diana, en la que el CAR-ID se une al TID por medio del aminoacido no natural, y en la que al menos aproximadamente
el 60% de los interruptores son estructuralmente homologos.

La presente invencion también proporciona un primer interruptor de célula efectora con receptor de antigeno quimérico
(CAR-EC) para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad, comprendiendo el interruptor: (i) un primer
dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno
quimérico en la CAR-EC; vy (ii) un primer dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no
natural, en el que el TID interacciona con una primera molécula de superficie en una célula diana y en el que el TID
comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural, en el que el
método comprende administrar el primer interruptor de CAR-EC y administrar ademas una primera célula efectora con
receptor de antigeno quimérico que comprende un receptor de antigeno quimérico que se une al primer CAR-ID del
primer interruptor de CAR-EC a un sujeto.

Se dan a conocer en el presente documento interruptores de células efectoras con receptor de antigeno quimérico
(CAR-EC) que comprenden: (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que
comprende una molécula pequefia; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido
no natural. El CAR-ID puede interaccionar con un receptor de antigeno quimérico (CAR) en una célula efectora. La
célula efectora puede ser una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC). El dominio de interaccion
con la diana (TID) puede interaccionar con una molécula de superficie en una célula diana. EI CAR-ID puede unirse al
TID. ElI CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID. El CAR-ID puede unirse de manera especifica de
sitio al aminoacido no natural del TID. EI TID puede comprender un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El fragmento
de anticuerpo puede comprender un Fab. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede comprender al menos una
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porcidon de una inmunoglobulina. Los interruptores de CAR-EC pueden comprender ademas un ligador. El ligador
puede unir el CAR-ID al TID. El ligador puede unir de manera especifica de sitio el CAR-ID al TID. El ligador puede
unir de manera especifica de sitio el CAR-ID al aminoacido no natural del TID. El ligador puede unir el CAR-ID al TID
a través de uno o mas grupos quimicos. El grupo quimico puede seleccionarse del grupo que consiste en oxima,
triazol, ciclooctino, tetrazina, ciclopropeno, norborneno, trans-cicloocteno y selenocisteina. El grupo quimico puede
formarse entre el ligador y el TID. Alternativa o adicionalmente, el grupo quimico puede formarse entre el ligador y el
CAR-ID. Los interruptores de CAR-EC pueden comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El uno o mas
ligadores adicionales pueden unir un TID adicional al CAR-ID. Alternativa o adicionalmente, el uno o mas ligadores
adicionales pueden unir un CAR-ID adicional al TID. El uno o mas ligadores adicionales pueden conjugarse con el
TID. Alternativamente, el uno o mas ligadores adicionales pueden conjugarse con el CAR-ID. El uno o mas ligadores
adicionales pueden conectar el CAR-ID a un ligador que se une al TID. El ligador puede presentar una longitud de
aproximadamente 25 A. El ligador puede proporcionar una distancia entre el CAR-ID y TID de aproximadamente 2,5
A a aproximadamente 100 A. EI CAR-ID puede ser un hapteno. El CAR-ID puede comprender FITC o derivados del
mismo. El CAR-ID puede seleccionarse de DOTA, dinitrofenol, biotina y derivados de los mismos. El TID puede
comprender un polipéptido que comprende el aminoacido no natural. El polipéptido puede basarse en o derivarse de
un anticuerpo o fragmento del mismo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de aminoacido del
anticuerpo o fragmento a partir del cual el polipéptido se basa o se deriva. El polipéptido puede basarse en o derivarse
de la cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un aminoacido de la cadena ligera
del anticuerpo a partir del cual el polipéptido se basa o se deriva. Por ejemplo, el aminoacido no natural puede
reemplazar a un residuo de serina de la cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a la
serina 202 de la cadena ligera del anticuerpo o un homélogo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar
a un residuo de glicina de la cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a la glicina 68
de la cadena ligera del anticuerpo o un homdlogo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un
residuo de treonina de la cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a la treonina 109
de la cadena ligera del anticuerpo o un homdlogo de la misma. El polipéptido puede basarse en o derivarse de una
cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de lisina de la cadena pesada
del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a la lisina 136 de la cadena pesada del anticuerpo o un
homologo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de alanina de la cadena pesada del
anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a la alanina 123 de la cadena pesada del anticuerpo o un
homadlogo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de serina de la cadena pesada del
anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a la serina 74 de la cadena pesada del anticuerpo o un
homadlogo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de aminoacido de la cadena ligera
del anticuerpo y un residuo de aminoacido de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede
reemplazar a un residuo de glicina de la cadena ligera del anticuerpo y un aminoacido de la cadena pesada del
anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de glicina de la cadena ligera del anticuerpo y un
residuo de serina de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de
serina de la cadena pesada del anticuerpo y un residuo de aminoacido de la cadena ligera del anticuerpo. El residuo
de glicina de la cadena ligera del anticuerpo puede ser la glicina 68 o un homdlogo de la misma. El residuo de serina
de la cadena pesada del anticuerpo puede ser la serina 74 o un homélogo de la misma. El aminoacido no natural
puede reemplazar a un residuo de serina de la cadena ligera del anticuerpo y un aminoacido de la cadena pesada del
anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de serina de la cadena ligera del anticuerpo y un
residuo de lisina de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de
lisina de la cadena pesada del anticuerpo y un residuo de aminoacido de la cadena ligera del anticuerpo. El residuo
de serina de la cadena ligera del anticuerpo puede ser la serina 202 o un homélogo de la misma. El residuo de serina
de la cadena pesada del anticuerpo puede ser la lisina 136 o un homélogo de la misma. El TID puede basarse en o
derivarse de un anticuerpo seleccionado de anticuerpo anti-EGFRuvIII, anticuerpo anti-CD33, anticuerpo anti-CLL-1,
anticuerpo anti-CEA, anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-BCMA, anticuerpo anti-CS1 y fragmentos de los mismos.
El TID puede seleccionarse de un anticuerpo anti-EGFR, anticuerpo anti-Her2 y fragmentos de los mismos. El CAR-
ID puede comprender FITC y el TID puede comprender un anticuerpo anti-CD19 o un fragmento del mismo. El CAR-
ID puede comprender FITC y el TID puede comprender un anticuerpo anti-Her2 o un fragmento del mismo. El CAR-
ID puede comprender FITC y el TID puede seleccionarse de un anticuerpo anti-CS1, anticuerpo anti-BCMA, anti-CLL1
anticuerpo, anticuerpo anti-CD33, o un fragmento de los mismos. El TID puede estar codificado por un nucleétido de
una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un polipéptido de
una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender un polipéptido
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. La célula diana puede ser una célula
cancerosa. La pureza de una pluralidad de interruptores de CAR-EC puede ser de al menos aproximadamente el 90%.
La homogeneidad de una pluralidad de interruptores de CAR-EC puede ser de al menos aproximadamente el 90%.
La homogeneidad estructural de una pluralidad de interruptores de CAR-EC puede ser de al menos aproximadamente
el 90%.

Se dan a conocer adicionalmente en el presente documento interruptores de CAR-EC que comprenden (a) un dominio

de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que se
une a una molécula de superficie en una diana, en los que el CAR-ID y el TID no comprenden dos o mas aminoacidos
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conectados por un enlace amida. El CAR-ID puede comprender de uno a cinco aminoacidos. El TID puede comprender
de uno a cinco aminoacidos. Los interruptores de CAR-EC pueden tener una masa molar de menos de
aproximadamente 1500 Da. Los interruptores de CAR-EC pueden tener una masa molar de menos de
aproximadamente 2500 Da. Los interruptores de CAR-EC pueden comprender ademas un ligador. El ligador puede
unir el CAR-ID al ligador. EI CAR-ID y el TID pueden unirse de manera especifica de sitio a través del ligador. Los
interruptores de CAR-EC pueden comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El uno o mas ligadores
adicionales pueden unir el CAR-ID a un TID adicional. Alternativa o adicionalmente, el uno o mas ligadores pueden
unir el TID a un CAR-ID adicional. El uno o mas ligadores adicionales pueden conjugarse con el TID. Alternativamente,
el uno o mas ligadores adicionales pueden conjugarse con el CAR-ID. El uno o mas ligadores adicionales pueden
conectar el CAR-ID a un ligador que se une al TID. El CAR-ID puede seleccionarse de FITC, dinitrofenol, biotina y un
derivado de los mismos. El CAR-ID puede comprender FITC. El TID puede unirse a una diana que es al menos el 50%
homologa a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). El TID puede seleccionarse de acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico, un antagonista de receptor de colecistocinina B de molécula pequefia, una
hormona liberadora de hormona luteinizante de péptido de 10 meros, folato, un derivado de los mismos o una versién
modificada de los mismos. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico. El TID
puede comprender folato. El TID puede unirse a una diana que es al menos el 50% homodloga a un receptor
seleccionado de un receptor de folato, un receptor de hormona liberadora de hormona luteinizante y un receptor de
colecistocinina B. El CAR-ID puede comprender FITC y el TID puede unirse a una molécula de superficie que es al
menos el 50% homologa a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). El CAR-ID puede comprender
FITC y el TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil Jureido]pentanodioico. El CAR-ID puede comprender
FITC y el TID puede unirse a una molécula de superficie que es al menos el 50% homadloga a un receptor de folato. El
componente de union a receptor de antigeno quimérico puede comprender FITC y el TID puede comprender folato o
un derivado del mismo. La diana puede ser una célula cancerosa. La homogeneidad de una pluralidad de interruptores
de CAR-EC puede ser de al menos aproximadamente el 90%.

Se dan a conocer ademas en el presente documento interruptores de CAR-EC que comprenden: (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC o un derivado del mismo; (b) un dominio
de interaccion con la diana (TID) que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo; y (c) un ligador que une el
CAR-ID al TID. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede seleccionarse de un anticuerpo anti-Her2, anticuerpo
anti-CD19 o un fragmento de los mismos. La geometria de un interruptor de CAR-EC con el ligador puede ser diferente
de la geometria de un interruptor de CAR-EC sin el ligador. Por ejemplo, el angulo del CAR-ID con respecto al TID
puede alterarse mediante el ligador en comparacion con el angulo del CAR-ID con respecto al TID en un interruptor
sin un ligador. La distancia entre el CAR-ID y el TID en un interruptor con un ligador puede ser diferente de la distancia
entre el CAR-ID y el TID en un interruptor sin un ligador. Por ejemplo, la distancia entre el CAR-ID y el TID puede ser
mayor en un interruptor con un ligador que la distancia entre el CAR-ID y el TID en un interruptor sin el ligador.

Se da a conocer en el presente documento un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno
quimérico (CAR-EC), comprendiendo el interruptor: (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico
(CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con
la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID interacciona con una molécula de superficie
en una célula diana. ElI CAR-ID puede unirse al TID. El CAR-ID puede unirse al TID por medio del aminoacido no
natural. El CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al aminoacido no natural del TID. El interruptor puede
comprender ademas un ligador. El ligador puede unir el CAR-ID al TID. El ligador puede unir el CAR-ID al TID por
medio del aminoacido no natural. El ligador puede unir de manera especifica de sitio el CAR-ID al aminoacido no
natural del TID. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador
puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo
ciclooctino, o una combinacién de los mismos en uno o mas extremos terminales. El ligador puede comprender una o
mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender triazol. EIl CAR-ID puede comprender una molécula
pequefa. La molécula pequefia puede ser un hapteno. La molécula pequefia puede ser isotiocianato de fluoresceina
(FITC). EI TID puede conjugarse con un isotiocianato de FITC. El interruptor puede comprender ademas un ligador
que puede conjugarse con un isotiocianato de FITC. La molécula pequefia puede ser biotina. El TID puede basarse
en o derivarse de al menos una porcion de un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una
porcién de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). El TID puede basarse en o derivarse de al menos una
porcién de un anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porciéon de un dominio
variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una
porcidon de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-
CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de
un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20,
anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede estar
codificado por un nucleétido de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede estar codificado por una secuencia
de nucledtidos que es al menos aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede
comprender un polipéptido de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. EI TID puede
comprender un polipéptido de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El aminoacido
no natural puede insertarse en la porcién del anticuerpo a partir de la cual el TID puede basarse o derivarse. El
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aminoacido no natural puede reemplazar a un aminoacido del anticuerpo a partir del cual el TID puede basarse o
derivarse. El aminoacido no natural puede ser p-acetilfenilalanina (pAcF). El aminoacido no natural puede ser p-
azidofenilalanina (pAzF). El aminoacido no natural puede insertarse en la cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido
no natural puede insertarse en la cadena pesada del anticuerpo.

Se dan a conocer ademas en el presente documento células efectoras con receptores de antigenos quiméricos que
expresan uno o mas receptores de antigenos quiméricos (CAR). El uno o mas CAR pueden comprender un anticuerpo
anti-FITC o fragmento del mismo. El anticuerpo anti-FITC o fragmento del mismo puede seleccionarse de scFv 4-4-20
murino, scFv 4D5FIu quimérico, scFv 4M5.3 murino y scFv FITC-E2 humano. El CAR puede estar codificado por uno
o0 mas polinucledtidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4. El CAR puede estar codificado por un polinucleétido que es
al menos aproximadamente el 70% idéntico a uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4.

Se da a conocer en el presente documento una composicion que comprende una pluralidad de interruptores para
activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), en la que un interruptor de la pluralidad de
interruptores comprende (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona
con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que
interacciona con una molécula de superficie en una célula diana, en la que al menos aproximadamente el 60% de los
interruptores son estructuralmente homdlogos. Al menos aproximadamente el 80% de los interruptores pueden ser
estructuralmente homdlogos. El CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. La molécula pequeiia puede ser
isotiocianato de fluoresceina (FITC). La molécula pequefia puede ser biotina. La molécula pequefia puede ser
dinitrofenol. El TID puede comprender una molécula pequefia. La molécula pequefia puede ser acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. La molécula pequefia puede ser folato o un derivado
del mismo. EI TID puede basarse en o derivarse de al menos una porciéon de un anticuerpo. El TID puede basarse en
o derivarse de al menos una porcién de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). El TID puede basarse en o
derivarse de al menos una porcién de un anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una
porcidon de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o
derivarse de al menos una porcion de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22,
anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede basarse en o derivarse de
al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El
TID puede estar codificado por un nucleétido de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede estar codificado por
una secuencia de nucledtidos que es al menos aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-
9. EI TID puede comprender un polipéptido de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. EI TID puede comprender una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-
17. EI TID puede comprender un polipéptido de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-
56. El TID puede comprender un aminoacido no natural. El aminoacido no natural puede ser p-acetilfenilalanina (pAcF).
El aminoacido no natural puede ser p-azidofenilalanina (pAzF). El interruptor de la pluralidad de interruptores puede
comprender ademas un ligador. El ligador puede unir el CAR-ID al TID. El ligador puede unir el CAR-ID un TID por
medio de un aminoacido no natural. El ligador puede unir de manera especifica de sitio el CAR-ID a un aminoacido no
natural del TID. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador
puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo
ciclooctino, o una combinacién de los mismos en uno o mas extremos terminales. El ligador puede comprender una o
mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender triazol.

Se da a conocer en el presente documento una composicion que comprende una pluralidad de interruptores para
activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), en la que un interruptor de la pluralidad de
interruptores comprende (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona
con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interacciéon con la diana (TID) que
comprende un polipéptido, en la que el CAR-ID se une al mismo sitio predeterminado en el TID en al menos el 60%
de los interruptores. EI CAR-ID puede unirse al mismo sitio predeterminado en el TID en al menos aproximadamente
el 80% de los interruptores. EI CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. La molécula pequefia puede ser
isotiocianato de fluoresceina (FITC). La molécula pequefia puede ser biotina. La molécula pequefia puede ser
dinitrofenol. El TID puede comprender una molécula pequefia. La molécula pequefia puede ser acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. La molécula pequefia puede ser folato o un derivado
del mismo. El TID puede comprender una molécula pequena. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una
porcién de un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de un fragmento variable de
cadena sencilla (scFv). El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de un anticuerpo anti-CD19. El
TID puede basarse en o derivarse de al menos una porciéon de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un
anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y
anti-Her2. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-
CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede estar codificado por un nucleétido de una cualquiera
de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede estar codificado por una secuencia de nucledtidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un polipéptido de
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una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender un polipéptido
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un aminoacido
no natural. EI aminoacido no natural puede ser p-acetilfenilalanina (pAcF). El aminoacido no natural puede ser p-
azidofenilalanina (pAzF). El interruptor de la pluralidad de interruptores puede comprender ademas un ligador. El
ligador puede unir el CAR-ID al TID. El ligador puede unir el CAR-ID al TID por medio de un aminoacido no natural. El
ligador puede unir de manera especifica de sitio el CAR-ID a un aminoacido no natural del TID. El ligador puede ser
un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador
homobifuncional. El ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinacion
de los mismos en uno o mas extremos terminales. El ligador puede comprender una o mas subunidades de
polietilenglicol. El ligador puede comprender triazol. El sitio predeterminado en el TID puede ser un residuo de
aminoacido. El residuo de aminoacido puede ser un aminoacido no natural. El aminoacido no natural puede ser p-
acetilfenilalanina (pAcF). El aminoacido no natural puede ser p-azidofenilalanina (pAzF).

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccién de interruptores de CAR-EC, que
comprenden unir de manera especifica de sitio un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-
ID) a un dominio de interaccién con la diana (TID), produciendo de ese modo un interruptor de CAR-EC. Alternativa o
adicionalmente, el método de produccién de un interruptor de CAR-EC puede comprender (a) producir un dominio de
interaccion con la diana (TID) incorporando un aminoacido no natural en un polipéptido; y (b) poniendo en contacto el
TID con un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID), produciendo de ese modo un
interruptor de CAR-EC. El método puede comprender ademas acoplar un primer ligador al TID para producir un primer
producto intermedio de interruptor que comprende el TID y el primer ligador. El primer ligador puede acoplarse al TID
mediante ligaciéon de oxima. El método puede comprender ademas acoplar un segundo ligador al CAR-ID para producir
un segundo producto intermedio de interruptor que comprende el CAR-ID y el segundo ligador. El segundo ligador
puede acoplarse al CAR-ID mediante ligacion de oxima. Poner en contacto el TID con el CAR-ID puede comprender
poner en contacto el primer producto intermedio de interruptor con el segundo producto intermedio de interruptor.
Poner en contacto el primer producto intermedio de interruptor con el segundo producto intermedio de interruptor
puede comprender realizar una reaccién de quimica “click”. Poner en contacto el primer producto intermedio de
interruptor con el segundo producto intermedio de interruptor puede comprender realizar una reaccion de cicloadicion.
La reaccion de cicloadicion puede ser una reaccion de cicloadicion [3+2].

Se da a conocer en el presente documento un método de produccion de un interruptor que comprende (a) un dominio
de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID),
comprendiendo el método: (a) acoplar un primer ligador al TID para producir un primer producto intermedio de
interruptor que comprende el primer ligador conjugado al TID; (b) acoplar el primer producto intermedio de interruptor
al CAR-ID, produciendo de ese modo el interruptor. EI método puede comprender ademas acoplar un segundo ligador
al CAR-ID para producir un segundo producto intermedio de interruptor que comprende el segundo ligador conjugado
al CAR-ID. Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender acoplar el primer
producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor. Acoplar el primer ligador al TID puede
comprender una ligaciéon de oxima. El segundo ligador puede comprender un ciclooctino. Acoplar el primer producto
intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una reaccion de
cicloadicion. El primer ligador puede comprender una azida. La reaccion de cicloadicion puede comprender hacer
reaccionar el ciclooctino del segundo ligador con la azida del primer ligador. La reaccion de cicloadicion puede
comprender una reaccion de cicloadicion [3+2]. El TID puede comprender una molécula pequefia. La molécula
pequefia puede ser acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. La molécula
pequefia puede ser folato o un derivado del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de
un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un fragmento variable de cadena
sencilla (scFv). El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de un anticuerpo anti-CD 19. El TID
puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un
anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y
anti-Her2. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-
CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede estar codificado por un nucleétido de una cualquiera
de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede estar codificado por una secuencia de nucledtidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un polipéptido de
una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender un polipéptido
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un aminoacido
no natural. EI aminoacido no natural puede ser p-acetilfenilalanina (pAcF). El aminoacido no natural puede ser p-
azidofenilalanina (pAzF). EI CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). La molécula pequefia
puede ser biotina. La molécula pequefia puede ser dinitrofenol. El primer ligador puede ser un ligador bifuncional. El
primer ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El primer ligador puede ser un ligador homobifuncional. El primer
ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinacién de los mismos en
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uno o mas extremos terminales. El primer ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol. El
primer ligador puede comprender ciclooctino. El primer ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El primer
ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El segundo ligador puede ser
un ligador bifuncional. El segundo ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El segundo ligador puede ser un
ligador homobifuncional. El segundo ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino,
0 una combinacion de los mismos en uno o mas extremos terminales. El segundo ligador puede comprender una o
mas subunidades de polietilenglicol. El segundo ligador puede comprender ciclooctino. El segundo ligador puede ser
un ligador de PEG-ciclooctino. El segundo ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un
1,2,4-triazol.

Se dan a conocer en el presente documento kits que comprenden cualquiera de los interruptores de células efectoras
con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) dados a conocer. El kit puede comprender ademas una CAR-EC. La
CAR-EC puede comprender un receptor de antigeno quimérico (CAR) que interacciona con un dominio de interaccion
con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) del interruptor de CAR-EC. La CAR-EC puede comprender una célula T
que expresa el CAR. El kit puede comprender ademas uno o mas interruptores de CAR-EC adicionales dados a
conocer en el presente documento. Los interruptores de CAR-EC pueden ser diferentes. Los interruptores de CAR-
EC pueden comprender dominios de interaccion con la diana (TID) diferentes. Los interruptores de CAR-EC pueden
comprender CAR-ID diferentes. Los interruptores de CAR-EC pueden ser similares. Los interruptores de CAR-EC
pueden comprender el mismo TID. Los interruptores de CAR-EC pueden comprender el mismo CAR-ID.

Se dan a conocer en el presente documento kits que comprenden un primer producto intermedio de interruptor. El
primer producto intermedio de interruptor puede comprender un dominio de interaccion con receptor de antigeno
quimérico (CAR-ID). El primer producto intermedio de interruptor puede comprender ademas un primer ligador. El
primer ligador puede conjugarse con el CAR-ID. El kit puede comprender ademas un segundo producto intermedio de
interruptor. El segundo producto intermedio de interruptor puede comprender un primer dominio de interaccién con la
diana (TID). El segundo producto intermedio de interruptor puede comprender ademas un segundo ligador. El segundo
ligador puede conjugarse con el primer TID. El kit puede comprender ademas una CAR-EC. La CAR-EC puede
comprender un receptor de antigeno quimérico (CAR) que interacciona con un dominio de interaccion con receptor de
antigeno quimérico (CAR-ID) del interruptor de CAR-EC. La CAR-EC puede comprender una célula T que expresa el
CAR. EI kit puede comprender ademas uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales. EI uno o mas
productos intermedios de interruptor pueden comprender uno o mas CAR-ID adicionales. Los CAR-ID del uno o mas
productos intermedios de interruptor adicionales pueden ser diferentes del CAR-ID del primer producto intermedio de
interruptor. Los CAR-ID del uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales pueden ser iguales que el
CAR-ID del primer producto intermedio de interruptor. El uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales
que comprenden el CAR-ID pueden comprender ademas un ligador. El ligador del uno o mas productos intermedios
de interruptor adicionales que comprende el CAR-ID puede ser diferente del primer ligador del primer producto
intermedio de interruptor. El ligador del uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales que comprenden
el CAR-ID puede ser igual que el primer ligador del primer producto intermedio de interruptor. Alternativa o
adicionalmente, el uno o mas productos intermedios de interruptor pueden comprender uno o mas TID adicionales.
Los TID del uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales pueden ser diferentes del TID del segundo
producto intermedio de interruptor. Los TID del uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales pueden
ser iguales que el TID del segundo producto intermedio de interruptor. El uno o mas productos intermedios de
interruptor adicionales que comprende el TID pueden comprender ademas un ligador. El ligador del uno o mas
productos intermedios de interruptor adicionales que comprenden el TID puede ser diferente del segundo ligador del
segundo producto intermedio de interruptor. El ligador del uno o mas productos intermedios de interruptor adicionales
que comprenden el TID puede ser igual que el segundo ligador del segundo producto intermedio de interruptor.

Se dan a conocer ademas en el presente documento compuestos de formula XIll:
A-L-B (féormula XIII)
en la que:

A es un derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado de acido 2-(4-((2-amino-4-oxo-
3,4-dihidropteridin- 6-il)metilamino)benzamido)pentanodioico (folato);

L es un enlace o un ligador; y
B es un derivado de fluoresceina o un derivado de biotina.
En algunas realizaciones, A de férmula XIlI (A-L-B) es un derivado de acido 2-[3-(1,3-

dicarboxipropil)ureido]pentanodioico. El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de
férmula XIV:
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(Formula XI1V)

en la que:
Q se selecciona del grupo que consiste en:

N=N

) )

Na _NH

ﬁ)o R
/ ’ / y / ;

E se selecciona del grupo que consiste en:

O
/\,ﬁ\,\ S B\ /\,ﬁ\,\ /\/E\/\
N" "N NN N” "N \
R' R OH R' R? OH
b ? 'y
X es alquileno C+-Cs o alquileno C1-C4(C=0)-; y

cada R’ se selecciona independientemente de hidrogeno, alquilo C1-C4 o haloalquilo C+-Ca.

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de formula XIVa:

O X/\
JEPN

R'00C N™ N COOR'
R' R!

OOR'

Férmula (XIVa).

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser el derivado de acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico de férmula lib:

O X’\
XA

HOOC N N COOH
H H

OOH

Férmula (XIVb).

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de formula XIVc:
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Ty 7

HOOC COOH
Férmula (XIVc).

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de formula XIVd:

Cadl

HOOC COOH
5 Férmula (XIVd).

En algunas realizaciones, A de formula XlII (A-L-B) es un derivado de folato. El derivado de folato puede seleccionarse
del grupo que consiste en:

)@(ﬁ\ /gc:)om Raj&ﬁ?\/
Eors ey

10 , 12 )

R' es hidrégeno, alquilo C4-C4 o haloalquilo C1+-Cs; y

15
en las que:

20 cada R3 se selecciona independientemente de hidrogeno, halégeno, alquilo C+-C4 y alcoxilo C4-Ca.

El derivado de folato puede ser:
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El derivado de folato puede ser:

0O N COOH
H

En algunas realizaciones, B de formula XllII (A-L-B) es un derivado de fluoresceina. El derivado de fluoresceina puede
seleccionarse de formula XV y férmula XVI:

Férmula (XV) Férmula (XVI)
en las que:
R? es -C(=0)O(R") 0 -C(=O)N(R?);
cada R? se selecciona independientemente de hidrogeno y alquilo C1+-Cs4; 0
dos R@ tomados juntos forman un anillo de heterociclilo opcionalmente sustituido;
cada R3 se selecciona independientemente de hidrogeno, halégeno, alquilo C+-C4 y alcoxilo C4-Cq;
p es 0-3;
R* es hidrégeno, alquilo C4-C4, -C(=0)alquilo C1-C4 0 -CH2-C(=O)OR"; y
R' es hidrégeno, alquilo C4-C4 0 haloalquilo C4-Ca.

El derivado de fluoresceina de formula XV puede ser de formula XVa:

10
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2,

X coon OH
Férmula (XVa).

El derivado de fluoresceina de férmula XVI puede ser de formula XVla:

Férmula (XVla).

B de formula XlII (A-L-B) puede ser un derivado de biotina. El derivado de biotina puede seleccionarse del grupo que
consiste en:

H

N
>=o

N

H

L de férmula XlII (A-L-B) puede ser un ligador. El ligador puede comprender un triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-
triazol. El triazol puede ser un 1,2,4-triazol. El ligador puede comprender un arilo o un heteroarilo. El ligador puede
comprender un arilo. El arilo puede ser fenilo. El fenilo puede estar disustituido. El fenilo disustituido puede ser fenilo
1,4-disustituido. El fenilo disustituido puede ser fenilo 1,3-disustituido. El fenilo puede estar trisustituido. El fenilo puede
estar tetrasustituido. Dos de los sustituyentes del fenilo sustituido pueden ser NO,. En algunos casos, el ligador no
comprende un sustituyente de bencilo. El ligador puede comprender una o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El
ligador puede comprender multiples unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 2 o mas unidades
de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 3 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 4 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 5 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 6 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 7 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 8 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 9 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 10 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 11 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 12 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 13 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 14 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender una amida en un extremo. El ligador puede comprender una amida
en un extremo y una amina en el otro extremo. El ligador puede comprender una amida en un extremo y un triazol en
el otro extremo.

El ligador puede seleccionarse del grupo que consiste en:

11
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La formula Xl (A-L-B) puede ser de férmula Xllla:

/VO\/\O/\/O\/\N
ANy S

N=N

10

Foérmula (Xlla).

15 A de férmula Xllla puede ser

/
N1

HOOC N N COOH
H H

La férmula XIIl puede ser de formula Xllib:
20
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OH

Foérmula (XIlb).

A puede ser

o\

0 N COOH
H

Se da a conocer en el presente documento un producto intermedio de interruptor para activar una célula efectora con
receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), comprendiendo el producto intermedio de interruptor: (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende una molécula pequefia, en el que el CAR-
ID interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un ligador conectado al CAR-ID, en el que
el ligador no comprende una region que interacciona con la CAR-EC y el ligador no comprende una regiéon que
interacciona con una molécula de superficie en una célula diana. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador
puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender
un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinaciéon de los mismos en uno o mas extremos
terminales. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender
ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede
ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). El CAR-ID
puede comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol.

Se da a conocer en el presente documento un producto intermedio de interruptor para activar una célula efectora con
receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), comprendiendo el producto intermedio de interruptor: (a) un dominio de
interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID interacciona con una molécula
de superficie en una célula diana; y (b) un ligador conectado al TID, en el que el ligador no comprende una region que
interacciona directamente con la CAR-EC y el ligador no comprende una region que interacciona directamente con la
célula diana. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador
puede comprender un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol
(PEG). El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10
subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender
al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede
comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede
estar unido al TID por medio de una ligaciéon de oxima. El TID puede comprender una molécula pequefia. La molécula
pequefia puede ser acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. La molécula
pequefia puede ser folato o un derivado del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de
un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un fragmento variable de cadena
sencilla (scFv). El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porciéon de un anticuerpo anti-CD19. El TID
puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un
anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti- CS1, anti-EGFR y
anti-Her2. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-
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CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede estar codificado por un nucleétido de una cualquiera
de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede estar codificado por una secuencia de nucledtidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un polipéptido de
una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender un polipéptido
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un aminoacido
no natural. EI aminoacido no natural puede ser p-acetilfenilalanina (pAcF). El aminoacido no natural puede ser p-
azidofenilalanina (pAzF).

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de tratamiento de un estado que comprende administrar
uno o mas interruptores de células efectoras con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) dados a conocer en el
presente documento o una composicion farmacéutica de los mismos a un sujeto que lo necesita. El método puede
comprender ademas administrar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) que comprende
un receptor de antigeno quimérico (CAR) al sujeto que lo necesita. El interruptor de CAR-EC y la CAR-EC pueden
administrarse simultaneamente. El interruptor de CAR-EC y la CAR-EC pueden administrarse secuencialmente. El
CAR puede interaccionar con un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) del interruptor
de CAR-EC. ElI CAR-ID puede comprender un derivado de fluoresceina o el derivado de biotina. El interruptor de CAR-
EC puede comprender un dominio de interaccién con la diana (TID). El TID puede comprender una molécula pequenia.
La molécula pequefia puede ser acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. La
molécula pequefia puede ser folato o un derivado del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una
porcién de un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de un fragmento variable de
cadena sencilla (scFv). El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de un anticuerpo anti-CD19. El
TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcion de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un
anticuerpo anti-CD19. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y
anti-Her2. El TID puede basarse en o derivarse de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-
CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2. El TID puede estar codificado por un nucleétido de una cualquiera
de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede estar codificado por una secuencia de nucledtidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un polipéptido de
una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El TID puede comprender un polipéptido
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 70% idéntica a una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un aminoacido
no natural. EI aminoacido no natural puede ser p-acetilfenilalanina (pAcF). El aminoacido no natural puede ser p-
azidofenilalanina (pAzF). El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador
bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender un ligador homobifuncional.
El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender al menos
cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede
comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El
ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El
ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. EI CAR puede comprender un anticuerpo anti-FITC o fragmento
del mismo. El estado puede ser un cancer.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de tratamiento de una enfermedad o estado que comprenden
administrar un primer interruptor de célula efectora con antigeno quimérico (CAR-EC)que comprende un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) y un dominio de interaccion con la diana (TID) a un sujeto
que lo necesita. El método puede comprender ademas administrar una célula efectora con receptor de antigeno
quimérico (CAR-EC) que comprende un receptor de antigeno quimérico (CAR) que une al CAR-ID del interruptor de
CAR-EC al sujeto. El interruptor de CAR-EC y la CAR-EC pueden administrarse simultaneamente. El interruptor de
CAR-EC y la CAR-EC pueden administrarse secuencialmente. El método puede comprender ademas administrar un
segundo interruptor de CAR-EC. El primer interruptor de CAR-EC puede unirse a una primera molécula de superficie
en una primera diana y el segundo interruptor de CAR-EC puede unirse a una segunda molécula de superficie en una
segunda diana. El primer interruptor y el segundo interruptor pueden administrarse simultdneamente. El primer
interruptor y el segundo interruptor pueden administrarse secuencialmente. La primera molécula de superficie y la
segunda molécula de superficie pueden ser diferentes. La primera molécula de superficie y la segunda molécula de
superficie pueden ser iguales. La primera diana y la segunda diana pueden ser diferentes. La primera diana y la
segunda diana pueden ser iguales. La primera molécula de superficie y la segunda molécula de superficie pueden
estar en dianas diferentes. La primera molécula de superficie y la segunda molécula de superficie pueden ser la misma
diana. El primer interruptor de CAR-EC y el segundo interruptor de CAR-EC pueden unirse al mismo receptor de
antigeno quimérico (CAR) en una CAR-EC. El método puede comprender ademas administrar una o mas CAR-EC
adicionales. Las CAR-EC pueden ser iguales. Las CAR-EC pueden ser diferentes. La CAR-EC puede seleccionarse
de una célula T, una célula B efectora, una célula citolitica natural, un macréfago y un progenitor de los mismos. La
CAR-EC puede ser una célula T. La célula T puede seleccionarse de una célula T sin tratamiento previo, una célula
de célula T madre de memoria, una célula T de memoria central, una célula T de memoria efectora, una célula T
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auxiliar, una célula T CD4+, una célula T CD8+, una célula T CD8/CD4+, una célula T a3, una célula T v, una célula
T citotoxica, una célula T citolitica natural, una célula citolitica natural, un macréfago. El CAR de la CAR-EC puede
comprender un anticuerpo o fragmento del mismo. El anticuerpo puede comprender un anticuerpo anti-FITC o
fragmento del mismo. El fragmento del mismo puede ser un scFv. El CAR de la CAR-EC puede estar codificado por
uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4. El CAR puede estar codificado por un polinucleétido
que es al menos aproximadamente el 70% idéntico a uno o mas polinucledtidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4. El
estado puede ser un cancer. El cancer puede seleccionarse de un cancer con recidiva, un cancer refractario, un
glioblastoma, un cancer de ovario, un cancer de préstata, un cancer de prostata refractario a hormonas y un cancer
de mama. El cancer puede comprender un tumor seleccionado de un tumor liquido o un tumor sélido. El cancer puede
comprender un tumor heterogéneo. El cancer puede ser un tumor maligno hematolégico. El tumor maligno
hematolégico puede seleccionarse de leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, un linfoma de células del
manto, una leucemia prolinfocitica de células B, un linfoma de células grandes difuso, un linfoma folicular y mieloma
multiple. El tumor maligno hematologico puede ser un tumor maligno de células B. El tumor maligno hematolégico
puede ser un tumor maligno hematoldgico positivo para CD19. El estado puede ser una infeccion.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra un ejemplo no limitativo de una plataforma de CAR-EC conmutable basada en FITC.

La figura 2A muestra un esquema de un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un Fab anti-CD 19
con ejemplos no limitativos de sitios de aminoacidos naturales que pueden reemplazarse por el aminoacido no natural
p-acetilfenilalanina (pAcF). HC indica cadena pesada y LC indica cadena ligera.

La figura 2B muestra una reaccion de conjugacion de dos etapas que consiste en una reaccion de oxima seguida por
una reaccion “click” en la que se usa una cetona de un residuo de p-acetilfenilalanina (pAcF) como asa quimica para
modificar la proteina con un ligador de N3-TEG-ONH- heterobifuncional. En este esquema, FITC se modifica con un
ligador que termina en un ciclooctino, que puede unirse mediante quimica “click” a la proteina modificada.

La figura 3 muestra los resultados de los ensayos de citotoxicidad de FITC-CAR-EC a razones de E:T de 10:1y 24
horas de incubacion. La figura 3A muestra la citotoxicidad de 4 constructos de FITC-CAR-EC contra células IM-9 con
un interruptor de FITC anti-CD19 conjugado en LC S202. La figura 3B muestra la citotoxicidad de 4 constructos de
FITC-CAR-EC contra células K562 con un interruptor de FITC anti-CD19 conjugado en LC S202. La figura 3C muestra
la citotoxicidad de FITC-CAR-EC 4M5.3 contra células IM-9 con interruptores de FITC conjugados en HC K136, LC
S202, ambos o conjugacion inespecifica (por ejemplo, al azar). La figura 3D muestra la citotoxicidad de FITC-CAR-EC
4M5.3 contra células SKBR3 con un interruptor de Her2 conjugado en LC S202 o de manera inespecifica (por ejemplo,
al azar). LC indica cadena ligera.

La figura 4A muestra un esquema de la conjugacion por medio de p-azidofenilalanina (pAzF). El aminoacido no natural
pAzF se incorpora en anti-CD19 para producir un sustrato proteinogénico para la conjugacion “click” de una sola etapa
con una molécula de FITC modificada con un ligador de ciclooctino.

La figura 4B muestra un diagrama de flujo para someter a prueba la eficacia de los CAR-EC en tres modelos de raton.

La figura 5A representa la estructura del acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico y FITC unidos mediante
un ligador de TriA.

La figura 5B representa el esquema de sintesis del interruptor de CAR-EC de acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico-TriA-FITC.

La figura 5C muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad de 24 h de células anti-FITC-CAR T que seleccionan
como diana células de cancer de prostata C4-2 (PSMA+) con diluciones en serie de P-TriA-FITC. Cada concentracion
se llevd a cabo por triplicado. Los resultados se muestran como porcentaje promedio de citotoxicidad.

La figura 6A representa la estructura del interruptor de folato-FITC.

Las figuras 6B-C muestran los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de anti-FITC-CAR-EC incubados
conjuntamente con células dianas KB (FR+) (figura 6B) o A549 (FR-) (figura 6C) en presencia de concentraciones
variables de un interruptor de folato-FITC. Cada concentracién se llevé a cabo por triplicado. Los resultados se
muestran como porcentaje promedio de citotoxicidad.

La figura 7 representa el antagonista de CCK2R Z360.

La figura 8 representa [D-Lys6]-LHRH, una version proteoliticamente estable de LHRH natural (hormona liberadora de
hormona luteinizante).

La figura 9A representa sitios de mutacion en un anticuerpo anti-CD19 para la incorporacion de p-azidofenilalanina
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(pAzF) para producir un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural.

La figura 9B representa una conjugacion de una etapa, especifica de sitio de un producto intermedio de FITC-ligador
con diversos dominios de interaccién con la diana que comprenden Fab mutados por medio de una reaccion “click”.

Las figuras 10A-N muestran exploraciones de ESI-EM de interruptores de FITC-anticuerpo anti-CD19.

La figura 11 muestra la cromatografia de exclusion molecular de SDS-PAGE de interruptores de FITC-anticuerpo anti-
CD19.

La figura 12 muestra la citotoxicidad de interruptores de FITC-anticuerpo anti-CD19 tal como se mide mediante
citometria de flujo.

La figura 13 muestra la regresion de tumores positivos para PSMA en ratones tratados con interruptores basados en
P-TriA-FITC y células anti-FITC-CART.

Las figuras 14A-l muestran un esquema de interruptores a modo de ejemplo.

Las figuras 15A-H muestran un esquema de productos intermedios de interruptores a modo de ejemplo.
La figura 16 muestra un esquema a modo de ejemplo de la produccién de un interruptor.

Las figuras 17A-C muestran esquemas de reguladores de CAR-EC y las CAR-EC.

La figura 18 representa ligadores a modo de ejemplo.

La figura 19 representa ligadores heterobifuncionales.

La figura 20 muestra un esquema general para sintetizar ligadores bifuncionales.

La figura 21 muestra conjugados de FITC-anticuerpo anti-CD19 purificados mediante cromatografia de exclusion
molecular y caracterizados mediante SDS-PAGE.

La figura 22 muestra ESI-EM para conjugados de FITC-anticuerpo anti-CD19.
Descripcion detallada de la invencion

Las terapias con CAR-T actuales padecen métodos engorrosos y riesgos de seguridad inaceptables. Estas
importantes limitaciones son a menudo el resultado de métodos insuficientes para controlar la actividad de CAR-T.
Por ejemplo, las terapias con CAR-T anti-CD19 actuales dan como resultado aplasia de células B persistente. La
introduccion de un interruptor que controla la actividad de los CAR-T permitiria que la respuesta se apagase tras
eliminarse las células neoplasicas y permitiria que las células B volvieran a proliferar. Estudios preclinicos recientes
han demostrados que los sistemas de CAR-T pueden controlarse a través de un interruptor basado en anticuerpo, en
el que el anticuerpo se une a la célula diana (por ejemplo, célula cancerosa), lo que permite que la actividad se apague.
Aunqgue estos sistemas permiten conceptualmente la seleccién como diana conmutable de tumores usando CAR-T,
padecen una serie de limitaciones, tales como marcaje inespecifico de anticuerpos. El marcaje inespecifico de
anticuerpos usando cisteinas o lisinas produce a menudo productos heterogéneos que incluyen variantes que pueden
ser no funcionales, tener farmacocinética alterada, potencialmente inmunogénicas y/o dificiles de optimizar. Ademas,
los interruptores basados en anticuerpos que comprenden muiltiples regiones de unién a CAR-T en un Unico anticuerpo
producen un sustrato multivalente para la célula T que puede provocar activaciéon inespecifica.

La inmunogenicidad del receptor de antigeno quimérico (CAR) es también un problema. Por ejemplo, la expresion de
algunas proteinas foraneas (por ejemplo, avidina) en la superficie de células CAR-T puede activar una respuesta
inmunitaria no deseada. Ademas, la transduccion de sefiales por el CAR puede optimizarse para producir el mayor
efecto deseado sobre la diana (por ejemplo, célula cancerosa).

El desarrollo de interruptores de células CAR-T homogéneos con geometria precisa, actividad controlada y
especificidad puede ser critica para desarrollar una terapia con CAR-T que tenga la potencia y persistencia necesarias
para erradicar tumores malignos al tiempo que se mantiene un tratamiento seguro, controlable. Las composiciones,
los métodos, las plataformas y los kits dados a conocer en el presente documento abordan estas necesidades.

Se dan a conocer en el presente documento interruptores para su uso en la regulacién de la actividad de una célula
efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC). Generalmente, el interruptor comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID). El
interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores. El TID puede basarse en o derivarse de un polipéptido.
El polipéptido puede modificarse para comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El TID puede comprender
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una molécula pequefia. En algunos casos, el TID no comprende dos o mas aminoacidos conectados por un enlace
amida. El CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. En algunos casos, el CAR-ID no comprende dos o mas
aminoacidos conectados por un enlace amida.

Se dan a conocer en el presente documento interruptores para regular la actividad de una célula efectora con receptor
de antigeno quimérico (CAR-EC), comprendiendo el interruptor (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno
quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de
interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID interacciona con una molécula
de superficie en una célula diana.

Se dan a conocer en el presente documento interruptores para regular la actividad de una célula efectora con receptor
de antigeno quimérico (CAR-EC), comprendiendo el interruptor: (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno
quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de
interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una célula diana, en el que el CAR-
ID y el TID no comprenden dos o mas aminoacidos conectados por un enlace amida.

Se dan a conocer en el presente documento células efectoras que expresan receptores de antigenos quiméricos
(CAR-EC) e interruptores de células efectoras que expresan receptores de antigenos quiméricos (interruptores de
CAR-EC) utiles para el tratamiento de una variedad de enfermedades y estados. El interruptor de CAR-EC puede
comprender (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimeérico (CAR-ID) que comprende una molécula
pequefia; y (b) un dominio de interaccién con la diana (TID) que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede comprender un fragmento de unién a anticuerpo (fragmento Fab) o un
anticuerpo de longitud completa.

Se dan a conocer ademas en el presente documento interruptores de CAR-EC que comprenden (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende una primera molécula pequefa; y (b) un
dominio de interaccién con la diana (TID) que comprende una segunda molécula pequeia.

Se dan a conocer en el presente documento composiciones que comprenden una pluralidad de interruptores para
regular la actividad de una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), en las que un interruptor de
la pluralidad de interruptores comprende (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID)
que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana
(TID) que interacciona con una molécula de superficie en una célula diana, en las que al menos aproximadamente el
60% de los interruptores son estructuralmente homaélogos.

Se dan a conocer en el presente documento composiciones que comprenden una pluralidad de interruptores para
regular la actividad de una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), en las que un interruptor de
la pluralidad de interruptores comprende (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID)
que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana
(TID) que comprende un polipéptido, en la que el CAR-ID se une al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos
el 60% de los interruptores.

Los métodos de produccion de los interruptores y productos intermedios de interruptores dados a conocer en el
presente documento pueden proporcionar ventajosamente el control de la actividad de células CAR-EC, titulacion de
la reactividad fuera de diana, la supresion del sindrome de lisis tumoral (TLS), la atenuacién del sindrome de liberacion
de citocinas (CRS) y/o la optimizacion de la unién al interruptor de CAR-EC mediante afinidad, valencia, geometria,
longitud del ligador y/o quimica del ligador a través de conjugacion especifica de sitio de componentes/regiones de
interruptores de CAR-EC.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de produccién de un interruptor para regular la actividad de una
célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC). El método puede comprender (a) obtener un dominio
de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural; y (b) unir un dominio de interaccion con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) al TID, produciendo de ese modo el interruptor.

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccion de un interruptor para regular la actividad
de una célula efectora con receptor de antigeno quimeérico (CAR-EC) que comprende (a) poner en contacto un dominio
de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) con un dominio de interaccion con la diana (TID); y (b)
producir el interruptor uniendo el CAR-ID a un sitio predeterminado en el TID.

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccion de un interruptor para regular la actividad
de una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) que comprende (a) poner en contacto una
pluralidad de dominios de interacciéon con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID) con una pluralidad de
dominios de interaccion con la diana (TID); y (b) unir uno o mas CAR-ID de la pluralidad de CAR-ID a uno o mas TID
de la pluralidad de TID, produciendo de ese modo una pluralidad de interruptores, en los que al menos
aproximadamente el 60% de los interruptores son estructuralmente homologos.
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Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccion de un interruptor para regular la actividad
de una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) que comprende (a) poner en contacto una
pluralidad de dominios de interacciéon con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID) con una pluralidad de
dominios de interaccion con la diana (TID); y (b) unir un CAR-ID de la pluralidad de CAR-ID a un TID de la pluralidad
de TID, produciendo de ese modo una pluralidad de interruptores, en los que el CAR-ID se une al mismo residuo de
aminoacido del TID en al menos el 60% de los interruptores.

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccién de un interruptor de féormula IV: X-L1-
L2-Y o féormula IVA: Y-L2-L1-X que comprenden (a) acoplar L1 a X para producir un primer producto intermedio de
férmula 11A: L1-X, en la que: i. X comprende un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID)
que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en una célula efectora; y ii. L1 comprende un primer ligador
antes de acoplarse a X; (b) acoplar L2 a Y para producir un segundo producto intermedio de férmula VA: Y-L2, en la
que: i. Y comprende un dominio de interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en
una célula diana; y ii. L2 comprende un segundo ligador antes de acoplarse a X; y (c) unir el primer producto intermedio
al segundo producto intermedio, produciendo de ese modo el interruptor de formula IV (X-L1-L2-Y) o férmula IVA (Y-
L2-L1-X).

Se dan a conocer en el presente documento productos intermedios de interruptores. El producto intermedio de
interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que
comprende una molécula pequefia, en el que el CAR-ID interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la
CAR-EC; y (b) un ligador conectado al CAR-ID, en el que el ligador no comprende una regidon que interacciona con la
CAR-EC vy el ligador no comprende una region que interacciona con una molécula de superficie en una célula diana.

Se da a conocer ademas en el presente documento un producto intermedio de interruptor que comprende (a) un
dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende una molécula pequefa, en el
que el CAR-ID interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un ligador conectado al CAR-
ID, en el que el ligador comprende un grupo aminooxilo, grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas extremos
terminales.

Se da a conocer ademas en el presente documento un producto intermedio de interruptor que comprende (a) un
dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID interacciona con
una molécula de superficie en una célula diana; y (b) un ligador conectado al TID, en el que el ligador no comprende
una region que interacciona directamente con la CAR-EC vy el ligador no comprende una regién que interacciona
directamente con la célula diana.

Se da a conocer ademas en el presente documento un producto intermedio de interruptor que comprende (a) un
dominio de interaccién con la diana (TID) que comprende un polipéptido o una molécula pequefia, en el que el TID
interacciona con una molécula de superficie en una célula diana; y (b) un ligador conectado al TID, en el que el ligador
comprende un grupo aminooxilo, grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas extremos terminales.

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccién de un producto intermedio de interruptor
para regular la actividad de una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) que comprende (a)
poner en contacto un dominio de interaccion con la diana (TID) con un ligador, comprendiendo el ligador un grupo
aminooxilo, grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas extremos terminales; y (b) unir el ligador al TID,
produciendo de ese modo el producto intermedio de interruptor.

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de produccién de un producto intermedio de interruptor
para regular la actividad de una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) que comprende (a)
poner en contacto un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) con un ligador,
comprendiendo el ligador un grupo aminooxilo, grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas extremos terminales;
y (b) unir el ligador al CAR-ID, produciendo de ese modo el producto intermedio de interruptor.

Se dan a conocer ademas en el presente documento plataformas universales de células efectoras con receptores de
antigenos quiméricos (CAR-EC). Las plataformas de CAR-EC pueden comprender uno o mas interruptores de CAR-
EC, las CAR-EC, productos intermedios de CAR-EC y ligadores. La CAR-EC puede comprender un receptor de
antigeno quimérico (CAR) que comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de afinidad ultra alta (por ejemplo,
scFv) por el interruptor.

Se dan a conocer ademas en el presente documento métodos de tratamiento de una enfermedad o estado que
comprende administrar un interruptor de CAR-EC a un sujeto que lo necesita. El método puede comprender ademas
administrar una CAR-EC al sujeto que lo necesita. El interruptor de CAR-EC puede proporcionar una respuesta
titulable, seguridad y/o cese mejorados de la actividad de células CAR-EC controlando la administracion del interruptor.
En contraposicion a enfoques previos en el control de la actividad de células CAR-T, que “apagan” la actividad de
CAR-T, los interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento funcionan generalmente como
activadores de CAR-EC o interruptores “de encendido”.
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Se dan a conocer en el presente documento métodos de tratamiento de una enfermedad o estado en un sujeto que lo
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto un interruptor que comprende: (a) un dominio de interaccion
con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC;
y (b) un dominio de interaccién con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID
interacciona con una molécula de superficie en una célula diana.

Se dan a conocer ademas en el presente documento usos de un interruptor en la fabricacion de una composicion
farmacéutica para su uso en el tratamiento de un sujeto con cancer, comprendiendo el interruptor: (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en
la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el
TID interacciona con una molécula de superficie en una célula diana.

Se proporcionan métodos, kits y composiciones para producir plataformas de CAR-EC, interruptores de CAR-EC y las
CAR-EC. Los métodos, kits y composiciones dados a conocer en el presente documento pueden usarse para activar
una célula efectora. Por ejemplo, el dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) de un
interruptor de CAR-EC puede interaccionar con un receptor de antigeno quimérico (CAR) en una célula efectora y el
dominio de interaccion con la diana (TID) del interruptor de CAR puede interaccionar con una molécula de superficie
en una diana, activando de ese modo la célula efectora y dirigiendo la actividad de la célula efectora a la diana. Estos
métodos, kits y composiciones pueden encontrar uso terapéutico en varias enfermedades. La plataforma de CAR-EC
puede usarse para producir una variedad de interruptores de CAR-EC con diferentes longitudes, valencias,
orientaciones, ligadores, CAR-ID y TID. La variabilidad de los interruptores de CAR-EC puede proporcionar la
optimizacion de los interruptores de CAR-EC en el tratamiento de una variedad de enfermedades y estados. Por
ejemplo, tumores heterogéneos y tumores malignos de células sanguineas (por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda
y leucemia linfocitica crénica) pueden tratarse mas eficazmente con una CAR-EC e interruptor de CAR-EC que se ha
optimizado para dianas particulares. También pueden tratarse mas eficazmente tumores heterogéneos con multiples
interruptores de CAR-EC que seleccionan como diana mas de un antigeno tumoral. A diferencia de la terapia con
CAR-EC previamente observada, la presente invenciéon proporciona muchas, si no todas, de tales optimizaciones.
Estos y otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion resultaran evidentes para los expertos en la técnica
tras la lectura de los detalles de las composiciones, métodos y kits tal como se describen mas completamente a
continuacion.

A menos que se especifique otra cosa, los términos “interruptor” e “interruptor de CAR-EC”, tal como se usa en el
presente documento, se usan de manera intercambiable y pueden referirse a un interruptor de molécula pequefa-
anticuerpo, un interruptor de hapteno-anticuerpo y/o un interruptor de molécula pequefa. La porcion de anticuerpo del
interruptor de hapteno-anticuerpo o interruptor de hapteno-molécula pequefia puede comprender al menos una porcién
de un anticuerpo o un anticuerpo entero. Por ejemplo, la porciéon de anticuerpo del interruptor de hapteno-anticuerpo
puede comprender al menos una porciéon de una cadena pesada, una porcion de una cadena ligera, una porcion de
una region variable, una porcion de una region constante, una porcién de una regi6on determinante de
complementariedad (CDR), o una combinacién de las mismas. La porcién de anticuerpo del interruptor de molécula
pequefia-anticuerpo y/o interruptor de hapteno-anticuerpo puede comprender al menos una porcion de la region Fc
(fragmento, cristalizable). La porcidn de anticuerpo del interruptor de molécula pequefia-anticuerpo y/o interruptor de
hapteno-anticuerpo puede comprender al menos una porcién de la region determinante de complementariedad (por
ejemplo, CDR1, CDR2, CDR3). La porcion de anticuerpo del anticuerpo de molécula pequefia-anticuerpo y/o
interruptor de hapteno-anticuerpo puede comprender al menos una porcién de la regién Fab (fragmento, unién a
antigeno). El interruptor de hapteno-anticuerpo puede ser un interruptor de hapteno-Fab.

Antes de que los presentes métodos, kits y composiciones se describan en mayor detalle, ha de entenderse que esta
invencion no se limita a un método, kit o composicion particular descrito, ya que tales pueden variar, por supuesto. Ha
de entenderse también que la terminologia usada en el presente documento es para el fin de describir realizaciones
particulares solo, y no se pretende que sea limitativa, ya que el alcance de la presente invencion sélo estara limitado
por las reivindicaciones adjuntas. Se exponen ejemplos para proporcionar a los expertos habituales en la técnica una
divulgacion y descripcion completas de como realizar y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance
de lo que los inventores consideran su invencion ni pretenden representar que los experimentos a continuaciéon son
todos o los unicos experimentos realizados. Se han hecho esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los
numeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero algunos errores experimentales y desviaciones
deben tenerse en cuenta. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es
peso molecular promedio, la temperatura es en grados centigrados y la presion es a o casi la atmosférica.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que también da a conocer especificamente cada valor
intermedio, hasta la décima de la unidad del limite inferior a menos que el contexto dicte claramente otra cosa, entre
los limites superior e inferior de ese intervalo. Cada intervalo mas pequefio entre cualquier valor establecido o valor
intermedio en un intervalo establecido y cualquier otro valor establecido o intermedio en ese intervalo establecido se
abarca dentro de la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse o
excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo en donde se incluyen cualquiera, ninguno o ambos
limites en los intervalos mas pequefios también se abarca dentro de la invencion, sujeto cualquier limite excluido
especificamente en el intervalo establecido. Cuando el intervalo establecido incluye uno o ambos limites, también se
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incluyen en la invencion intervalos que excluyen cualquiera o ambos de esos limites incluidos.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque puede usarse cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en
la practica o las pruebas de la presente invencion, se describen ahora algunos materiales y métodos posibles y
preferidos.

Debe indicarse que, tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
“un”, “una” y “ellla” incluyen referentes en plural a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Por tanto, por
ejemplo, la referencia a “una célula” incluye una pluralidad de tales células y la referencia a “el péptido” incluye la
referencia a uno o mas péptidos y equivalentes de los mismos, por ejemplo, polipéptidos, conocidos por los expertos

en la técnica, y asi sucesivamente.

Las publicaciones comentadas en el presente documento se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes de
la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en el presente documento ha de interpretarse como una
admisiéon de que la presente invencion no tiene derecho a anteceder a tal publicacion en virtud de invencién previa.
Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales que
pueden necesitar que se confirmen independientemente.

Aunque en el presente documento se han mostrado y descrito realizaciones preferidas de la presente invencion,
resultara obvio para los expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo sélo.
Numerosas variaciones, cambios y sustituciones se les ocurriran a los expertos en la técnica sin apartarse de la
invencion. Debe entenderse que pueden emplearse diversas alternativas a las realizaciones de la invencién descritas
en el presente documento en la puesta en practica de la invencién. Se pretende que las siguientes reivindicaciones
definan el alcance de la invencién y que métodos y estructuras dentro del alcance de estas reivindicaciones y sus
equivalentes estén cubiertos de ese modo.

Interruptores de CAR-EC

Se dan a conocer en el presente documento interruptores (por ejemplo, interruptores de células efectoras con
receptores de antigenos quiméricos, interruptores de CAR-EC), métodos de produccion de tales interruptores y usos
de los mismos. Generalmente, un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno
quimérico (CAR-ID); y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID). El interruptor puede comprender ademas uno
o mas CAR-ID adicionales. El interruptor puede comprender ademas uno o mas TID adicionales. El interruptor puede
comprender ademas uno o mas ligadores. Las figuras 14A-l representan interruptores a modo de ejemplo. Tal como
se muestra en la figura 14A, un interruptor puede comprender un CAR-ID (1401) unido a un TID (1405). Tal como se
muestra en la figura 14B, un interruptor puede comprender un CAR-ID (1401), un ligador (1410) y un TID (1405). El
ligador (1410) puede unir el CAR-ID (1401) al TID (1405). Tal como se muestra en la figura 14C, un interruptor puede
comprender un CAR-ID (1401), un primer ligador (1415), un segundo ligador (1410) y un TID (1405). El primer ligador
(1415) y el segundo ligador (1410) pueden estar conectados entre si. Ademas, el primer ligador (1415) puede unirse
al CAR-ID (1401) y el segundo ligador (1410) puede unirse al TID (1405), dando como resultado de ese modo la unién
del CAR-ID (1401) al TID (1405). El primer ligador (1410) y el segundo ligador (1415) pueden ser iguales. El primer
ligador (1410) y el segundo ligador (1415) pueden ser diferentes.

El interruptor puede comprender un CAR-ID y dos o mas TID. Tal como se muestra en la figura 14D, un interruptor
puede comprender un CAR-ID (1401), un primer TID (1405) y un segundo TID (1420). El primer TID (1405) y el
segundo TID (1420) pueden unirse al CAR-ID (1401). Tal como se muestra en la figura 14E, un interruptor puede
comprender un CAR-ID (1401), un ligador (1410), un primer TID (1405) y un segundo TID (1420). El ligador (1410)
puede unir el primer TID (1405) al CAR-ID (1401). El segundo TID (1420) puede unirse al CAR-ID (1401). Tal como
se muestra en la figura 14F, un interruptor puede comprender un CAR-ID (1401), un primer ligador (1410), un segundo
ligador (1415), un primer TID (1405) y un segundo TID (1420). El primer ligador (1410) puede unir el primer TID (1405)
al CAR-ID (1401). El segundo ligador (1415) puede unir el segundo TID (1420) al CAR-ID (1401). El primer TID (1405)
y un segundo TID (1420) pueden ser iguales. El primer TID (1405) y un segundo TID (1420) pueden ser diferentes. El
primer ligador (1410) y el segundo ligador (1415) pueden ser iguales. El primer ligador (1410) y el segundo ligador
(1415) pueden ser diferentes. El interruptor puede comprender ademas uno o mas CAR-ID adicionales. El interruptor
puede comprender ademas uno o mas TID adicionales. El interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores.

El interruptor puede comprender un TID y dos o mas CAR-ID. Tal como se muestra en la figura 14G, un interruptor
puede comprender un TID (1405), un primer CAR-ID (1401) y un segundo CAR-ID (1425). El primer CAR-ID (1401) y
el segundo CAR-ID (1425) pueden unirse al TID (1405). Tal como se muestra en la figura 14H, un interruptor puede
comprender un TID (1405), un ligador (1410), un primer CAR-ID (1401) y un segundo CAR-ID (1425). El ligador (1410)
puede unir el primer CAR-ID (1401) al TID (1405). El segundo CAR-ID (1425) puede unirse al TID (1405). Tal como
se muestra en la figura 141, un interruptor puede comprender un TID (1405), un primer ligador (1410), un segundo
ligador (1415), un primer CAR-ID (1401) y un segundo CAR-ID (1425). El primer ligador (1410) puede unir el primer
CAR-ID (1401) al TID (1405). El segundo ligador (1415) puede unir el segundo CAR-ID (1425) al TID (1405). El primer
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CAR-ID (1401) y el segundo CAR-ID (1425) pueden ser iguales. El primer CAR-ID (1401) y el segundo CAR-ID (1425)
pueden ser diferentes. El primer ligador (1410) y el segundo ligador (1415) pueden ser iguales. El primer ligador (1410)
y el segundo ligador (1415) pueden ser diferentes. El interruptor puede comprender ademas uno o mas CAR-ID
adicionales. El interruptor puede comprender ademas uno o mas TID adicionales. El interruptor puede comprender
ademas uno o mas ligadores.

El CAR-ID puede unirse al TID. La unién del CAR-ID al TID puede producirse mediante cualquier método conocido en
la técnica. Por ejemplo, el CAR-ID puede unirse al TID mediante fusion, insercion, injerto o conjugacion. EI CAR-ID
puede fusionarse al TID. El CAR-ID puede insertarse en el TID. El CAR-ID puede conjugarse con el TID.

Un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un
dominio de interaccion con la diana (TID). El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). El TID
puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico, folato o un derivado del mismo. Interruptores
que comprenden un CAR-ID que comprende un hapteno y un TID que comprende una molécula pequefia pueden
denominarse interruptores de hapteno-molécula pequefia.

Un interruptor puede comprender un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un
dominio de interaccion con la diana (TID). El CAR-ID puede interaccionar con un receptor de antigeno quimérico (CAR)
en una célula efectora. El TID puede interaccionar con una molécula de superficie en una diana. El TID puede
comprender un aminoacido no natural. Un TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede modificarse para contener uno
0 mas aminoacidos no naturales. EI CAR-ID puede unirse al TID. El CAR-ID puede unirse de manera especifica de
sitio al TID. El CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al aminoacido no natural en el TID. Interruptores
que comprenden un CAR-ID que comprende una molécula pequefia y un TID que comprende un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo pueden denominarse interruptores de molécula pequefna-anticuerpo.

Un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que
comprende FITC o un derivado del mismo; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID). El TID puede basarse
en o derivarse de una cadena pesada de un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de una cadena ligera de
un anticuerpo. El TID puede basarse en o derivarse de un Fab de un anticuerpo. El TID puede comprender un
anticuerpo anti-CD 19 o un fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-Her2 o
un fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-CS1 o un fragmento del mismo.
El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-BCMA o un fragmento del mismo. El TID puede basarse
en o derivarse de un anticuerpo anti-EGFRvIII o un fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo seleccionado de un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un
anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1, un anticuerpo anti-CD33 o un fragmento del mismo, o una combinacion
de los mismos. El TID puede ser un Fab anti-CD19. El TID puede ser un Fab anti-CD22. El TID puede ser un Fab anti-
Her2. EI TID puede ser un Fab anti-CS1. El TID puede ser un Fab anti-BCMA. El TID puede ser un Fab anti-EGFRUvIII.
El TID puede basarse en o derivarse de un Fab seleccionado de un Fab anti-CD20, un Fab anti-EGFR, un Fab anti-
CEA, un Fab anti-CLL-1, un Fab anti-CD33, o una combinacién de los mismos. El CAR-ID puede unirse al TID. El
CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID. EI CAR-ID puede fusionarse al TID. El CAR-ID puede
insertarse en el TID. El TID puede insertarse en el CAR-ID. El interruptor de CAR-EC puede comprender ademas uno
o mas ligadores. El uno o mas ligadores puede unir el CAR-ID al TID. El interruptor de CAR-EC puede comprender
ademas uno o mas aminoacidos no naturales. El CAR-ID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El
TID puede comprender uno 0 mas aminoacidos no naturales. El CAR-ID y el TID puede comprender uno o mas
aminoacidos no naturales. EI CAR-ID puede unirse al TID por medio del uno o mas aminoacidos no naturales en el
CAR-ID. El CAR-ID puede unirse al TID por medio del uno o mas aminoacidos no naturales en el TID. El CAR-ID
puede unirse al TID por medio del uno o mas aminoacidos no naturales en el CAR-ID y uno o mas aminoacidos no
naturales en el TID.

Un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccidon con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y un
dominio de interaccién con la diana (TID), en el que el CAR-ID y el TID no comprenden dos o mas aminoacidos unidos
por un enlace amida. EI CAR-ID puede comprender una primera molécula pequena. El TID puede comprender una
segunda molécula pequefia. La primera molécula pequefa y la segunda molécula pequefa pueden ser diferentes. El
interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores. El interruptor puede comprender ademas uno o mas CAR-
ID adicionales. El interruptor puede comprender ademas uno o mas TID adicionales. El CAR-ID puede comprender un
aminoacido. El CAR-ID puede comprender aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4 o aproximadamente cinco aminoacidos. EI CAR-ID puede comprender dos o mas aminoacidos.
Los dos o mas aminoacidos pueden estar adyacentes entre si. Los dos 0 mas aminoacidos pueden estar conectados
entre si. Los dos o mas aminoacidos pueden no estar adyacentes entre si. Los dos o mas aminoacidos pueden no
estar unidos por un enlace amida.

Un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que
interacciona con un receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID)
que interacciona con una molécula de superficie en una célula diana, en el que el CAR-ID y el TID no comprenden
dos 0 mas aminoacidos conectados por un enlace amida. El interruptor puede comprender ademas uno o mas CAR-
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ID adicionales. El CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. EI CAR-ID puede seleccionarse del grupo que
consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido
p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa,
trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC).
El CAR-ID puede comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol. El interruptor puede comprender
ademas uno o mas TID adicionales. El TID puede comprender una molécula pequefia. El TID puede comprender acido
2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede comprender folato o un derivado
del mismo. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El interruptor puede comprender ademas dos o mas
ligadores. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador
puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo
ciclooctino, o una combinacién de los mismos en uno o mas extremos terminales. El ligador puede comprender una o
mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador
puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de
PEG. El ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un
extremo. El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-
aminooxilo. El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador
puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un ligador de
NHS-éster. El ligador puede ser un ligador de TriA.

Un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que
comprende FITC; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que se une a una molécula de superficie que es
al menos el 50% homdloga a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). EI TID puede comprender una
molécula pequena. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado o una
version modificada del mismo. El TID puede unirse a una molécula de superficie que es al menos el 50%, 55%, 57%,
60%, 62%, 65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% o aproximadamente el
100% homologa a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). El TID puede unirse a una molécula de
superficie que es al menos el 70% homdloga a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). EI TID puede
unirse a una molécula de superficie que es al menos el 80% homdloga a antigeno de membrana especifico de la
prostata (PSMA). EI TID puede unirse a una molécula de superficie que es al menos el 90% homdloga a antigeno de
membrana especifico de la préstata (PSMA). El TID puede unirse a una molécula de superficie que es al menos el
95% homdloga a antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA).

Un interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que
comprende FITC y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que se une a una diana que es al menos el 50%
homologa a un receptor de folato. El TID puede comprender una molécula pequeia. El TID puede comprender folato
o un derivado o una version modificada del mismo. El TID puede unirse a una molécula de superficie que es
aproximadamente el 50%, 55%, 57%, 60%, 62%, 65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%,
95%, 97% o aproximadamente el 100% homologa a un receptor de folato. El TID puede unirse a una molécula de
superficie que es aproximadamente el 70% homdloga a un receptor de folato. El TID puede unirse a una molécula de
superficie que es aproximadamente el 80% homdloga a un receptor de folato. El TID puede unirse a una molécula de
superficie que es aproximadamente el 90% homdloga a un receptor de folato. El TID puede unirse a una molécula de
superficie que es aproximadamente el 95% homdloga a un receptor de folato.

El interruptor puede ser menor de aproximadamente 1000 kDa, 1100 kDa, 1200 kDa, 1300 kDa, 1400 kDa, 1500 kDa,
1600 kDa, 1700 kDa, 1800 kDa, 1900, kDa, 2000 kDa, 2100 kDa, 2200 kDa, 2300 kDa, 2400 kDa, 2500 kDa, 2600
kDa, 2700 kDa, 2800 kDa, 2900, kDa o menor de aproximadamente 3000 kDa. El interruptor puede ser menor de
aproximadamente 1200 kDa. El interruptor pude ser menor de aproximadamente 1500 kDa. El interruptor de CAR-EC
puede ser menor de aproximadamente 2000 kDa.

El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un
TID puede ser al menos igual al porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de
manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera
especifica de sitio a un TID puede ser mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un
CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID
unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser al menos aproximadamente el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o el 99% mayor que el porcentaje
de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser al
menos aproximadamente el 10% mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-
ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido
de manera especifica de sitio a un TID puede ser al menos aproximadamente el 25% mayor que el porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser al
menos aproximadamente el 50% mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-
ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido
de manera especifica de sitio a un TID puede ser al menos aproximadamente el 75% mayor que el porcentaje de
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citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser al
menos aproximadamente el 85% mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-
ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido
de manera especifica de sitio a un TID puede ser al menos aproximadamente el 90% mayor que el porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID.

El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un
TID puede ser al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 85,9, 9,50 10 veces
mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al
TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a
un TID puede ser al menos aproximadamente 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria
al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio
a un TID puede ser al menos aproximadamente 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 veces mayor que el
porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje
de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser
al menos aproximadamente 2 veces mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un
CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID
unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser al menos aproximadamente 3 veces mayor que el porcentaje
de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera especifica de sitio a un TID puede ser al
menos aproximadamente 4 veces mayor que el porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-
ID unido de manera aleatoria al TID. El porcentaje de citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido
de manera especifica de sitio a un TID puede ser al menos aproximadamente 5 veces mayor que el porcentaje de
citotoxicidad de un interruptor que comprende un CAR-ID unido de manera aleatoria al TID.

Productos intermedios de interruptores

Se dan a conocer en el presente documento productos intermedios de interruptores (por ejemplo, productos
intermedios de interruptores de células efectoras con receptores de antigenos quiméricos, productos intermedios de
interruptores de CAR-EC), métodos de produccion de tales interruptores y usos de los mismos. Generalmente, un
producto intermedio de interruptor comprende (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimeérico (CAR-
ID); y (b) un ligador. El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas CAR-ID adicionales.
El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El CAR-ID puede
comprender uno o mas grupos funcionales. El ligador puede comprender uno o mas grupos funcionales. Productos
intermedios de interruptores que comprenden un CAR-ID pueden denominarse productos intermedios de interruptores
de CAR-ID. El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas CAR-ID adicionales. El CAR-
ID puede comprender una molécula pequefia. El CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en DOTA,
dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico,
acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un
derivado de los mismos. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). EI CAR-ID puede
comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol. El producto intermedio de interruptor puede
comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser
un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender ademas
una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El
ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades
de PEG. El ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en
un extremo. El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-
aminooxilo. El ligador puede comprender ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.
El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un
ligador de NHS-éster. El ligador puede ser un ligador de TriA. El ligador puede estar unido al CAR-ID mediante ligacion
de oxima.

Un producto intermedio de interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno
quimérico (CAR-ID) que comprende una molécula pequefia, en el que el CAR-ID interacciona con un receptor de
antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un ligador conectado al CAR-ID, en el que el ligador comprende un grupo
aminooxilo, grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas extremos terminales. El producto intermedio de interruptor
puede comprender ademas uno o mas CAR-ID adicionales. El CAR-ID puede comprender una molécula pequefa. El
CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un
derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano,
digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos. El CAR-ID puede
comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). EI CAR-ID puede comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender
dinitrofenol. El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El
ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un
ligador homobifuncional. El ligador puede comprender ademas una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador
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puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de
PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30
subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un
aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender
ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede estar unido al CAR-ID
mediante ligaciéon de oxima.

Alternativa o adicionalmente, un producto intermedio de interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccion
con la diana (TID); y (b) un ligador. El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas TID
adicionales. El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El TID
puede comprender uno o mas grupos funcionales. El ligador puede comprender uno o mas grupos funcionales.
Productos intermedios de interruptores que comprenden un TID pueden denominarse productos intermedios de
interruptores de TID. El producto intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas TID adicionales. El
TID puede comprender una molécula pequefia. ElI TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. EI TID puede comprender folato o un derivado del
mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-CD22, un
anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo
anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD19. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede
ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-Her2. El TID puede comprender un fragmento
de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-
17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El
TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID
puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El producto intermedio de interruptor puede comprender
ademas uno o mas ligadores adicionales. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador
heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender un grupo aminooxilo,
grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinacién de los mismos en uno o mas extremos terminales. El ligador puede
comprender una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de
PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20
subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender
una azida en un extremo. El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador
de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.
El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un
ligador de NHS-éster. El ligador puede ser un ligador de TriA. El ligador puede estar unido al TID mediante ligacion de
oxima.

Un producto intermedio de interruptor puede comprender (a) un dominio de interaccion con la diana (TID) que
comprende un polipéptido o una molécula pequefia, en el que el TID interacciona con una molécula de superficie en
una célula diana; y (b) un ligador conectado al TID, en el que el ligador comprende un grupo alcoxi-amina (o
aminooxilo), grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas extremos terminales. El producto intermedio de interruptor
puede comprender ademas uno o mas TID adicionales. El TID puede comprender una molécula pequena. El TID
puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede
comprender folato o un derivado del mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo
anti-CD19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRuUViII,
un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-
CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD19. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-
Her2. El TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de
nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El producto
intermedio de interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El ligador puede ser un ligador
bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El
ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinacién de los mismos en
uno o mas extremos terminales. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador
puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de
PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30
subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un
aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender
ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.

La figura 15A-H representa productos intermedios de interruptores a modo de ejemplo. La figura 15A muestra un

producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID (1505) y un ligador (1510). La figura 15B muestra un
producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID (1505) y un ligador (1520), en el que el ligador
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comprende un grupo funcional (1515). La figura 15C muestra un producto intermedio de interruptor que comprende
un CAR-ID (1505), un primer ligador (1510) y un segundo ligador (1555). La figura 15D muestra un producto intermedio
de interruptor que comprende un CAR-ID (1505), un primer ligador (1520) y un segundo ligador (1555), en el que el
primer ligador (1520) comprende un grupo funcional (1515). La figura 15E muestra un producto intermedio de
interruptor que comprende un TID (1535) y un ligador (1540). La figura 15F muestra un producto intermedio de
interruptor que comprende un TID (1535) y un ligador (1550), en el que el ligador comprende un grupo funcional (1545).
La figura 15G muestra un producto intermedio de interruptor que comprende un TID (1535), un primer ligador (1540)
y un segundo ligador (1560). La figura 15H muestra un producto intermedio de interruptor que comprende un TID
(1535), un primer ligador (1550) y un segundo ligador (1560), en el que el primer ligador (1550) comprende un grupo
funcional (1545).

Un producto intermedio de interruptor puede comprender un compuesto de formula IlIA: L1-Y o férmula lll: Y-L1, en la
que Y comprende un TID que interacciona con una molécula de superficie que es al menos el 50% homologa a PSMA
y L1 comprende un ligador. El producto intermedio de interruptor puede comprender un compuesto de formula IllA:
L1-Y o formula lll: Y-L1, en la que Y comprende acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico y L1 comprende
un ligador. EI TID puede interaccionar con una molécula de superficie que es al menos el 50%, 55%, 57%, 60%, 62%,
65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% o aproximadamente el 100% homdloga
a antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA). El TID puede interaccionar con una molécula de superficie
que es al menos el 70% homdloga a antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA). ElI TID puede
interaccionar con una molécula de superficie que es al menos el 80% homologa a antigeno de membrana especifico
de la préstata (PSMA). El TID puede interaccionar con una molécula de superficie que es al menos el 90% homadloga
a antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA). El TID puede interaccionar con una molécula de superficie
que es al menos el 95% homadloga a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA).

El producto intermedio de interruptor, mediante ejemplo no limitativo, puede comprender un compuesto seleccionado
de los compuestos de férmula VI, formula VII, formula VIl y formula 1X:

O

H O
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(Formula 1X).

El producto intermedio de interruptor, mediante ejemplo no limitativo, puede comprender un compuesto seleccionado
de un derivado, analogo, isémero, redisposicion o modificacion de los compuestos de féormula VI, formula VI, formula

5
VIl y formula IX.
El producto intermedio de interruptor puede comprender un compuesto de férmula X:
HO,C NJLN “SCO,H O)\
o HH HA T
(Formula X).
El producto intermedio de interruptor puede comprender un compuesto de férmula XI:
HO.C CO,H
15 (Férmula XI).
El producto intermedio de interruptor puede comprender un compuesto de férmula XII:
o o]
N/\,o\/\o/\,o\/\ NJ\/O\‘;"!
H
N N H H
O,H N
N=N (o]
X
HO,C” “N” "N “co,H
H H
20 (Formula XiI).

El producto intermedio de interruptor, mediante ejemplo no limitativo, puede comprender un compuesto seleccionado
de un derivado, analogo, isémero, redisposicion o modificacion de los compuestos de férmula X, féormula Xl y formula

XIl:
25
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@)
y N/\/O\L
H
N
N=N

o O HN/\/O\)

HO,C NJ\N = COzH o)’)w

|

(Formula X).

0\/\/\/\)'\;"t

D4

HO.C CO,H
(Formula XI),

(o] 0
N/\/o\/\o/\/o\/\ NJJ\/O\\_‘,!x
H H H
/Y\/\/\/N
N (o]

PRV

(Formula XIlI).

Se dan a conocer ademas en el presente documento interruptores de CAR-EC de férmula XIII:
A-L-B (Formula XIiI)
en la que:

A es un derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado de acido 2-(4-((2-amino-4-oxo-
3,4-dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)pentanodioico (folato);

L es un enlace o un ligador; y

B es un derivado de fluoresceina o un derivado de biotina.

En algunas realizaciones, A de férmula XIll (A-L-B) es un derivado de acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico. El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de
férmula XIV:
QJ\ x’\
1 /L 1
R'O0C E COOR (Formula XI1V)
en la que:

27



10

15

20

25

ES 2741308 T3

Q se selecciona del grupo que consiste en:

/%i/

2 y 2

E se selecciona del grupo que consiste en:

RN 3 AN
R' R! OH R'" R' OH
X es alquileno C+-Cs o alquileno C1-C4(C=0)-; y

cada R’ se selecciona independientemente de hidrogeno, alquilo C-C4 o haloalquilo C+-Ca.

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de formula XIVa:

210
R'00C™ "N” "N "COOR’
R" R

OOR'

Férmula (XIVa).

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico pude ser un derivado de acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico de férmula lib:

Hooc” “N” "N “COOH
H H Formula (XIVb).

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de formula XIVc:

OOH O\
AL
NJLN

HOOC COOH
Férmula (XIVc).

El derivado de acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico puede ser de formula XIVd:
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Ca )

HOOC COOH
Férmula (XIVd).

En algunas realizaciones, A de formula XlII (A-L-B) es un derivado de folato. El derivado de folato puede seleccionarse
del grupo que consiste en:

COOR' R /
’HzN)\\N N? R?
LYY
N ~
H.N™ "N” °N

R' es hidrégeno, alquilo C4-C4 o haloalquilo C1+-Cs; y

en los que:

cada R3 se selecciona independientemente de hidrogeno, halégeno, alquilo C+-C4 y alcoxilo C4-Ca.

R /g/
:@iN COOR!
N
HN \ N
I M JAH

H,N

El derivado de folato puede ser:

El derivado de folato puede ser:

oS\

0O N COOH
H

En algunas realizaciones, B de formula XllII (A-L-B) es un derivado de fluoresceina. El derivado de fluoresceina puede
seleccionarse de la formula XV y férmula XVI:
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Férmula (XV) Férmula (XVI1)
en las que:
R? es -C(=0)O(R") 0 -C(=O)N(R?);
cada R? se selecciona independientemente de hidrogeno y alquilo C1+-Cs4; 0
10 dos R@ tomados juntos forman un anillo de heterociclilo opcionalmente sustituido;
cada R3 se selecciona independientemente de hidrogeno, halégeno, alquilo C+-C4 y alcoxilo C4-Cq;
p es 0-3;
15
R* es hidrégeno, alquilo C4-C4, -C(=0)alquilo C1-C4 0 -CH2-C(=O)OR"; y
R' es hidrégeno, alquilo C4-C4 0 haloalquilo C4-Ca.

20 El derivado de fluoresceina de formula XV puede ser de formula XVa:

OH
Férmula (XVa).

El derivado de fluoresceina de férmula XVI puede ser de formula XVla:
25

H
Férmula (XVla).

B de Férmula Xl (A-L-B) puede ser un derivado de biotina. El derivado de biotina puede seleccionarse del grupo que
consiste en:
30
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L de férmula XlII (A-L-B) puede ser un ligador. El ligador puede comprender un triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-
triazol. El triazol puede ser un 1,2,4-triazol. El ligador puede comprender un arilo o un heteroarilo. El ligador puede
comprender un arilo. El arilo puede ser fenilo. El fenilo puede estar disustituido. El fenilo disustituido puede ser fenilo
1,4-disustituido. El fenilo disustituido puede ser fenilo 1,3-disustituido. El fenilo puede estar trisustituido. El fenilo puede
estar tetrasustituido. Dos de los sustituyentes del fenilo sustituido pueden ser NO,. En algunos casos, el ligador no
comprende un sustituyente de bencilo. El ligador puede comprender una o mas unidades de polietilenglicol (PEG). E
ligador puede comprender multiples unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 2 o mas unidades
de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 3 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 4 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 5 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 6 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 7 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 8 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 9 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 10 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 11 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 12 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 13 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 14 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender una amida en un extremo. El ligador puede comprender una amida
en un extremo y una amina en el otro extremo. El ligador puede comprender una amida en un extremo y un triazol en
el otro extremo.

El ligador puede seleccionarse del grupo que consiste en:

Dt
H H H
/‘N/W’N

\=

2

P4

\ \/\/\/\/U\N/\/ \AO/\/O\/\O/\/O\/\O/W

/ \n/N SN NN NSO

H\/\/\/\)?\ J\
\,N H/\/O\/\O/\/O\/\H /,

2

N/\/O\/\O/\,H \[r\

(o]
“\/\/\/\)L o N H
\/ N/\/ SN0 N
0

o o 14
\,N H/\/O\/\O/\/ND:N\/\O/\/O\/\H /

O,N NO,

VPNS
H H .

La formula Xl (A-L-B) puede ser de férmula Xllla:
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(o]
H“/Q)LN/\/O\/\OI\/O\/\N
H H
N
A-NW
6]

L

Foérmula (Xlla).

A de férmula Xllla puede ser

OOH Y/

o]
HOOC N N COOH
H H

5
La férmula XIIl puede ser de formula Xllib:
H
N
r~ X
A-nN
H
L B Férmula (XIlb).
10

A puede ser
oA\

0 N~ “COOH
H
N
NS ON
I M J H
H,N” N7 N

15 En algunas realizaciones de interruptores de CAR-EC de férmula XIl, el interruptor de CAR-EC es:

H
%
N=N

N SCOH

W
H

COH
|1 i
HOZG ) Nfu\
H

En otras realizaciones de interruptores de CAR-EC de féormula Xlll, el interruptor de CAR-EC es:
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Dominios de interaccién con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID)

Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas dominios de interaccion
con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los interruptores dados a conocer en el presente documento
pueden comprender dos o mas dominios de interaccion con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los
interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender tres 0 mas dominios de interaccién con
receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden
comprender cuatro o mas dominios de interaccion con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los interruptores
dados a conocer en el presente documento pueden comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas dominios de interaccién con
receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los dos o mas CAR-ID pueden ser iguales. Al menos dos de los tres o
mas CAR-ID pueden ser iguales. Los dos o mas CAR-ID pueden ser diferentes. Al menos dos de los tres o mas CAR-
ID pueden ser diferentes. El numero de CAR-ID puede optimizarse por seguridad o eficacia. Por ejemplo, uno o dos
CAR-ID por TID pueden producir una activaciéon de CAR-T eficaz mientras que tres o cuatro CAR-ID por TID pueden
dar como resultado la activacion inespecifica del CAR-T pueden dar como resultado la activacién inespecifica del
CAR-T.

Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas
dominios de interaccion con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los productos intermedios de interruptores
dados a conocer en el presente documento pueden comprender dos 0 mas dominios de interaccién con receptores de
antigenos quiméricos (CAR-ID). Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente
documento pueden comprender tres 0 mas dominios de interaccidon con receptores de antigenos quiméricos (CAR-
ID). Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender cuatro
o0 mas dominios de interaccion con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los productos intermedios de
interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas dominios de
interaccion con receptores de antigenos quiméricos (CAR-ID). Los dos o mas CAR-ID pueden ser iguales. Al menos
dos de los tres 0 mas CAR-ID pueden ser iguales. Los dos o mas CAR-ID pueden ser diferentes. Al menos dos de los
tres o mas CAR-ID pueden ser diferentes.

El CAR-ID puede ser una molécula que se produce de manera natural. Por ejemplo, el CAR-ID puede basarse o
derivarse de una proteina enddgena. Alternativamente, el CAR-ID puede comprender una version de tipo natural de
una proteina. El CAR-ID puede ser una molécula artificial o sintética. Por ejemplo, el CAR-ID puede comprender una
proteina que comprende uno o mas aminoacidos no naturales. Alternativamente, el CAR-ID puede comprender una
version modificada de una proteina de tipo natural que no se produce de manera natural. El CAR-ID puede ser capaz
de cruzar una membrana celular cuando no esta unido a un dominio de interaccion con la diana (TID) del interruptor
de CAR-EC. En algunos casos, al menos una porcion de un CAR-ID no esta codificada genéticamente. Al menos una
porcién de un CAR-ID puede ser sintética. El CAR-ID puede comprender un polipéptido que no se produce de manera
natural. EI CAR-ID puede ser una molécula organica. EI CAR-BC puede ser una molécula inorganica.

El CAR-ID puede ser una molécula pequefia. La molécula pequefia puede ser un compuesto organico. La molécula
pequefia puede tener un tamarfio del orden de aproximadamente 108 m, aproximadamente 10-° m, aproximadamente
1079 m. La molécula pequeiia puede tener un tamafio de menos de aproximadamente 107 m. La molécula pequefia
puede tener un tamafio de menos de aproximadamente 10® m. La molécula pequefia puede tener un tamafio de
menos de aproximadamente 10° m. La molécula pequefia puede tener un tamario de menos de aproximadamente 10
0 m. La molécula pequefia puede tener un tamaro de menos de aproximadamente 10™'" m.

La molécula pequefia puede tener una masa de menos de aproximadamente 5000 kDa, menos de aproximadamente
4500 kDa, menos de aproximadamente 4000 kDa, menos de aproximadamente 3500 kDa, menos de
aproximadamente 3000 kDa, menos de aproximadamente 2500 kDa, menos de aproximadamente 2000 kDa, menos
de aproximadamente 1500 kDa, menos de aproximadamente 1000 kDa, menos de aproximadamente 900 kD, menos
de aproximadamente 500 kDa o menos de aproximadamente 100 kDa.
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En algunos casos, la molécula pequefia no comprende un polipéptido. En algunos casos, la molécula pequefia
comprende dos o mas aminoacidos que estan unidos por un enlace amida. La molécula pequefia puede ser un
compuesto quimico.

El CAR-ID puede comprender un hapteno. El CAR-ID puede inducir una respuesta inmunitaria cuando esta unido a
una molécula portadora mas grande, tal como una proteina, anticuerpo o fragmento de anticuerpo. EI CAR-ID puede
ser FITC o un derivado del mismo. EI CAR-ID puede seleccionarse de DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina,
atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina,
halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos. EI CAR-ID
puede ser un farmaco de penicilina o un derivado del mismo. El CAR-ID puede ser una quinona o un derivado de la
misma. El CAR-ID puede ser DOTA o un derivado del mismo. EI CAR-ID puede ser dinitrofenol o un derivado del
mismo. El CAR-ID puede ser biotina o un derivado de la misma.

Alternativamente, el CAR-ID no comprende un hapteno. El CAR-ID puede seleccionarse de un esteroide, una vitamina,
un vitdmero, un metabolito, un antibiético, un monosacarido, un disacarido, un lipido, un acido graso, un acido nucleico,
un alcaloide, un glicésido, una fenzina, un policétido, un terpeno y un tetrapirrol y una porcion de los mismos.

Dominios de interaccién con la diana (TID)

Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas dominios de interaccion
con la diana (TID). Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender dos o mas
dominios de interaccion con la diana (TID). Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden
comprender tres 0 mas dominios de interaccion con la diana (TID). Los interruptores dados a conocer en el presente
documento pueden comprender cuatro o mas dominios de interaccion con la diana (TID). Los interruptores dados a
conocer en el presente documento pueden comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas dominios de interaccion con la diana
(TID). Los dos o mas TID pueden ser iguales. Al menos dos de los tres o mas TID pueden ser iguales. Los dos o mas
TID pueden ser diferentes. Al menos dos de los tres 0 mas TID pueden ser diferentes.

Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas
dominios de interaccién con la diana (TID). Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente
documento pueden comprender dos 0 mas dominios de interaccion con la diana (TID). Los productos intermedios de
interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender tres 0 mas dominios de interaccién con
la diana (TID). Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden
comprender cuatro o mas dominios de interaccion con la diana (TID). Los productos intermedios de interruptores dados
a conocer en el presente documento pueden comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas dominios de interaccion con la diana
(TID). Los dos o mas TID pueden ser iguales. Al menos dos de los tres o mas TID pueden ser iguales. Los dos o mas
TID pueden ser diferentes. Al menos dos de los tres 0 mas TID pueden ser diferentes.

Generalmente, el TID interacciona con una molécula sobre o desde una diana. El TID, mediante ejemplo no limitativo,
puede seleccionarse de una molécula pequefa, un ligando, un agonista de receptor, un antagonista de receptor, un
inhibidor enzimatico, un aptamero de ADN, un aptamero de PNA, una vitamina, un sustrato y un analogo de sustrato.
En algunos casos, el TID no comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

El TID puede comprender una vitamina o un derivado de la misma. La vitamina, mediante ejemplo no limitativo, puede
seleccionarse de vitamina A, vitamina B, vitamina C, vitamina D, vitamina E y vitamina K. La vitamina puede ser
vitamina C. La vitamina puede ser vitamina D. La vitamina puede comprender folato o un derivado del mismo. La
vitamina puede ser folato o un derivado del mismo. El TID puede ser folato. El TID puede comprender un vitamero. El
TID puede comprender un metabolito de vitamina o precursor de vitamina. La vitamina, mediante ejemplo no limitativo,
puede seleccionarse de retinol, retinal, beta-caroteno, un carotenoide, tiamina, riboflavina, niacina, niacinamida, acido
pantoténico, piridoxina, piridoxamina, piridozl, biotina, acido félico, acido folinico, cianocobalamina, hidroxicobalamina,
metilcobalamina, acido ascérbico, colecalciferol, ergocalciferol, un tocoferol, un tocotrienol, una filoquinona y una
menaquinona o un derivado se la misma. El TID puede comprender un antioxidante o un derivado del mismo.

El TID puede ser un inhibidor enzimatico. El TID puede seleccionarse, mediante ejemplo no limitativo, de un inhibidor
de tirosina cinasa, un inhibidor de proteasa, un inhibidor de receptor de factor de crecimiento, un inhibidor de receptor
de hormonas, un inhibidor de cinasa janus, un inhibidor de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), un inhibidor de Bcl-2,
un inhibidor de poli ADP ribosa polimerasa (PARP), un inhibidor de PI3K, un inhibidor de Braf, un inhibidor de MAP
cinasa, un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina y un inhibidor de proteina de choque térmico. El inhibidor
enzimatico puede seleccionarse de apatinib, bortezomib, imatinib, ibrutinib, seliciclib, bosutinib, cabozantinib,
crizotinib, dabrafenib, dasatinib, doxorubicin, erlotinib, everolimus, gefitinib, imatinib, iniparib, lapatinib, LEE011,
LGX818, milotinib, obatoclax, olaparib, pazopanib, PD-0332991, perifosina, ponatinib, regorafenib, ruxolitinib,
salinomicina, sorafebnib, sunitinib, tamoxifen, temsirolimus, tofacitinib, trametinib, vandetanib y vemurafenib o un
derivado de los mismos.

El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureidol]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede
ser suficientemente pequefio como para penetrar en un tumor.
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El TID puede comprender un polipéptido. El TID puede basarse en o derivarse de un polipéptido. El TID puede
comprender un polipéptido sintético. Un polipéptido sintético puede referirse a un polipéptido que no esta codificado
genéticamente. El TID puede comprender un polipéptido que se produce de manera natural. Un polipéptido que se
produce de manera natural puede referirse a un polipéptido que esta codificado genéticamente. El polipéptido puede
comprender aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20,
aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45,
aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70,
aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85 o aproximadamente 90 o mas aminoacidos.

El TID puede seleccionarse de una hormona liberadora de hormona luteinizante de hormona peptidica de 10 meros,
bombesina, hormona liberadora de gonadotropina, pentagastrina, cRGD, octreotida, octreotato y analogos de los
mismos. El TID puede unirse a una diana al menos el 50% homdloga a receptor de hormona liberadora de
gonadotropina, un antigeno de membrana especifico de la préstata, una molécula similar a lectina de tipo ¢, un receptor
de folato, un receptor de colecistocinina B, un receptor de somatostatina , una integrina avf3, un receptor de péptido
liberador de gastrina, un receptor de neurocinina, un receptor de melanocortina, un receptor de neurotenina, un
receptor de hormona liberadora de hormona luteinizante y un receptor de neuropéptido.

El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que se basa en o se deriva de una secuencia de aminoacidos
seleccionada de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que
es al menos el 60% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56.
El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos el 70% idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de
aminoacidos que es al menos el 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera de
SEQ ID NO: 18-56. EI TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80% idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una
secuencia de aminoacidos que es al menos el 85% idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de una
cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90%
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede
comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos el 95% idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56.

El TID puede comprender un agonista de receptor de colecistocinina B. El TID puede comprender un agonista de
receptor de colecistocinina B (por ejemplo, agonista de CCK2). Mediante ejemplo no limitativo, el TID puede
comprender un antagonista de receptor de colecistocinina B tal como se representa en la figura 7.

El TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Tal
como se usa en el presente documento, el término “fragmento de anticuerpo” se refiere a cualquier forma de un
anticuerpo distinta de la forma de longitud completa. Los fragmentos de anticuerpo en el presente documento incluyen
anticuerpos que son componentes mas pequefios que existen dentro de anticuerpos de longitud completa, y
anticuerpos que se han disefiado por ingenieria genética. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan
a, Fv, Fc, Fab y (Fab’)2, Fv de cadena sencilla (scFv), diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos hibridos
bifuncionales, CDR1, CDR2, CDR3, combinaciones de CDR, regiones variables, regiones de entramado, regiones
constantes, cadenas pesadas, cadenas ligeras, moléculas distintas de anticuerpos de armazén alternativo y
anticuerpos biespecificos. A menos que se indique especificamente otra cosa, las frases y reivindicaciones que usan
el término “anticuerpo” o “anticuerpos” pueden incluir especificamente “fragmento de anticuerpo” y “fragmentos de
anticuerpos.”

El TID puede comprender un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que puede seleccionarse de Fv, Fc, Fab y (Fab’)2,
Fv de cadena sencilla (scFv), diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos hibridos bifuncionales, TCR de
disolucion monoclonales, region determinante de complementariedad 1 (CDR1), CDR2, CDR3, combinaciones de
CDR, regiones variables, regiones de entramado, regiones constantes, cadenas pesadas, cadenas ligeras, moléculas
distintas de anticuerpos de armazdn alternativo y anticuerpos biespecificos. El polipéptido puede ser una
inmunoglobulina. El polipéptido puede ser un Fab. El TID puede ser un TCR monoclonal.

El TID puede ser un anticuerpo humano, completamente humano, humanizado, disefiado por ingenieria genética
humano, no humano y/o quimérico. El anticuerpo no humano puede humanizarse para reducir la inmunogenicidad
para seres humanos, al tiempo que retiene la especificidad y afinidad del anticuerpo no humano original.
Generalmente, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas dominios variables en los que las CDR (o porciones
de las mismas) se derivan de un anticuerpo no humano, y las FR (o porciones de las mismas) se derivan de secuencias
de anticuerpos humanos. Un anticuerpo humanizado también comprende opcionalmente al menos una porcién de una
region constante humana. En algunas realizaciones, algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado se
sustituyen con residuos correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan
los residuos de CDR), por ejemplo, para restaurar o mejorar la afinidad o especificidad del anticuerpo.

El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo quimérico. Anticuerpos quiméricos pueden referirse a
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anticuerpos creados a través de la unién de dos o mas genes de anticuerpos que originalmente codificaban para
anticuerpos separados. Un anticuerpo quimérico puede comprender al menos un aminoacido de un primer anticuerpo
y al menos un aminoacido de un segundo anticuerpo, en el que los anticuerpos primero y segundo son diferentes. Al
menos una porcion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede ser de una especie bovina, una especie humana
0 una especie murina. Al menos una porcién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede ser de una rata, una
cabra, una cobaya o un conejo. Al menos una porcion del anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede ser de un ser
humano. Al menos una porcién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede ser de un mono cynomolgus.

El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de un mamifero, ave, pez, anfibio y
reptil. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, carnivoros, roedores, elefantes, marsupiales, conejos,
murciélagos, primates, focas, osos hormigueros, cetaceos, ungulados de dedos impares y ungulados de dedos pares.
El mamifero puede ser un humano, primate no humano, ratén, oveja, gato, perro, vaca, caballo, cabra o cerdo.

El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo que consiste
en anticuerpo anti-CD19, anticuerpo anti-Her2, anticuerpo anti-EGFR, anti-CD22 anticuerpo, anticuerpo anti-CS1,
anticuerpo anti-CLL-1, anticuerpo anti-CD33 y anticuerpo anti-CEA. El TID puede basarse en o derivarse de un
anticuerpo anti-CD19 o un fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-Her2 o
fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-EGFR o fragmento del mismo. El
TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-EGFRvIII o fragmento del mismo. El TID puede basarse en o
derivarse de un anticuerpo anti-BCMA o fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo
anti-CD22 o fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-CS1 o fragmento del
mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-CLL-1 o fragmento del mismo. El TID puede basarse
en o derivarse de un anticuerpo anti-CD33 o fragmento del mismo. El TID puede basarse en o derivarse de un
anticuerpo anti-CEA o fragmento del mismo.

El TID puede basarse en o derivarse de una inmunoglobulina (Ig). La inmunoglobulina puede seleccionarse de una
IgG, una IgA, una IgD, una IgE, un IgM, un fragmento de la misma o una version modificada de la misma. La
inmunoglobulina puede ser IgG. La IgG puede ser IgG1. La IgG puede ser IgG2. La IgG puede tener una o mas
mutaciones de Fc para unién a receptor de Fc (FcR) reducida. Las mutaciones de Fc pueden estar en la cadena
pesada de la IgG. Las mutaciones de Fc en la IgG1 pueden ser L234A y L235A. Las mutaciones de Fc en la IgG1
pueden ser L234A y L235E. La mutacion de Fc en la IgG1 puede ser N297A. La mutacién de Fc en la IgG2 puede ser
V234A y V237A. EI TID puede comprender una inmunoglobulina nula para Fc o un fragmento de la misma.

El TID puede comprender un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en adotrastuzumab emtansina,
alemtuzumab, bevacizumab, brentuximab vedotina, gemtuzumab ozogamicina, ipilimumab ibritumomab tiuxetano o
panitumumab o un fragmento de los mismos. En algunos casos, el TID no comprende cetuximab. El TID puede ser
erbitux o un fragmento del mismo. El TID puede no ser erbitux. El TID puede ser rituximab o un fragmento del mismo.
El TID puede no ser rituximab. El TID puede ser trastuzumab o un fragmento del mismo. El TID puede no ser
trastuzumab.

El TID puede ser un anticuerpo anti-CD19 o un fragmento del mismo. El TID puede ser un anticuerpo anti-CD22 o un
fragmento del mismo. El TID puede no ser un anticuerpo anti-CD19 o un fragmento del mismo. El TID puede
seleccionar como diana un antigeno seleccionado de, mediante ejemplo no limitativo, Her2, CLL-1, CD33, EGFRuUVIII,
CD20, BCMA, CS1 o un fragmento de los mismos. El antigeno puede comprender un antigeno de tipo natural. El
antigeno puede comprender una o0 mas mutaciones.

El TID puede comprender un anticuerpo anti-CD19 o fragmento del mismo. La cadena ligera del anticuerpo anti-CD19
o fragmento del mismo puede comprender SEQ ID NO: 16 o una secuencia de aminoacidos homdloga. La secuencia
de aminoacidos puede ser aproximadamente el 99%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 97%,
aproximadamente el 96%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 92%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 75%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 65%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 55%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 45%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 35%, aproximadamente el 30%,
aproximadamente el 25%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 5% o aproximadamente el 2% homodloga a SEQ ID NO: 16. La cadena pesada del anticuerpo
anti-CD19 o fragmento del mismo puede comprender SEQ ID NO: 17 o una secuencia de aminoacidos homologa. La
secuencia de aminoacidos puede ser aproximadamente el 99%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 97%,
aproximadamente el 96%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 92%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 75%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 65%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 55%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 45%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 35%, aproximadamente el 30%,
aproximadamente el 25%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 5% o aproximadamente el 2% homodloga a SEQ ID NO: 17.

El TID puede ser un anticuerpo anti-BCMA o un fragmento del mismo. El TID puede ser un anticuerpo anti-CS1 o un
fragmento del mismo. EI TID puede ser un anticuerpo anti-EGFRUvIIlI o un fragmento del mismo. El TID puede ser un
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anticuerpo anti-Her2 o un fragmento del mismo. El TID puede comprender un anticuerpo anti-CD20 o fragmento de
anticuerpo. El TID puede comprender un anticuerpo anti-CEA o fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender
un anticuerpo anti-EGFR o fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender un anticuerpo anti-CEA o fragmento
de anticuerpo. El TID puede comprender un anticuerpo anti-CLL-1 o fragmento de anticuerpo. El TID puede
comprender un anticuerpo anti-CD33 o fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender trastuzumab o fragmento
del mismo. EI TID puede no comprender cetuximab o fragmento del mismo. El TID puede no comprender trastuzumab
o fragmento del mismo. El TID puede no comprender rituximab o fragmento del mismo. El TID puede no comprender
un anticuerpo frente a EpCAM o fragmento del mismo. El TID puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
codificado por una secuencia de nucleétidos o aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 5-9, en la que el aminoacido
no natural puede reemplazar a cualquier aminoacido del anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

El TID puede ser una molécula pequefia. La molécula pequefia puede ser acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico. La molécula pequefia puede ser folato. El CAR-ID puede ser FITC o un derivado
del mismo. El interruptor de CAR-EC puede comprender ademas un segundo TID. El interruptor de CAR-EC puede
comprender mas de 1,2, 3,405 TID.

El TID puede basarse en o derivarse de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en proteina A, una
lipocalina, un dominio de fibronectina, un dominio de repeticién consenso de anquirina y una tiorredoxina.

Los interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas aminoacidos
no naturales. El uno o mas CAR-ID pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El uno o mas TID
pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El uno o mas ligadores pueden comprender uno o mas
aminoacidos no naturales. La unién del CAR-ID al TID puede producirse por medio del uno o mas aminoacidos no
naturales. El uno o mas ligadores pueden unir el uno o mas CAR-ID al uno o mas TID de manera especifica de sitio a
través del uno o mas aminoacidos no naturales. Alternativa o adicionalmente, el uno o mas ligadores pueden unir el
uno mas TID al uno o mas TID de manera especifica de sitio, en el que no se requiere un aminoacido no natural para
unir el uno o mas TID al uno o mas TID. El TID puede unirse a 1, 2, 3, 4, 5 0 mas aminoacidos no naturales en el TID.
El TID puede unirse a 1, 2, 3, 4, 5 o0 mas aminoacidos no naturales en el TID de manera especifica de sitio.
Alternativamente, el TID puede unirse a 1, 2, 3, 4, 5 0 mas aminoacidos no naturales en el TID. El TID puede unirse a
1, 2, 3, 4, 5 0 mas aminoacidos no naturales en el TID de manera especifica de sitio.

El dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) puede comprender uno o mas aminoacidos
no naturales. Los CAR-ID dados a conocer en el presente documento pueden comprender 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10
0 mas aminoacidos no naturales. El TID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. Los anticuerpos de
direccionamiento o fragmentos de anticuerpos dados a conocer en el presente documento pueden comprender 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 o mas aminoacidos no naturales. El aminoacido no natural puede reaccionar con el ligador para
crear un enlace quimico.

El uno o mas aminoacidos no naturales puede insertarse entre dos aminoacidos que se producen de manera natural
en el TID. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a uno o mas aminoacidos que se producen de
manera natural en el TID. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse en el extremo N-terminal del
TID. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse en el extremo C-terminal del TID. El aminoacido no
natural puede incorporarse distal a la region del TID que interacciona con una molécula sobre o desde una diana. El
aminoacido no natural puede incorporarse cerca de la region del TID que interacciona con una molécula sobre o desde
una diana. El aminoacido no natural puede incorporarse en la region del TID que interacciona con una molécula sobre
o desde una diana.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a uno o mas aminoacidos en el TID. El uno o mas
aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier aminoacido no natural en el TID.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse en una cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de
la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse en una cadena pesada
de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden
incorporarse en una cadena pesada y una cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se
deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a un aminoacido en la cadena ligera de la
inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden
reemplazar a un aminoacido en una cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se
deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a un aminoacido en una cadena pesada y una
cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una alanina de una cadena ligera de la inmunoglobulina
a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una cisteina
de una cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos
no naturales pueden reemplazar a una serina de una cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se
basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una lisina de una cadena ligera de la
inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden
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reemplazar a una asparagina de una cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva.
El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una treonina de una cadena ligera de la inmunoglobulina
a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una alanina
de una cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos
no naturales pueden reemplazar a una cisteina de una cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID
se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una serina de una cadena pesada
de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden
reemplazar a una lisina de una cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El
uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a una asparagina de una cadena pesada de la
inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden
reemplazar a una treonina de una cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a Ser 202 de la cadena ligera de la inmunoglobulina a
partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a Lys 136 de
la cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no
naturales pueden reemplazar a Ala 123 de la cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa
o se deriva. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a Ser 202 de la cadena ligera y la Lys 136 de
la cadena pesada de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o se deriva. El uno o mas aminoacidos no
naturales pueden reemplazar a Thr 109 de la cadena ligera de la inmunoglobulina a partir de la cual el TID se basa o
se deriva. El aminoacido no natural puede reemplazar a un aminoacido de la cadena ligera del anticuerpo a partir del
cual el polipéptido se basa o se deriva. Por ejemplo, el aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de serina
de la cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a serina 202 de la cadena ligera del
anticuerpo o un homadlogo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de glicina de la
cadena ligera del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a glicina 68 de la cadena ligera del anticuerpo
o un homadlogo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de treonina de la cadena ligera
del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a treonina 109 de la cadena ligera del anticuerpo o un
homodlogo de la misma. El polipéptido puede basarse en o derivarse de una cadena pesada del anticuerpo. El
aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de lisina de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no
natural puede reemplazar a lisina 136 de la cadena pesada del anticuerpo o un homalogo de la misma. El aminoacido
no natural puede reemplazar a un residuo de alanina de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural
puede reemplazar a alanina 123 de la cadena pesada del anticuerpo o un homélogo de la misma. El aminoacido no
natural puede reemplazar a un residuo de serina de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede
reemplazar a serina 74 de la cadena pesada del anticuerpo o un homologo de la misma. El aminoacido no natural
puede reemplazar a un residuo de aminoacido de la cadena ligera del anticuerpo y un residuo de aminoacido de la
cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de glicina de la cadena ligera
del anticuerpo y un aminoacido de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un
residuo de glicina de la cadena ligera del anticuerpo y un residuo de serina de la cadena pesada del anticuerpo. El
aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de serina de la cadena pesada del anticuerpo y un residuo de
aminoacido de la cadena ligera del anticuerpo. El residuo de glicina de la cadena ligera del anticuerpo puede ser glicina
68 o un homodlogo de la misma. El residuo de serina de la cadena pesada del anticuerpo puede ser serina 74 o un
homologo de la misma. El aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de serina de la cadena ligera del
anticuerpo y un aminoacido de la cadena pesada del anticuerpo. El aminoacido no natural puede reemplazar a un
residuo de serina de la cadena ligera del anticuerpo y un residuo de lisina de la cadena pesada del anticuerpo. El
aminoacido no natural puede reemplazar a un residuo de lisina de la cadena pesada del anticuerpo y un residuo de
aminoacido de la cadena ligera del anticuerpo. El residuo de serina de la cadena ligera del anticuerpo puede ser serina
202 o un homodlogo de la misma. El residuo de serina de la cadena pesada del anticuerpo puede ser lisina 136 o un
homologo de la misma.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a un aminoacido del TID, en el que el TID es un anticuerpo
anti-CD 19 o fragmento del mismo. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier serina de
una cadena ligera del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden
reemplazar a cualquier lisina de una cadena ligera del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo. El uno o mas
aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier asparagina de una cadena ligera del anticuerpo anti-CD 19
o fragmento del mismo. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier treonina de una cadena
ligera del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar
a cualquier serina de una cadena pesada del anticuerpo anti-CD19 o fragmento del mismo. El uno o mas aminoacidos
no naturales pueden reemplazar a cualquier lisina de una cadena pesada del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del
mismo. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier asparagina de una cadena pesada del
anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier
treonina de una cadena pesada del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo. El anticuerpo o fragmento de
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo, en el que el uno o mas aminoacidos no
naturales pueden reemplazar a uno o mas aminoacidos de una cadena ligera del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento
del mismo. La cadena ligera del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo puede comprender SEQ ID NO: 16. El
uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a uno o mas aminoacidos de SEQ ID NO: 16. El uno o mas
aminoacidos de SEQ ID NO: 16 pueden seleccionarse del grupo que comprende G68, K107, T109, E152, S156, K169
y S202. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a uno o mas aminoacidos de una cadena pesada
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del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo. La cadena pesada del anticuerpo anti-CD 19 o fragmento del mismo
puede comprender SEQ ID NO: 17. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a uno o mas
aminoacidos de SEQ ID NO: 17. El uno o mas aminoacidos de SEQ ID NO: 17 pueden seleccionarse del grupo que
consiste en S74, A121 y K136.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden estar codificados por un codén que no codifica para uno de los veinte
aminoacidos naturales. El uno o mas aminoacidos no naturales puede estar codificado por un codén sin sentido (codén
de terminacién). El codén de terminacion puede ser un coddén ambar. El codén ambar puede comprender una
secuencia UAG. El codén de terminacion puede ser un codoén ocre. El codén ocre puede comprender una secuencia
de UAA. El cododn de terminacion puede ser un codén épalo o ambar. El coddn 6palo o ambar puede comprender una
secuencia UGA. El uno o mas aminoacidos no naturales puede estar codificado por un codén de cuatro bases.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden ser p-acetilfenilalanina (pAcF o pAcPhe). El uno o mas aminoacidos
no naturales pueden ser selenocisteina. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden ser p-fluorofenilalanina
(pFPhe). El uno o mas aminoacidos no naturales pueden seleccionarse del grupo que comprende p-azidofenilalanina
(pAzF), p-azidometilfenilalanina(pAzCHzF), p-benzoilfenilalanina (pBpF), p-propargiloxifenilalanina (pPrF), p-
yodofenilalanina (pIF), p-cianofenilalanina (pCNF), p-carboxilmetilfenilalanina (pCmF), 3-(2-naftil)alanina (NapA), p-
boronofenilalanina (pBoF), o-nitrofenilalanina (oNiF), (8-hidroxiquinolin-3-il)alanina (HQA), selenocisteina y (2,2-
bipiridin-5-il)alanina (BipyA). El uno o mas aminoacidos no naturales pueden ser 4-(6-metil-s-tetrazin-3-
illaminofenilalanina.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden ser f-aminoacidos (3 y f2), homo-aminoacidos, prolina y derivados
de acido piruvico, derivados de alanina 3-sustituidos, derivados de glicina, derivados de fenilalanina y tirosina de anillo
sustituido, aminoacidos de nucleo lineal, diaminoacidos, D-aminoacidos, N-metilaminoacidos, o una combinacién de
los mismos.

Los ejemplos adicionales de aminoacidos no naturales incluyen, pero no se limitan a, 1) diversos analogos de tirosina
y fenilalanina sustituidos tales como O-metil-L-tirosina, p-amino-L-fenilalanina, 3-nitro-L-tirosina, p-nitro-L-fenilalanina,
m-metoxi-L-fenilalanina y p-isopropil-L-fenilalanina; 2) aminoacidos con grupos arilazida y benzofenona que pueden
estar fotorreticulados; 3) aminoacidos que tienen reactividad quimica Unica incluyendo acetil-L-fenilalanina y m-acetil-
L-fenilalanina, O-alil-L-tirosina, O-(2-propinil)-L-tirosina, p-etiltiocarbonil-L-fenilalanina 'y p-(3-oxobutanoil)-L-
fenilalanina; 4) aminoacidos que contienen atomos pesados para ajuste de fase en cristalografia de rayos X incluyendo
p-yodo y p-bromo-L-fenilalanina; 5) el aminoacido activo redox dihidroxi-L-fenilalanina; 6) aminoacidos glicosidados
que incluyen b-N-acetilglucosamina-O-serina y a-N-acetilgalactosamina-O-treonina; 7) aminoacidos fluorescentes con
cadenas laterales de naftilo, dansilo y 7-aminocumarina; 8) aminoacidos fotoescindibles y fotoisomerizables con
cadenas laterales de Cys, Ser y Tyr de azobenceno y nitrobencilo; 9) la p-carboximetil-L-fenilalanina mimética de
fosfotirosina; 10) el homdlogo de glutamina homoglutamina; y 11) acido 2-aminooctanoico. El aminoacido no natural
puede modificarse para incorporar un grupo quimico. El aminoacido no natural puede modificarse para incorporar un
grupo cetona.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden comprender al menos un grupo oxima, carbonilo, dicarbonilo,
hidroxilamina o una combinacién de los mismos. El uno o0 mas aminoacidos no naturales pueden comprender al menos
un grupo funcional carbonilo, dicarbonilo, alcoxi-amina, hidrazina, alqueno aciclico, alquino aciclico, ciclooctino,
aril/alquilazida, norborneno, ciclopropeno, transcicloocteno o tetrazina o una combinacién de los mismos.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse en el TID y/o el CAR-ID mediante métodos conocidos en
la técnica. Pueden usarse sistemas basados en células o libres de células para alterar la secuencia genética del TID
y/o el CAR-ID, produciendo de ese modo el TID y/o el CAR-ID con uno o mas aminoacidos no naturales. Pueden
usarse cepas auxotrofas en lugar de ARNt y sintetasa modificados por ingenieria genética. El uno o mas aminoacidos
no naturales pueden producirse a través de reaccion selectiva de uno o mas aminoacidos naturales. La reaccién
selectiva puede estar mediada por una o mas enzimas. En un ejemplo no limitativo, la reaccion selectiva de una o mas
cisteinas con una enzima que genera formilglicina (FGE) puede producir una o mas formilglicinas (véase Rabuka et
al., Nature Protocols 7:1052-1067 (2012)).

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden tomar parte en una reaccién quimica para formar un ligador. La
reaccion quimica para formar el ligador puede ser una reaccion biortogonal. La reaccidon quimica para formar el ligador
puede ser quimica “click”.

Se dan a conocer aminoacidos no naturales adicionales en Liu et al. (Annu Rev Biochem, 79:413-44, 2010), Wang et
al. (Angew Chem Int Ed, 44:34-66, 2005) y las solicitudes PCT numeros PCT/US2012/039472, PCT/US2012/039468,
PCT/US2007/088009, PCT/US2009/058668, PCT/US2007/089142, PCT/US2007/088011, PCT/US2007/001485,
PCT/US2006/049397, PCT/US2006/047822 y PCT/US2006/044682.

Un experto en la técnica prevera que la plataforma de CAR-EC puede expandirse a una variedad de moléculas en una

célula que va a seleccionarse como diana en una enfermedad o estado. A modo de ejemplo no limitativo, los
interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento pueden comprender TID basados en o derivados

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741308 T3

de anticuerpos que seleccionan como diana EGFR de cancer de colon y pulmoén, EGFRuvIII para glioma y glioblastoma,
BCMA y CS1 para mieloma multiple, y CLL-1 y CD33 para leucemia mieloide aguda. Los interruptores de CAR-EC
dados a conocer en el presente documento pueden comprender TID que comprenden moléculas pequefias usadas
para seleccionar como diana células cancerosas. Pueden usarse interruptores de CAR-EC que comprenden un TID
que comprende folato para tratar cancer de ovario. Pueden usarse interruptores de CAR-EC que comprenden un TID
que comprende acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico para tratar células de cancer de prostata positivo
para PSMA.

Ligadores

Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas ligadores. Los
interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender dos o mas ligadores. Los interruptores
dados a conocer en el presente documento pueden comprender tres o mas ligadores. Los interruptores dados a
conocer en el presente documento pueden comprender cuatro o mas ligadores. Los interruptores dados a conocer en
el presente documento pueden comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas ligadores. Los dos o mas ligadores pueden ser
iguales. Al menos dos de los tres o mas ligadores pueden ser iguales. Los dos o mas ligadores pueden ser diferentes.
Al menos dos de los tres o0 mas ligadores pueden ser diferentes.

Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas
ligadores. Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender
dos o mas ligadores. Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden
comprender tres o mas ligadores. Los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente
documento pueden comprender cuatro o mas ligadores. Los productos intermedios de interruptores dados a conocer
en el presente documento pueden comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas ligadores. Los dos o0 mas ligadores pueden ser
iguales. Al menos dos de los tres o mas ligadores pueden ser iguales. Los dos o mas ligadores pueden ser diferentes.
Al menos dos de los tres o0 mas ligadores pueden ser diferentes.

La figura 18 representa ligadores a modo de ejemplo. La figura 19 representa ligadores heterobifuncionales a modo
de ejemplo. La figura 20 muestra un esquema general para sintetizar ligadores bifuncionales. Pueden encontrarse
ligadores a modo de ejemplo adicionales y métodos de construccion de ligadores en el documento W02014/153002.

El ligador puede unirse a un dominio de interacciéon con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID). El ligador puede
unirse a un dominio de interaccion con la diana (TID). El ligador puede unir un CAR-ID a un TID. El uno o mas ligadores
pueden unir el uno o mas CAR-ID al uno o mas TID. El uno o mas ligadores pueden unir el uno o mas CAR-ID al uno
o mas TID de manera especifica de sitio. La uniéon de manera especifica de sitio puede comprender unir el uno o mas
CAR-ID a un sitio predeterminado en el uno o mas TID. Alternativa o adicionalmente, la unién de manera especifica
de sitio puede comprender unir el uno o mas CAR-ID a un aminoacido no natural en el uno o mas TID. El uno o mas
ligadores pueden unir el uno o mas CAR-ID al uno o mas TID de una manera independiente del sitio. La unién de una
manera independiente del sitio puede comprender unir el uno o mas CAR-ID a un sitio aleatorio en el uno o mas TID.
El CAR-ID puede unirse a 1, 2, 3, 4, 5 o mas TID de manera especifica de sitio. El CAR-ID puede unirse a 1, 2, 3, 4,
5 o mas TID de una manera independiente de sitio. Alternativamente, el TID puede unirse a 1, 2, 3, 4, 5 o mas CAR-
ID de manera especifica de sitio. La unién de manera especifica de sitio puede comprender unir el uno o mas TID a
un sitio predeterminado en el uno o mas CAR-ID. El TID puede unirse a 1, 2, 3, 4, 5 o mas CAR-ID de una manera
independiente de sitio. La unién de una manera independiente de sitio puede comprender unir el uno o mas TID a un
sitio aleatorio en el uno o mas CAR-ID.

El uno o mas ligadores pueden acoplarse al CAR-ID, el TID o una combinacién de los mismos. El uno o mas ligadores
pueden acoplarse al CAR-ID para formar uno o mas productos intermedios de interruptores de férmula llA: L1-X o
féormula II: X-L1, en la que X es el CAR-ID y L1 es el ligador. El uno o mas ligadores pueden acoplarse al CAR-ID
mediante una oxima. El uno o mas ligadores pueden acoplarse al CAR-ID mediante un ciclooctino, ciclopropeno,
aril/alquilazidas, trans-cicloocteno, norboreno, tetrazina, o una combinacion de los mismos. El uno o mas ligadores
pueden acoplarse al CAR-ID mediante un enlace covalente, enlace no covalente, enlace idénico, o una combinacién
de los mismos. El uno o mas ligadores pueden acoplarse al TID para formar uno o mas productos intermedios de
interruptores de formula I1llA: L1-Y o formula lll: Y-L1, enlaque Y es el TID y L1 es el ligador. El uno o mas ligadores
pueden acoplarse al TID mediante una oxima. El uno o mas ligadores pueden acoplarse al TID mediante un ciclooctino,
ciclopropeno, aril/alquilazidas, trans-cicloocteno, norboreno, tetrazina, o una combinacion de los mismos. El uno o mas
ligadores pueden acoplarse al TID mediante un enlace covalente, enlace no covalente, enlace i6nico, o una
combinacién de los mismos.

El TID puede comprender uno o mas aminoacidos. El uno o mas aminoacidos pueden comprender un aminoacido
natural. El ligador puede acoplarse con uno o mas aminoacidos naturales en el TID. El uno o mas aminoacidos pueden
comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El ligador puede acoplarse con uno o mas aminoacidos no naturales
en el TP. El ligador puede acoplarse con un aminoacido que es el producto de mutagénesis especifica de sitio. El
ligador puede acoplarse con una cisteina que es el producto de mutagénesis especifica de sitio. El ligador (por ejemplo,
maleimida sustituida) puede acoplarse con una cisteina que es el producto de mutagénesis especifica de sitio, asi
como un residuo de cisteina nativo. Dos ligadores, cada uno con grupos funcionales reactivos complementarios,
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pueden acoplarse entre si.

El uno o mas ligadores pueden ser un ligador escindible. El uno o mas ligadores pueden ser un ligador no escindible.
El uno o mas ligadores pueden ser un ligador flexible. El uno o mas ligadores pueden ser un ligador inflexible. El ligador
puede ser un ligador bifuncional. Un ligador bifuncional puede comprender un primer grupo funcional en un extremo y
un segundo grupo funciona en el segundo extremo. El ligador bifuncional puede ser un ligador heterobifuncional. Un
ligador heterobifuncional puede comprender un primer grupo funcional en un extremo y un segundo grupo funcional
en el segundo extremo, en el que el primer grupo funcional y el segundo grupo funcional son diferentes. El ligador
bifuncional puede ser un ligador homobifuncional. Un ligador homobifuncional puede comprender un primer grupo
funcional en un extremo y un segundo grupo funcional en el segundo extremo, en el que el primer grupo funcional y el
segundo grupo funcional son iguales.

El ligador puede comprender un enlace quimico. El ligador puede comprender un grupo funcional. El ligador puede
comprender un polimero. El polimero puede ser un polietilenglicol. El ligador puede comprender un aminoacido.

El ligador puede comprender uno o mas grupos funcionales. El ligador puede comprender dos o mas grupos
funcionales. El ligador puede comprender tres o mas grupos funcionales. El ligador puede comprender cuatro o mas
grupos funcionales. El ligador puede comprender 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas grupos funcionales. El ligador puede ser un
ligador de etilenglicolbifuncional.

El ligador puede comprender etilenglicol. El ligador puede comprender aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18, aproximadamente 19 o aproximadamente 20 o mas subunidades de etilenglicol. El ligador puede
comprender 4 o mas subunidades de etilenglicol. El ligador puede comprender 8 o mas subunidades de etilenglicol.
El ligador puede comprender 10 o mas subunidades de etilenglicol. El ligador puede comprender 12 o mas
subunidades de etilenglicol. El ligador puede comprender 15 o mas subunidades de etilenglicol. El ligador puede
comprender 20 o mas subunidades de etilenglicol. El ligador puede comprender 25 o mas subunidades de etilenglicol.
El ligador puede comprender 30 o mas subunidades de etilenglicol. El ligador puede comprender 35 o mas
subunidades de etilenglicol.

El ligador puede comprender polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender aproximadamente 1,
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11,
aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16,
aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19 o aproximadamente 20 o mas subunidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 4 o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 8 o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 10 o mas subunidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 12 o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 15 o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 20 o mas subunidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 25 o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 30 o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 35 o mas subunidades de
polietilenglicol (PEG).

El ligador puede comprender un triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol. El triazol puede ser un 1,2,4-triazol.

El ligador puede comprender un arilo o un heteroarilo. El ligador puede comprender un arilo. El arilo puede ser fenilo.
El fenilo puede estar disustituido. El fenilo disustituido puede ser fenilo 1,4-disustituido. El fenilo disustituido puede ser
fenilo 1,3-disustituido. El fenilo puede estar trisustituido. El fenilo puede estar tetrasustituido. Dos de los sustituyentes
del fenilo sustituido pueden ser NO,. En algunos casos, el ligador no comprende un sustituyente de bencilo.

El ligador puede comprender una o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender multiples
unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 2 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador
puede comprender 3 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 4 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 5 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 6 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 7 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 8 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 9 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 10 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 11 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender 12 o mas unidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 13 o mas unidades de
polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender 14 o mas unidades de polietilenglicol (PEG).

El ligador puede comprender una amida en un extremo. El ligador puede comprender una amida en un extremo y una
amina en el otro extremo. El ligador puede comprender una amida en un extremo y un triazol en el otro extremo.
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El uno o mas ligadores pueden comprender un resto 1,4-dicarboxilico. El uno o mas ligadores pueden comprender un
resto de fenilo sustituido con 1,3-dinitro.

El uno o mas ligadores pueden comprender uno o mas grupos funcionales reactivos. El grupo funcional reactivo puede
reaccionar con un grupo funcional reactivo complementario en una pareja de acoplamiento. La reaccion del grupo
funcional reactivo en el ligador con un grupo funcional reactivo complementario en una pareja de acoplamiento puede
producirse antes de la incorporacién del ligador en el interruptor de CAR-EC.

El ligador puede comprender al menos un grupo funcional reactivo seleccionado de alcoxi-amina, hidrazina,
aril/alquilazida, alquino, alqueno, tetrazina, diclorotriazina, tresilato, carbonato de succinimidilo, carbonato de
benzotriazol, carbonato de nitrofenilo, carbonato de triclorofenilo, carbonilimidazol, succinato de succinimidilo,
maleimida, vinilsulfona, haloacetamida y disulfuro. El alqueno puede seleccionarse de norborneno, trans-cicloocteno
y ciclopropeno. El ligador puede comprender al menos una alcoxilamina. El ligador puede comprender al menos una
azida. El ligador puede comprender al menos un ciclooctino. El ligador puede comprender al menos una tetrazina.

El uno o mas ligadores pueden comprender un grupo alcoxi-amina (o aminooxilo), grupo azida y/o grupo ciclooctino
en uno o mas extremos terminales. El uno o mas ligadores pueden comprender una alcoxi-amina en un extremo
terminal y un grupo azida en el otro extremo terminal. El uno o mas ligadores pueden comprender una alcoxi-amina
en un extremo terminal y un grupo ciclooctino en el otro extremo terminal. La alcoxi-amina puede formar una oxima
estable con un grupo cetona en un aminoacido. La alcoxi-amina puede formar una oxima estable con un grupo cetona
en un aminoacido no natural. El grupo cetona puede estar en una p-acetilfenilalanina (pAcF).

Uno o mas ligadores pueden formarse mediante reaccion del grupo funcional reactivo en el CAR-ID con un grupo
funcional reactivo complementario de un ligador que esta unido al TID. Uno o mas ligadores pueden formarse mediante
reaccion de un aminoacido u otro grupo funcional reactivo en el TID con un grupo funcional reactivo complementario
de un ligador que esta unido al CAR-ID. Uno o mas ligadores pueden formarse mediante reaccion de un ligador que
esta unido al CAR-ID con otro ligador que esta unido al TID. La figura 16 muestra un esquema de la produccion de un
ligador mediante reaccién de grupos funcionales reactivos en dos productos intermedios de interruptores. Tal como
se muestra en la figura 16, un primer producto intermedio de interruptor (1601) que comprende un CAR-ID (1605) y
un primer ligador (1610) se pone en contacto con un segundo producto intermedio de interruptor (1620) que comprende
un TID (1625) y un segundo ligador (1630). El grupo funcional reactivo (1615) del primer ligador (1610) reacciona con
el segundo grupo funcional (1635) del segundo ligador (1635) para producir un nuevo ligador (1645). La reaccion de
los dos productos intermedios de interruptores (1601, 1620) da como resultado la formacion de un interruptor (1640)
que comprende el CAR-ID (1605) conectado al TID (1625) por medio del nuevo ligador (1645).

El ligador puede ser el producto de una reaccién bioortogonal. Por ejemplo, aminoacidos que contienen cadenas
laterales de cetona, azida, alquino, alqueno y tetrazina pueden estar codificados genéticamente en respuesta a
codones sin sentido y de cambio de sentido. Estas cadenas laterales pueden actuar como asas quimicas para
reacciones de conjugacion biortogonales (Kim et al., Curr Opin Chem Bio 17:412-419 (2013)). El ligador puede
comprender una oxima, un tetrazol, un aducto de Diels Alder, un heteroaducto de Diels Alder, un producto de reaccion
de sustitucion aromatica, un producto de reaccién de sustitucion nucleofilica, un éster, una amida, un carbamato, un
éter, un tioéter o un producto de reaccion de Michael. El ligador puede ser un producto de cicloadicién, un producto
de reaccion de metatesis, un producto de reacciéon de acoplamiento cruzado mediada por metal, un producto de
polimerizacién de radicales, un producto de acoplamiento oxidativo, un producto de reaccién de transferencia de acilos
o un producto de fotorreaccion “click”. La cicloadicion puede ser una cicloadicion de Huisgen. La cicloadicion puede
ser una cicloadicion de Huisgen [3+2] libre de cobre. La cicloadicion puede ser una reaccién de Diels-Alder. La
cicloadicion puede ser una heterorreaccion de Diels-Alder. El ligador puede ser el producto de una reaccion mediada
por enzimas. El ligador puede ser un producto de una reaccién mediada por transglutaminasa, cuyos ejemplos no
limitativos se describen en Lin ef al., J. Am. Chem. Soc. 128:4542-4543 (2006) y el documento WO 2013/093809. El
ligador puede comprender un puente disulfuro que conecta dos residuos de cisteina, tal como la tecnologia
ThioBridge™ de PolyTherics. El ligador puede comprender un puente maleimida que conecta dos residuos de
aminoacido. El ligador puede comprender un puente maleimida que conecta dos residuos de cisteina.

Dos o mas ligadores pueden unirse. Los dos o mas ligadores pueden unirse través de una o mas reacciones libres
de cobre. Los dos o mas ligadores pueden unirse a través de una o mas cicloadiciones. Los dos o mas ligadores
pueden unirse a través de una o mas cicloadiciones de Huisgen. Los dos o mas ligadores pueden unirse a través de
una o mas cicloadiciones de Huisgen [3+2] libres de cobre. Los dos o mas ligadores pueden unirse a través de una o
mas reacciones que contienen cobre. Los dos o mas ligadores pueden unirse a través de una o mas reacciones de
Diels Alder. Los dos o mas ligadores pueden unirse a través de una o mas heterorreacciones de Diels Alder.

Los interruptores de CAR-EC pueden optimizarse ajustando la longitud del ligador. Los interruptores de CAR-EC
pueden comprender ligadores de diferentes longitudes. Los ligadores pueden ser relativamente cortos. Los ligadores
pueden ser relativamente largos. El uno o mas ligadores pueden ser de entre aproximadamente 1 angstrom (A) y
aproximadamente 120 angstroms (A) de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser de entre aproximadamente 5
angstroms (A) y aproximadamente 105 angstroms (A) de longitud. El uno o méas ligadores pueden ser de entre
aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 100 angstroms (A) de longitud. El uno o mas ligadores pueden
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ser de entre aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 90 angstroms (A) de longitud. El uno o mas
ligadores pueden ser de entre aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 80 angstroms (A) de longitud.
El uno o mas ligadores pueden ser de entre aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 70 angstroms
(A) de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser de entre aproximadamente 15 angstroms (A) y aproximadamente
45 angstroms (A) de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o mayores de aproximadamente 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 27, 30 o mas angstroms de longitud. El uno o mas ligadores pueden
ser iguales o mayores de aproximadamente 10 angstroms de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o
mayores de aproximadamente 15 angstroms de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o mayores de
aproximadamente 20 angstroms de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o menores de
aproximadamente 110, 100, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30
o menos angstroms de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o menores de aproximadamente 100
angstroms de longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o menores de aproximadamente 80 angstroms de
longitud. El uno o mas ligadores pueden ser iguales o menores de aproximadamente 60 angstroms de longitud. El uno
0 mas ligadores pueden ser iguales o menores de aproximadamente 40 angstroms de longitud.

La longitud total de los ligadores puede ser de entre aproximadamente 1 angstrom (A) y aproximadamente 120
angstroms (A). La longitud total de los ligadores puede ser de entre aproximadamente 5 angstroms (A) y
aproximadamente 105 angstroms (A). La longitud total de los ligadores puede ser de entre aproximadamente 10
angstroms (A) y aproximadamente 100 angstroms (A). La longitud total de los ligadores puede ser de entre
aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 90 angstroms (A). La longitud total de los ligadores puede
ser de entre aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 80 angstroms (A). La longitud total de los
ligadores puede ser de entre aproximadamente 10 angstroms (A) y aproximadamente 70 angstroms (A). La longitud
total de los ligadores puede ser de entre aproximadamente 15 angstroms y aproximadamente 45 angstroms (A). La
longitud total de los ligadores puede ser igual o mayor de aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 25, 27, 30 o mas angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser igual o mayor de
aproximadamente 10 angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser igual o mayor de aproximadamente 15
angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser igual o mayor de aproximadamente 20 angstroms. La longitud
total de los ligadores puede ser igual o menor de aproximadamente 110, 100, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45,
43,42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30 o menos angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser
igual o menor de aproximadamente 100 angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser igual o menor de
aproximadamente 80 angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser igual o menor de aproximadamente 60
angstroms. La longitud total de los ligadores puede ser igual o menor de aproximadamente 40 angstroms. La longitud
total de los ligadores puede ser igual o menor de aproximadamente 25 A. La distancia entre el CAR-ID y el TID puede
ser de aproximadamente 30 A.

Se dan a conocer en el presente documento composiciones que comprenden una pluralidad de interruptores, en las
que un interruptor de la pluralidad de interruptores comprende (a) un CAR-ID; (b) un TID; y (c) un ligador, en las que
al menos aproximadamente el 60% de los interruptores de la pluralidad de interruptores son estructuralmente
homogéneos. Al menos aproximadamente el 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68% o el 69% de los
interruptores de la pluralidad de interruptores pueden ser estructuralmente homogéneos. Al menos aproximadamente
el 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% o el 79% de los interruptores de la pluralidad de interruptores
pueden ser estructuralmente homogéneos. Al menos aproximadamente el 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88% o el 89% de los interruptores de la pluralidad de interruptores pueden ser estructuralmente homogéneos.
Al menos aproximadamente el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o el 99% de los interruptores de la
pluralidad de interruptores pueden ser estructuralmente homogéneos. Pueden proporcionarse interruptores de CAR-
EC estructuralmente homogéneos para unir de manera especifica de sitio el CAR-ID y el TID. El ligador puede unirse
a un CAR-ID de manera especifica de sitio. El ligador puede unirse a un TID de manera especifica de sitio. Un primer
sitio del ligador puede unirse a un CAR-ID de manera especifica de sitio y un segundo sitio del ligador puede unirse a
un TID de manera especifica de sitio.

Métodos de produccion de interruptores y productos intermedios de interruptores

Se dan a conocer en el presente documento métodos de produccion de interruptores de CAR-EC. Generalmente, el
método comprende unir un dominio de interaccioén con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) a un dominio de
interaccion con la diana (TID). Alternativamente, el método puede comprender unir un producto intermedio de
interruptor que comprende un CAR-ID y un ligador a un TID. El método puede comprender unir un producto intermedio
de interruptor que comprende un TID y un ligador a un CAR-ID. El método puede comprender unir un primer producto
intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID y un primer ligador a un segundo interruptor que comprende un
TID y un segundo ligador. La unién del CAR-ID al TID puede producirse de manera especifica de sitio. La union de
manera especifica de sitio puede comprender unir el CAR-ID a un sitio predeterminado en el TID. La unién de manera
especifica de sitio puede comprender unir el TID a un sitio predeterminado en el CAR-ID. La unién del CAR-ID al TID
puede producirse de una manera independiente del sitio. La unién de una manera independiente del sitio puede
comprender unir el CAR-ID a un sitio aleatorio en el TID. La unién de una manera independiente del sitio puede
comprender unir el TID a un sitio aleatorio en el CAR-ID. El método puede comprender ademas unir uno o mas CAR-
ID adicionales al TID. EI método puede comprender ademas unir o mas TID adicionales al CAR-ID. El método puede
comprender ademas usar uno o mas ligadores adicionales para conectar el TID al CAR-ID. Unir el CAR-ID al TID
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puede comprender realizar una o mas reacciones quimicas.

El método de produccion de un interruptor puede comprender unir un TID basado en o derivado de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo a un CAR-ID o un producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID para producir
un interruptor de CAR-EC que comprende (a) el TID; (b) uno o mas ligadores; y (c) el CAR-ID, el uno o mas ligadores
pueden unir el TID al CAR-ID. Unir el TID al CAR-ID puede producirse de manera especifica de sitio. EIl CAR-ID puede
unirse a un sitio predeterminado en el TID por medio del uno o mas ligadores. El TID puede unirse a un sitio
predeterminado en el CAR-ID por medio del uno o mas ligadores.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de produccion de un interruptor de férmula I: X-L1-Y o féormula
IA: Y-L1-X, en la que X es un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID), Y es un dominio
de interaccion con la diana (TID) y L1 es un ligador. X puede ser una molécula pequefia de unién a CAR e Y puede
ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. X puede ser una molécula pequefia de unién a CAR que no comprende
un péptido e Y puede ser un péptido que no comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. X puede ser una
molécula pequeiia de unién a CAR que no comprende un péptido e Y puede ser una molécula pequeia de
direccionamiento que no comprende un péptido. El método puede comprender realizar una 0 mas reacciones para
unir el CAR-ID a un sitio predeterminado en el TID. Realizar la una o mas reacciones para unir el CAR-ID al TID puede
comprender mezclar una pluralidad de CAR-ID con una pluralidad de TID. EI método puede comprender unir un
extremo del ligador al TID, seguido por la unién del otro extremo del ligador al CAR-ID. El método puede comprender
unir un extremo del ligador al CAR-ID, seguido por la unién del otro extremo del ligador al TID. La unién del ligador al
TID puede producirse de manera especifica de sitio. El ligador puede unirse a un aminoacido predeterminado del TID.
El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. El ligador puede comprender un grupo funcional que interacciona
con el aminoacido. La unién del ligador al TID puede producirse de una manera independiente del sitio. El ligador
puede unirse aleatoriamente al TID. El ligador puede comprender un grupo funcional que reacciona con un grupo
funcional en el TID. La unién del ligador al CAR-ID puede producirse de manera especifica de sitio. La union del ligador
al CAR-ID puede producirse de una manera independiente del sitio. El ligador puede comprender un grupo funcional
que reacciona con un grupo funcional en el CAR-ID. La realizacion de una o mas reacciones para unir el CAR-ID al
TID puede comprender realizar una ligacion de oxima.

Alternativa o adicionalmente, el método puede comprender realizar una reaccién para unir el ligador o un precursor
del ligador al CAR-ID para producir un producto intermedio de interruptor que comprende el ligador conjugado con el
CAR-ID. El producto intermedio de interruptor puede tener la férmula Il: X-L1 o férmula IlA: L1-X, en la que X es el
CAR-ID y L1 es el ligador o precursor del ligador. El ligador puede conjugarse con el CAR-ID de manera especifica de
sitio. El ligador puede conjugarse con el CAR-ID de una manera independiente del sitio. La realizacion de la una o
mas reacciones para unir el CAR-ID al TID puede comprender unir la porcion de ligador del producto intermedio de
interruptor al TID. La realizacién de la una o mas reacciones para unir el CAR-ID al TID puede comprender poner en
contacto una pluralidad de productos intermedios de interruptores que comprenden el ligador o precursor de ligador
conjugado con el CAR-ID con una pluralidad de TID. La unién de la porcion de ligador del producto intermedio de
interruptor al TID puede producirse de manera especifica de sitio. El TID puede comprender uno o mas aminoacidos
no naturales. La porcion de ligador del interruptor puede unirse al TID por medio del uno o0 mas aminoacidos no
naturales. La union de la porcién de ligador del producto intermedio de interruptor puede producirse de una manera
independiente del sitio.

Alternativa o adicionalmente, el método puede comprender realizar una reaccién para unir el ligador o un precursor
del ligador al TID para producir un producto intermedio de interruptor que comprende el ligador o precursor del ligador
conjugado con el TID. El producto intermedio de interruptor puede ser de férmula Ill: Y-L1 o formula IlIA: L1-Y, en la
que Y es el TID y L1 es el ligador o precursor de ligador. El ligador puede conjugarse con el TID de manera especifica
de sitio. El ligador puede conjugarse con el TID de una manera independiente del sitio. La realizacion de la una o mas
reacciones para unir el CAR-ID al TID puede comprender unir la porcion de ligador del producto intermedio de
interruptor al CAR-ID. La realizacién de la una o mas reacciones para unir el CAR-ID al TID puede comprender poner
en contacto una pluralidad de productos intermedios de interruptores que comprenden el ligador o precursor de ligador
conjugado con el TID con una pluralidad de CAR-ID. La unién de la porcion de ligador del producto intermedio de
interruptor al CAR-ID puede producirse de manera especifica de sitio. La union de la porcion de ligador del producto
intermedio de interruptor puede producirse de una manera independiente del sitio.

El método puede comprender acoplar uno o mas ligadores al TID para producir un producto intermedio de interruptor
de férmula Ill: Y-L1 o féormula 11lA: L1-Y, enla que Y es el TID y L1 es el ligador; y conjugar el producto intermedio de
interruptor con el CAR-ID, produciendo de ese modo el interruptor de CAR-EC. El producto intermedio de interruptor
puede conjugarse con el CAR-ID de una manera especifica de sitio. El producto intermedio de interruptor puede
conjugarse con el CAR-ID de una manera independiente del sitio. El método puede comprender ademas incorporar
uno o0 mas aminoacidos no naturales en el CAR-ID y/ o TID. El producto intermedio de interruptor puede conjugarse
con el CAR-ID de manera especifica de sitio a través del uso del aminoacido no natural.

El método puede comprender acoplar uno o mas ligadores al CAR-ID para producir un producto intermedio de

interruptor de formula Il: X-L1 o formula 11A: L1-X, en la que X es el CAR-ID y L1 es el ligador; y conjugar el producto
intermedio de interruptor al TID, produciendo de ese modo el interruptor de CAR-EC. El producto intermedio de

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741308 T3

interruptor puede conjugarse con el TID de manera especifica de sitio. El producto intermedio de interruptor puede
conjugarse con el TID de una manera independiente del sitio. El método puede comprender ademas incorporar uno o
mas aminoacidos no naturales en el CAR-ID y/o TID. El producto intermedio de interruptor puede conjugarse con el
TID de manera especifica de sitio a través del uso del aminoacido no natural.

Conjugar el producto intermedio de interruptor de formula 1l: X-L1 o féormula 11A: L1-X, en la que X es el CAR-ID y L1,
con el TID puede comprender formar una oxima. Conjugar el producto intermedio de interruptor de férmula Ill: Y-L1 o
formula IlIA: L1-Y, enla que Y es el TID y L1, con el CAR-ID puede comprender formar una oxima. Formar una oxima
puede comprender realizar una o mas reacciones en condiciones acidas. Formar una oxima puede comprender
realizar una o mas reacciones en condiciones ligeramente acidas. Formar una oxima puede comprender realizar una
0 mas reacciones en condiciones ligeramente neutras.

Un método de produccién de un interruptor puede comprender (a) producir un dominio de interacciéon con la diana
(TID) que comprende un aminoacido no natural; (b) unir un primer ligador al TID para producir un primer producto
intermedio de interruptor que comprende el TID y el primer ligador; (c) unir un segundo producto intermedio de
interruptor que comprende un dominio de interacciéon con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) y un segundo
ligador con el primer producto intermedio de interruptor, produciendo de ese modo el interruptor. El aminoacido no
natural puede ser p-acetilfenalanina (pAcF). El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo
anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRuVIIl,
un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-
CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-
HER2. EI TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por un nucleétido
secuencia de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El primer ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un
ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). EIl primer
ligador puede comprender ciclooctino. El primer ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede
comprender una azida. El primer ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede
ser 1,2,4-triazol. El primer ligador puede comprender un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El primer ligador puede
unirse a una cetona del aminoacido no natural. El primer ligador puede unirse al TID por medio de ligacion de oxima.
El CAR-ID puede comprender una molécula pequeia. El CAR-ID puede comprender FITC. El segundo ligador puede
ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas
subunidades de polietilenglicol (PEG). El segundo ligador puede comprender ciclooctino. El segundo ligador puede
ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El segundo ligador puede comprender
triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. El segundo ligador puede ser un ligador de
PEG-ciclooctino. El segundo producto intermedio de interruptor puede unirse al primer producto intermedio de
interruptor por medio de una reaccién de quimica “click”. El segundo producto intermedio de interruptor puede unirse
al primer producto intermedio de interruptor a través de una reaccién de cicloadicién. La reaccion de cicloadiciéon puede
ser una reaccion de cicloadicion [3+2].

Conjugar el ligador al CAR-ID para producir el interruptor puede comprender formar uno o mas enlaces entre el ligador
y el CAR-ID. Conjugar el ligador al TID para producir el interruptor puede comprender formar uno o mas enlaces entre
el ligador y el TID. El uno o mas enlaces pueden comprender un enlace idnico, un enlace covalente, un enlace no
covalente o una combinacién de los mismos. Pueden realizarse métodos de conjugacion adicionales del ligador al
CAR-ID y el TID tal como se describe en Roberts et al., Advanced Drug Delivery Reviews 54:459-476 (2002), que se
incluye como referencia en su totalidad.

El CAR-ID puede comprender cualquiera de los CAR-ID dados a conocer en el presente documento. Por ejemplo, el
CAR-ID puede comprender una molécula pequefa. EI CAR-ID puede comprender FITC. EI CAR-ID puede
seleccionarse del grupo que consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina,
acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina,
arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina y derivados de los mismos. El TID puede comprender cualquiera
de los TID dados a conocer en el presente documento. Por ejemplo, el TID puede comprender una molécula pequefia.
El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil )Jureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede
comprender folato. El TID puede basarse en o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo o
fragmento de anticuerpo puede comprender anti-CD 19. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede seleccionarse
del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y
anti-Her2. El ligador puede comprender cualquiera de los ligadores dados a conocer en el presente documento. Por
ejemplo, el ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinacién de los
mismos en uno o mas extremos terminales. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador
heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de PEG.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de producciéon de un interruptor de féormula IV: X-L1-L2-Y, en la
que en X es un CAR-ID, L1 es un primer ligador, L2 es un segundo ligador e Y es un TID. El método puede comprender
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(a) acoplar L1 a X para producir un primer producto intermedio de interruptor de férmula Il: X-L1; (b) acoplar L2 a Y
para producir un segundo producto intermedio de interruptor de formula V: L2-Y;; y (c) unir el primer producto intermedio
de interruptor de férmula Il al segundo producto intermedio de interruptor de féormula: V, produciendo de ese modo el
interruptor de férmula IV.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de produccion de un interruptor de formula IVA: Y-L2-L1-X, en
la que Y es un TID, L1 es un primer ligador, L2 es un segundo ligador y X es un CAR-ID. El método puede comprender
(a) acoplar L1 a X para producir un primer producto intermedio de interruptor de formula 11A: L1-X; (b) acoplar L2 a Y
para producir un segundo producto intermedio de interruptor de féormula VA: Y-L2; y (c) unir el primer producto
intermedio de férmula I1A al segundo producto intermedio de formula VA, produciendo de ese modo el interruptor de
CAR-EC de férmula IVA.

Los métodos pueden comprender ademas incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en X y/o Y. El L1 puede
acoplarse a X de manera especifica de sitio. El L1 puede acoplarse a X de manera especifica de sitio a través del uno
0 mas aminoacidos no naturales. L2 puede acoplarse a Y de manera especifica de sitio. El L2 puede acoplarse a Y
de manera especifica de sitio a través del uno o0 mas aminoacidos no naturales. El método puede comprender ademas
modificar un acido nucleico que codifica para X para producir uno o mas codones ambar en X. El método puede
comprender ademas modificar un acido nucleico que codifica para Y para producir uno o mas codones ambar en Y.

Conjugar el ligador al CAR-ID para producir el primer producto intermedio de interruptor puede comprender formar uno
o mas enlaces entre el ligador y el CAR-ID. Conjugar el ligador al TID para producir el segundo producto intermedio
de interruptor puede comprender formar uno o mas enlaces entre el ligador y el TID. El uno o mas enlaces pueden
comprender un enlace iénico, un enlace covalente, un enlace no covalente o una combinacién de los mismos. Pueden
realizarse métodos adicionales de conjugacion del ligador al CAR-ID y el TID tal como se describe en Roberts et al.,
Advanced Drug Delivery Reviews 54:459-476 (2002), que se incluye como referencia en su totalidad.

Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una
cicloadicion de Huisgen, una reaccion de Diels-Halder, una heterorreaccion de Diels-Alder o una reaccion mediada
por enzimas. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede
producir una oxima, un tetrazol, un aducto de Diels Alder, un heteroaducto de Diels Alder, un producto de reaccion de
sustituciéon aromatica, un producto de reaccion de sustitucion nucleofilica, un éster, una amida, un carbamato, un éter,
un tioéter, un producto de reaccién de Michael, un producto de cicloadicién, un producto de reacciéon de metatesis, un
producto de reaccién de acoplamiento cruzado mediada por metal, un producto de polimerizacion por radicales, un
producto de acoplamiento oxidativo, un producto de reaccién de transferencia de acilos o un producto de fotorreaccién
“click”. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede producir
un puente disulfuro o un puente maleimida.

L1 y/o L2 pueden comprender un ligador seleccionado de un ligador bifuncional, un ligador escindible, un ligador no
escindible, un ligador de etilenglicol, un ligador de etilenglicol bifuncional, un ligador flexible o un ligador inflexible. L1
y/o L2 pueden comprender un ligador seleccionado del grupo que comprende ciclooctino, ciclopropeno,
aril/alquilazidas, trans-cicloocteno, norboreno vy tetrazinas. Un extremo terminal de L1 y/o un extremo terminal de L2
pueden comprender una alcoxi-amina. Un extremo terminal de L1 y/o un extremo terminal de L2 pueden comprender
una azida o grupo ciclooctino. X puede acoplarse a L1 mediante un grupo quimico seleccionado de un ciclooctino,
ciclopropeno, aril/alquilazida, trans-cicloocteno, norboreno y tetrazina. Unir el primer producto intermedio de interruptor
(X-L1 o L1-X) y el segundo producto intermedio de interruptor (Y-L2 o L2-Y) puede comprender realizar una o mas
reacciones libres de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor (X-L1 o L1-X) y el segundo producto
intermedio de interruptor (Y-L2 o L2-Y) puede comprender realizar una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el
primer producto intermedio de interruptor (X-L1 o L1-X) y el segundo producto intermedio de interruptor (Y-L2 o L2-Y)
puede comprender una o mas cicloadiciones. Unir el primer producto intermedio de interruptor (X-L1 o L1-X) y el
segundo producto intermedio de interruptor (Y-L2 o L2-Y) puede comprender una o mas cicloadiciones de Huisgen.
Unir el primer producto intermedio de interruptor (X-L1 o L1-X) y el segundo producto intermedio de interruptor (Y-L2
0 L2-Y) puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor (X-
L1 o L1-X) y el segundo producto intermedio de interruptor (Y-L2 o L2-Y) puede comprender una o mas
heterorreacciones se Diels Alder.

Los métodos dados a conocer en el presente documento pueden comprender acoplar uno o mas ligadores a uno o
mas TID, CAR-ID o combinaciones de los mismos para producir uno o mas productos intermedios de interruptores. El
producto intermedio de interruptor puede comprender un TID unido a un ligador (por ejemplo, producto intermedio de
interruptor de TID). El producto intermedio de interruptor puede comprender un CAR-ID unido a un ligador (por ejemplo,
productos intermedios de interruptores de CAR-ID). Los métodos pueden comprender acoplar un primer ligador un
TID para producir un producto intermedio de interruptor de TID. Los métodos pueden comprender acoplar un ligador
a un CAR-ID para producir un producto intermedio de interruptor de CAR-ID.

El acoplamiento del uno o mas ligadores al TID y el CAR-ID puede producirse simultaneamente. El acoplamiento del

uno o mas ligadores al TID y el CAR-ID puede producirse secuencialmente. El acoplamiento del uno o mas ligadores
al TID y el CAR-ID puede producirse en un unico volumen de reaccion. El acoplamiento del uno o mas ligadores al
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TID y el CAR-ID puede producirse en dos o mas volumenes de reaccion.

El acoplamiento de uno o mas ligadores al TID y/o el CAR-ID puede comprender formar una o mas oximas entre el
ligador y el TID y/o el CAR-ID. El acoplamiento de uno o mas ligadores al TID y/o el CAR-ID puede comprender formar
uno o mas enlaces estables entre el ligador y el TID y/o el CAR-ID. El acoplamiento de uno o mas ligadores al TID y/o
el CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el ligador y el TID y/o el CAR-ID. El
acoplamiento de uno o mas ligadores al TID y/o el CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes
entre el ligador y TID y/o el CAR-ID. El acoplamiento de uno o mas ligadores al TID y/o el CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces ionicos entre el ligador y el TID y/o el CAR-ID.

El acoplamiento de uno o mas ligadores al TID y/o el CAR-ID puede comprender acoplar de manera especifica de sitio
uno o mas ligadores al TID y/o el CAR-ID. El acoplamiento especifico de sitio puede comprender unir el uno o mas
ligadores al aminoacido no natural del TID y/o el CAR-ID. Unir el uno o mas ligadores al aminoacido no natural del TID
y/o el CAR-ID puede comprender la formacion de una oxima. Unir el uno o mas ligadores al aminoacido no natural del
TID y/o el CAR-ID puede comprender, a modo de ejemplo no limitativo, hacer reaccionar una hidroxilamina del uno o
mas ligadores con un aldehido o cetona de un aminoacido. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural.

Realizar la una o mas reacciones para unir de manera especifica de sitio el CAR-ID al TID, para unir de manera
especifica de sitio el ligador o un precursor del ligador al CAR-ID, para unir de manera especifica de sitio el ligador o
un precursor del ligador al TID, para unir de manera especifica de sitio el producto intermedio de interruptor de CAR-
ID al TID, para unir de manera especifica de sitio el producto intermedio de interruptor de TID al CAR-ID o para unir
de manera especifica de sitio el producto intermedio de interruptor de TID al producto intermedio de interruptor de
CAR-ID puede comprender realizar una o mas reacciones seleccionadas de una reaccion libre de cobre, unas
cicloadiciones, una cicloadicion de Huisgen, una cicloadicion de Huisgen [3+2] libre de cobre, una reaccion que
contiene cobre, unas reacciones de Diels Alder, una heterorreaccion de Diels Alder, reacciéon de metatesis, una
reaccion de acoplamiento cruzado mediada por metal, una polimerizacién por radicales, un acoplamiento oxidativo,
una reaccion de transferencia de acilos, una fotorreaccion “click”, una reaccién mediada por enzimas, una reaccion
mediada por transglutaminasa.

Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden comprender un CAR-ID que comprende FITC o
un derivado del mismo. El método de producciéon de tales interruptores puede comprender acoplar un ligador o
precursor del mismo, un producto intermedio de interruptor que comprende un TID (por ejemplo, producto intermedio
de interruptor de TID) o un TID al CAR-ID. Acoplar el ligador o precursor del mismo, el producto intermedio de
interruptor de TID al CAR-ID puede comprender la conjugacion de un isotiocianato de FITC al ligador o precursor del
mismo, el producto intermedio de interruptor de TID o el TID. EI TID puede basarse en o derivarse de un polipéptido.
El polipéptido puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Acoplar un TID al CAR-ID puede comprender
conjugar el isotiocianato de FITC a un aminoacido del TID. El aminoacido puede ser una lisina. El método puede
comprender acoplar uno o mas CAR-ID al TID. El método puede comprender conjugar FITC a partir de dos o mas
CAR-ID con dos o0 mas aminoacidos del TID. Los dos o mas aminoacidos pueden ser lisina.

Producir un interruptor dado a conocer en el presente documento puede comprender acoplamiento de éster. El
acoplamiento de éster puede comprender formar un enlace amida entre el CAR-ID y el TID. El acoplamiento de éster
puede comprender formar un enlace amida entre un producto intermedio de interruptor y el TID. El producto intermedio
de interruptor puede comprender un CAR-ID unido a un ligador. El enlace amida puede formarse entre el ligador del
producto intermedio de interruptor y el TID. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster. El enlace amida puede
formarse entre el ligador del producto intermedio de interruptor y un aminoacido del TID. El CAR-ID puede comprender
una molécula pequefia. La molécula pequeia puede ser FITC. El TID puede basarse en o derivarse de un polipéptido.
El polipéptido puede ser un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender una molécula pequefia.

El método de produccion de un interruptor dado a conocer en el presente documento puede comprender: (a) obtener
un producto intermedio de interruptor que comprende (i) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico
(CAR-ID); y (ii) un ligador; y (b) poner en contacto el producto intermedio de interruptor con un dominio de interaccion
con la diana (TID), produciendo de ese modo el interruptor. Poner en contacto el producto intermedio de interruptor
con el TID puede comprender realizar una reaccion de acoplamiento de éster. El ligador puede comprender un ligador
de NHS-éster. El TID puede comprender uno o mas aminoacidos. Realizar la reaccion de acoplamiento de éster puede
comprender formar un enlace amida entre el ligador de NHS-éster del producto intermedio de interruptor y el uno o
mas aminoacidos del TID. El método puede comprender ademas producir una pluralidad de interruptores. Dos 0 mas
interruptores de la pluralidad de interruptores pueden comprender dos o mas productos intermedios de interruptores
unidos a dos o mas diferentes aminoacidos del TID. Por ejemplo, un primer producto intermedio de interruptor puede
unirse a un residuo de lisina de un primer TID y un segundo producto intermedio de interruptor puede unirse a un
residuo de glicina de un segundo TID. Dos o mas interruptores de la pluralidad de interruptores pueden comprender
dos o mas productos intermedios de interruptores unidos al mismo aminoacido del TID. Por ejemplo, los dos o mas
productos intermedios de interruptores pueden unirse a un residuo de lisina de un primer y segundo TID. Dos o mas
interruptores de la pluralidad de interruptores pueden comprender dos o mas productos intermedios de interruptores
unidos al mismo aminoacido ubicado en dos o0 mas posiciones diferentes en el TID. Por ejemplo, un primer producto
intermedio de interruptor puede unirse a la lisina 10 de un primer TID y el segundo producto intermedio de interruptor
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puede unirse a la lisina 45 de un segundo TID. Dos o mas interruptores de la pluralidad de interruptores pueden
comprender dos o mas productos intermedios de interruptores unidos al mismo aminoacido ubicado en la misma
posicion en el TID. Por ejemplo, un primer producto intermedio de interruptor puede unirse a la lisina 10 de un primer
TID y el segundo producto intermedio de interruptor puede unirse a la lisina 10 de un segundo TID.

Los métodos de produccion de un interruptor dados a conocer en el presente documento pueden comprender usar
uno o mas aminoacidos no naturales. El método puede comprender incorporar uno o mas aminoacidos no naturales
en el CAR-ID. ElI CAR-ID puede basarse en o derivarse de un polipéptido que puede interaccionar con un receptor de
antigeno quimérico en una célula efectora. El polipéptido puede ser un polipéptido no basado en anticuerpo.
Generalmente, un polipéptido no basado en anticuerpo es un polipéptido que no comprende un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo. El aminoacido no natural puede incorporarse en el polipéptido no basado en anticuerpo. El aminoacido
no natural puede reemplazar a un aminoacido del polipéptido no basado en anticuerpo. Alternativa o adicionalmente,
el método puede comprender incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en el TID. El TID puede basarse en o
derivarse de un polipéptido. El polipéptido puede ser un anticuerpo. El polipéptido puede ser un polipéptido no basado
en anticuerpo. El aminoacido no natural puede incorporarse en el polipéptido. El aminoacido no natural puede
reemplazar a un aminoacido del polipéptido.

El método de produccion del interruptor puede comprender ademas modificar uno o mas residuos de aminoacido en
el polipéptido a partir del cual el CAR-ID se basa o se deriva. El método de produccién del interruptor puede
comprender modificar uno o mas residuos de aminoacido en polipéptido a partir del cual el TID se basa o se deriva.
Modificar el uno o mas residuos de aminoacido puede comprender mutar uno o mas nucleétidos en la secuencia de
nucleétidos que codifica para el polipéptido. Mutar el uno o mas nucleétidos en la secuencia de nucleétidos codificante
puede comprender alterar un codén que codifica para un aminoacido a un codén sin sentido.

Incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en el polipéptido a partir del cual el CAR-ID se basa o se deriva puede
comprender modificar uno o mas residuos de aminoacido en el polipéptido para producir uno o mas codones ambar
en el anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en el polipéptido a partir
del cual el TID se basa o se deriva puede comprender modificar uno o mas residuos de aminoacido en el polipéptido
para producir uno o mas codones ambar en el anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

El uno o mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse en el polipéptido en respuesta a un codén ambar. El uno
0 mas aminoacidos no naturales pueden incorporarse de manera especifica de sitio en el polipéptido.

Incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en el polipéptido a partir del cual el CAR-ID y el TID se basan o se
derivan puede comprender el uso de uno o0 mas aminoacidos no naturales codificados genéticamente con reactividad
quimica ortogonal en relacion con los veinte aminoacidos canénicos para modificar de manera especifica de sitio el
anticuerpo, fragmento de anticuerpo o péptido de direccionamiento. Incorporar uno o mas aminoacidos no naturales
puede comprender el uso de una o mas ARNt sintetasas. La ARNt sintetasa puede ser una aminoacil ARNt sintetasa.
La ARNLt sintetasa puede ser una sintesis de ARNt mutante. Incorporar uno 0 mas aminoacidos no naturales puede
comprender un par de ARNt/ARNt sintetasa. El par de ARNt/ARNt sintetasa puede comprender un par de
ARNt/aminoacil-ARNt sintetasa. El par de ARNt/ARNt sintetasa puede comprender un par de ARNiTyr/tirosil-ARNt
sintetasa. Incorporar el uno o mas aminoacidos no naturales puede comprender el uso de un par de ARNt/aminoacil-
ARN sintetasa evolucionado para incorporar de manera especifica de sitio uno o0 mas aminoacidos no naturales en
sitios definidos en el polipéptido en respuesta a uno o mas codones sin sentido ambar.

Los métodos adicionales para incorporar aminoacidos no naturales incluyen, pero no se limitan a, los métodos dados
a conocer en Chatterjee et al. (A Versatile Platform for Single- and Multiple-Unnatural Amino Acid Mutagenesis in
Escherichia coli, Biochemistry, 2013), Kazane et al. (J Am Chem Soc, 135(1):340-6, 2013), Kim et al. (JAm Chem Soc,
134(24):9918-21, 2012), Johnson et al. (Nat Chem Biol, 7(11):779-86, 2011) y Hutchins et al. (J Mol Biol, 406(4):595-
603, 2011).

Un método de produccion de un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-
EC) puede comprender (a) obtener un dominio de interaccién con la diana (TID) que comprende un aminoacido no
natural; y (b) unir un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) al TID, produciendo de ese
modo el interruptor. El CAR-ID puede comprender una molécula pequefa. El CAR-ID puede seleccionarse del grupo
que consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico,
acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa,
trinitrofenol, biotina o un derivado del mismo. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). El
CAR-ID puede comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol. EI TID puede comprender una molécula
pequefia. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El
TID puede comprender folato o un derivado del mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado
de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-
EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un
anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo
puede ser un anticuerpo anti-EGFR. EIl anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un
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anticuerpo anti-Her2. El TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una
secuencia de nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa
en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador
puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador
homobifuncional. El ligador puede comprender ademas una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede
comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG.
El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30
subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un
aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender
ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender triazol. El
triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster. El ligador puede ser
un ligador de TriA. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadiciéon de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicién de [3+2]. La una o mas
cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir
el CAR-ID al TID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el CAR-ID al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o mas
heterorreacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el
CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el CAR-ID al TID puede comprender
unir el CAR-ID a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el CAR-ID al TID
puede comprender una o mas reacciones biortogonales. El CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio.
El CAR-ID puede unirse a un sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID de una manera
independiente del sitio.

El método puede comprender ademas unir un primer ligador al TID para producir un primer producto intermedio de
interruptor. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el primer ligador al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que
contienen cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer
ligador al TID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer ligador al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer ligador al TID puede comprender ligacion de oxima.
Unir el primer ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces ionicos entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido
no natural. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion
[3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender a cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato.

El método puede comprender ademas unir un segundo ligador al CAR-ID para producir un segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el segundo
ligador al CAR-ID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels
Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo ligador
al CAR-ID puede comprender ligacion de oxima. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar una o
mas oximas entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces estables entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede
comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al
CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces idnicos entre el segundo ligador y el CAR-ID.
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Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID. Unir el segundo
producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La
una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender unir el ligador a un aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural.
Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicién
de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadiciéon de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo
producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de
interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir
el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o
mas acoplamientos de isotiocianato.

Un método de produccion de un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-
EC) puede comprender (a) poner en contacto un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID)
con un dominio de interaccion con la diana (TID); y (b) producir el interruptor uniendo el CAR-ID a un sitio
predeterminado en el TID. El CAR-ID puede comprender una molécula pequeia. El CAR-ID puede seleccionarse del
grupo que consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-
aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de
benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos. EI CAR-ID puede comprender isotiocianato de
fluoresceina (FITC). EI CAR-ID puede comprender biotina. El CAR-ID puede comprender dinitrofenol. El TID puede
comprender una molécula pequefia. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o
un derivado del mismo. El TID puede comprender folato o un derivado del mismo. El TID puede comprender un
polipéptido basado en o derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del
grupo que consiste en un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo
anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUvIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA,
un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo
anti-CD 19. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-HER2. EI TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo
puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar
codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un
polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El interruptor puede comprender
ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El
ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender ademas una o mas subunidades de
polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al
menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede
comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador
puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador
puede comprender ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede
comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster.
El ligador puede ser un ligador de TriA. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas
cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir
el CAR-ID al TID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el CAR-ID al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o mas
heterorreacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el
CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el CAR-ID al TID puede comprender
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unir el CAR-ID a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el CAR-ID al TID
puede comprender una o mas reacciones biortogonales. El CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio.
El CAR-ID puede unirse a un sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID de una manera
independiente del sitio.

El método puede comprender ademas unir un primer ligador al TID para producir un primer producto intermedio de
interruptor. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el primer ligador al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que
contienen cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer
ligador al TID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer ligador al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer ligador al TID puede comprender ligacion de oxima.
Unir el primer ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces ionicos entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido
no natural. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion
[3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato.

El método puede comprender ademas unir un segundo ligador al CAR-ID para producir un segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el segundo
ligador al CAR-ID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels
Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo ligador
al CAR-ID puede comprender ligacion de oxima. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar una o
mas oximas entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces estables entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede
comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al
CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces idnicos entre el segundo ligador y el CAR-ID.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID. Unir el segundo
producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La
una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender unir el ligador a un aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural.
Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicién
de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadiciéon de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo
producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer
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producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de
interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir
el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o
mas acoplamientos de isotiocianato.

Un método de produccion de un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-
EC) puede comprender (a) poner en contacto una pluralidad de dominios de interaccion con receptores de antigenos
quiméricos (CAR-ID) con una pluralidad de dominios de interaccion con la diana (TID); y (b) unir uno o mas CAR-ID
de la pluralidad de CAR-ID a uno o mas TID de la pluralidad de TID, produciendo de ese modo una pluralidad de
interruptores, en la que al menos aproximadamente el 60% de los interruptores son estructuralmente homélogos. Al
menos aproximadamente el 65%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97%, 99% o el 100%
de los interruptores pueden ser estructuralmente homologos. Al menos aproximadamente el 70% de los interruptores
pueden ser estructuralmente homologos. Al menos aproximadamente el 75% de los interruptores pueden ser
estructuralmente homologos. Al menos aproximadamente el 80% de los interruptores pueden ser estructuralmente
homologos. Al menos aproximadamente el 85% de los interruptores pueden ser estructuralmente homologos. Al
menos aproximadamente el 90% de los interruptores pueden ser estructuralmente homodlogos. Al menos
aproximadamente el 95% de los interruptores pueden ser estructuralmente homologos. El CAR-ID puede comprender
una molécula pequefa. El CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina,
anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico,
hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos.
El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). El CAR-ID puede comprender biotina. EI CAR-ID
puede comprender dinitrofenol. El TID puede comprender una molécula pequeia. El TID puede comprender acido 2-
[3-(1,3-dicarboxipropilJureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede comprender folato o un derivado
del mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-CD22, un
anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo
anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede
ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-Her2. El TID puede comprender un fragmento
de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-
17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El
TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El
interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un
ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender ademas una
0 mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador
puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de
PEG. El ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un
extremo. El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-
aminooxilo. El ligador puede comprender ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.
El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un
ligador de NHS-éster. El ligador puede ser un ligador de TriA. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas
cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir
el CAR-ID al TID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el CAR-ID al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o mas
heterorreacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el
CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el CAR-ID al TID puede comprender
unir el CAR-ID a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el CAR-ID al TID
puede comprender una o mas reacciones biortogonales. El CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio.
El CAR-ID puede unirse a un sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID de una manera
independiente del sitio.

El método puede comprender ademas unir un primer ligador al TID para producir un primer producto intermedio de
interruptor. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el primer ligador al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que
contienen cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer
ligador al TID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer ligador al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer ligador al TID puede comprender ligacion de oxima.
Unir el primer ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
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ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces ionicos entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido
no natural. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion
[3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato.

El método puede comprender ademas unir un segundo ligador al CAR-ID para producir un segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el segundo
ligador al CAR-ID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels
Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo ligador
al CAR-ID puede comprender ligacion de oxima. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar una o
mas oximas entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces estables entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede
comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al
CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces idnicos entre el segundo ligador y el CAR-ID.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID. Unir el segundo
producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La
una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender unir el ligador a un aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural.
Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicién
de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadiciéon de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo
producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de
interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir
el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o
mas acoplamientos de isotiocianato.

Un método de produccion de un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-
EC) puede comprender (a) poner en contacto una pluralidad de dominios de interaccion con receptores de antigenos
quiméricos (CAR-ID) con una pluralidad de dominios de interaccion con la diana (TID); y (b) unir un CAR-ID de la
pluralidad de CAR-ID a un TID de la pluralidad de TID, produciendo de ese modo una pluralidad de interruptores, en
la que el CAR-ID se une al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos aproximadamente el 60% de los
interruptores. EI CAR-ID puede unirse al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos aproximadamente el 62%,
65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97%, 99% o el 100% de los interruptores.
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El CAR-ID puede unirse al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos aproximadamente el 70% de los
interruptores. El CAR-ID puede unirse al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos aproximadamente el 75%
de los interruptores. EI CAR-ID puede unirse al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos aproximadamente
el 80% de los interruptores. EI CAR-ID puede unirse al mismo residuo de aminoacido del TID en al menos
aproximadamente el 85% de los interruptores. El CAR-ID puede unirse al mismo residuo de aminoacido del TID en al
menos aproximadamente el 90% de los interruptores.

El CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. EI CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en
DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-
aminobenzoico, acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa,
trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC).
El CAR-ID puede comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol. EI TID puede comprender una
molécula pequefia. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del
mismo. El TID puede comprender folato o un derivado del mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en
o derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en
un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo
anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un
anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo
puede ser un anticuerpo anti-EGFR. EIl anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo anti-Her2. El TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una
secuencia de nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa
en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador
puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador
homobifuncional. El ligador puede comprender ademas una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede
comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG.
El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30
subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un
aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender
ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender triazol. El
triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster. El ligador puede ser
un ligador de TriA. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas
cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir
el CAR-ID al TID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el CAR-ID al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o mas
heterorreacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el
CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el CAR-ID al TID puede comprender
unir el CAR-ID a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el CAR-ID al TID
puede comprender una o mas reacciones biortogonales. El CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio.
El CAR-ID puede unirse a un sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID de una manera
independiente del sitio.

El método puede comprender ademas unir un primer ligador al TID para producir un primer producto intermedio de
interruptor. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el primer ligador al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que
contienen cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer
ligador al TID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer ligador al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer ligador al TID puede comprender ligacion de oxima.
Unir el primer ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces ionicos entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido
no natural. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion
[3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender
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una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato.

El método puede comprender ademas unir un segundo ligador al CAR-ID para producir un segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el segundo
ligador al CAR-ID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels
Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo ligador
al CAR-ID puede comprender ligacion de oxima. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar una o
mas oximas entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces estables entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede
comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al
CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces idnicos entre el segundo ligador y el CAR-ID.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID. Unir el segundo
producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La
una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender unir el ligador a un aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural.
Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicién
de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadiciéon de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo
producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de
interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir
el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o
mas acoplamientos de isotiocianato.

Un método de produccion de un interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-
EC) puede comprender (a) poner en contacto un dominio de interaccién con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID)
con un dominio de interaccion con la diana (TID); y (b) unir el CAR-ID al TID mediante conjugacién de oxima,
cicloadicion de Huisgen o reaccién de Diels Alder, produciendo de ese modo el interruptor. EI CAR-ID puede
comprender una molécula pequefia. El CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en DOTA, dinitrofenol,
quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-
aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un derivado
de los mismos. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). EI CAR-ID puede comprender
biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol. EI TID puede comprender una molécula pequefa. El TID puede
comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)Jureido]pentanodioico o un derivado del mismo. EI TID puede comprender
folato o un derivado del mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo anti-CD 19, un
anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUVIIl, un anticuerpo
anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un
anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-
EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-HER2. EIl TID
puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de nucledtidos de una
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cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera
de SEQ ID NO: 18-56. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador bifuncional.
El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede
comprender ademas una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro
subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender
al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede
comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede
ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser
un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-
triazol. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster. El ligador puede ser un ligador de TriA. El ligador puede ser un
ligador de NHS-éster.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas
cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una reaccién libre de cobre. Unir
el CAR-ID al TID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el CAR-ID al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender una o mas
heterorreacciones de Diels Alder. Unir el CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el
CAR-ID al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el CAR-ID al TID puede comprender
unir el CAR-ID a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el CAR-ID al TID
puede comprender una o mas reacciones bioortogonales. EI CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de
sitio. EI CAR-ID puede unirse a un sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID de una manera
independiente del sitio.

El método puede comprender ademas unir un primer ligador al TID para producir un primer producto intermedio de
interruptor. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el primer ligador al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que
contienen cobre. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer
ligador al TID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer ligador al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer ligador al TID puede comprender ligacion de oxima.
Unir el primer ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el primer
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces ionicos entre el primer ligador y el TID. Unir el
primer ligador al TID puede comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido
no natural. Unir el primer ligador al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion
[3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadicién libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer producto intermedio de interruptor al CAR-ID
puede comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato.

El método puede comprender ademas unir un segundo ligador al CAR-ID para producir un segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el segundo
ligador al CAR-ID puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels
Alder. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo ligador
al CAR-ID puede comprender ligacion de oxima. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar una o
mas oximas entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces estables entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al CAR-ID puede
comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el segundo ligador y el CAR-ID. Unir el segundo ligador al
CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces idnicos entre el segundo ligador y el CAR-ID.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID. Unir el segundo
producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741308 T3

comprender una cicloadicion de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La
una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden
comprender una cicloadicion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender
una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede
comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID
puede comprender unir el ligador a un aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural.
Unir el segundo producto intermedio de interruptor al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el CAR-ID al TID puede comprender unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto
intermedio de interruptor. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicién
de Huisgen. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas cicloadiciones
pueden comprender una cicloadiciéon de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo
producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el primer
producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una o mas
reacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer producto intermedio de
interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir
el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o
mas acoplamientos de isotiocianato.

Un método de produccion de un producto intermedio de interruptor para activar una célula efectora con receptor de
antigeno quimérico (CAR-EC) puede comprender (b) poner en contacto un dominio de interaccion con la diana (TID)
con un ligador, comprendiendo el ligador un grupo aminooxilo, grupo azida y/o grupo ciclooctino en uno o mas
extremos terminales; y (c) unir el ligador al TID. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo
anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUVIIl,
un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-
CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede ser un
anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-
HER2. EI TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de
nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. Unir el
ligador al TID puede comprender formar una oxima. La oxima puede formarse entre una cetona de un aminoacido en
el TID y el grupo aminooxilo en el ligador. La oxima puede formarse entre un grupo alcoxi-amina del ligador y una
cetona del aminoacido no natural. La oxima puede formarse entre un grupo alcoxi-amina del ligador y una cetona del
aminoacido no natural, en el que el aminoacido no natural es p-acetilfenilalanina (pAcF). El ligador puede ser un ligador
bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El
ligador puede comprender un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o una combinacién de los mismos en
uno o mas extremos terminales. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol. El ligador
puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 10 subunidades de
PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 30
subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo. El ligador puede comprender un
aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El ligador puede comprender
ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede
ser un 1,2,3-triazol o un 1,2,4-triazol. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster. El ligador puede ser un ligador de
TriA. El ligador puede ser un ligador de NHS-éster.

Unir el ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el ligador al TID puede comprender una reaccion
libre de cobre. Unir el ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el ligador al
TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el ligador al TID puede comprender una o mas
heterorreacciones de Diels Alder. Unir el ligador al TID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el
ligador al TID puede comprender ligaciéon de oxima. Unir el ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas
entre el ligador y el TID. Unir el ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el ligador y
el TID. Unir el ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el ligador y el TID. Unir el
ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el ligador y el TID. Unir el ligador al
TID puede comprender formar uno o mas enlaces idnicos entre el ligador y el TID. Unir el ligador al TID puede
comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el ligador
al TID puede comprender una o mas reacciones biortogonales.
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Un método de produccion de un producto intermedio de interruptor para activar una célula efectora con receptor de
antigeno quimérico (CAR-EC) puede comprender (a) poner en contacto un dominio de interaccion con receptor de
antigeno quimérico (CAR-ID) con un ligador, comprendiendo el ligador un grupo aminooxilo, grupo azida y/o grupo
ciclooctino en uno o mas extremos terminales; y (b) unir el ligador al CAR-ID. El CAR-ID puede comprender una
molécula pequefa. EI CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en DOTA, dinitrofenol, quinona, biotina,
anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico, acido m-aminobenzoico,
hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un derivado de los mismos.
El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). El CAR-ID puede comprender biotina. EI CAR-ID
puede comprender dinitrofenol. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador
heterobifuncional. El ligador puede ser un ligador homobifuncional. El ligador puede comprender ademas una o mas
subunidades de polietilenglicol. El ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El ligador puede
comprender al menos 10 subunidades de PEG. El ligador puede comprender al menos 20 subunidades de PEG. El
ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El ligador puede comprender una azida en un extremo.
El ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo.
El ligador puede comprender ciclooctino en un extremo. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador
puede unirse al CAR-ID mediante ligacion de oxima.

Unir el ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender una
reaccion libre de cobre. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir
el ligador al CAR-ID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el ligador al CAR-ID puede
comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender uno o mas
acoplamientos de éster. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender ligacion de oxima. Unir el ligador al CAR-ID
puede comprender formar una o mas oximas entre el ligador y el CAR-ID. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender
formar uno o mas enlaces estables entre el ligador y el CAR-ID. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender formar
uno o mas enlaces covalentes entre el ligador y el CAR-ID. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces no covalentes entre el ligador y el CAR-ID. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o
mas enlaces iénicos entre el ligador y el CAR-ID. Unir el ligador al CAR-ID puede comprender unir el ligador a un
aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el ligador al CAR-ID puede
comprender una o mas reacciones biortogonales.

Un método de produccién de un interruptor de formula IV: X-L1-L2-Y o férmula IVA: Y-L2-L1-X puede comprender (a)
acoplar L1 a X para producir un primer producto intermedio de interruptor de féormula IlA: L1-X, en la que (i) X
comprende un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor
de antigeno quimérico en una célula efectora; y (ii) L1 comprende un primer ligador antes de acoplarse a X; (b) acoplar
L2 a Y para producir un segundo producto intermedio de interruptor de formula VA: Y-L2, en la que (i) Y comprende
un dominio de interaccién con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una célula diana; y
(i) L2 comprende un segundo ligador antes de acoplarse a X; y (c) unir el primer producto intermedio de interruptor al
segundo producto intermedio de interruptor, produciendo de ese modo el interruptor de féormula 1V o IVA. El CAR-ID
puede comprender una molécula pequefia. EI CAR-ID puede seleccionarse del grupo que consiste en DOTA,
dinitrofenol, quinona, biotina, anilina, atrazina, un derivado de anilina, acido o-aminobenzoico, acido p-aminobenzoico,
acido m-aminobenzoico, hidralazina, halotano, digoxigenina, arsonato de benceno, lactosa, trinitrofenol, biotina o un
derivado de los mismos. El CAR-ID puede comprender isotiocianato de fluoresceina (FITC). EI CAR-ID puede
comprender biotina. EI CAR-ID puede comprender dinitrofenol.

El primer ligador puede ser un ligador bifuncional. El primer ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El primer
ligador puede ser un ligador homobifuncional. El primer ligador puede comprender ademas una o mas subunidades
de polietilenglicol. El primer ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El primer ligador puede
comprender al menos 10 subunidades de PEG. El primer ligador puede comprender al menos 20 subunidades de
PEG. El primer ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El primer ligador puede comprender una
azida en un extremo. El primer ligador puede comprender un aminooxilo en un extremo. El primer ligador puede ser
un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El primer ligador puede comprender ciclooctino en un extremo. El primer ligador
puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.

El TID puede comprender una molécula pequefia. EI TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede comprender folato o un derivado del
mismo. El TID puede comprender un polipéptido basado en o derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-CD22, un
anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo
anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede
ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-HER2. El TID puede comprender un fragmento
de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-
17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El
TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56.
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El segundo ligador puede ser un ligador bifuncional. El segundo ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El
segundo ligador puede ser un ligador homobifuncional. El segundo ligador puede comprender ademas una o mas
subunidades de polietilenglicol. EI segundo ligador puede comprender al menos cuatro subunidades de PEG. El
segundo ligador puede comprender al menos 10 subunidades de PEG. El segundo ligador puede comprender al
menos 20 subunidades de PEG. El segundo ligador puede comprender al menos 30 subunidades de PEG. El segundo
ligador puede comprender una azida en un extremo. El segundo ligador puede comprender un aminooxilo en un
extremo. El segundo ligador puede ser un ligador de azida-PEG-aminooxilo. El segundo ligador puede comprender
ciclooctino en un extremo. El segundo ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.

El método puede comprender ademas incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en X. Acoplar L1 a X puede
comprender unir L1 a un aminoacido no natural en X. Acoplar L1 a X puede comprender unién especifica de sitio.
Acoplar L1 a X puede comprender unir L1 a X en un sitio predeterminado. Acoplar L1 a X puede comprender ligacion
de oxima. Acoplar L1 a X puede comprender acoplamiento de éster.

El método puede comprender ademas incorporar uno o mas aminoacidos no naturales en Y. Acoplar L2 a Y puede
comprender unir L2 a un aminoacido no natural en Y. Acoplar L2 a Y puede comprender unién especifica de sitio.
Acoplar L2 a 'Y puede comprender unir L2 a Y en un sitio predeterminado. Acoplar L2 a Y puede comprender ligacion
de oxima. Acoplar L2 a Y puede comprender acoplamiento de éster.

Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender
una o cicloadiciones. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion de Huisgen. La una o mas
cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una
cicloadicién de Huisgen [3+2]. La una o mas cicloadiciones pueden comprender una cicloadicion libre de cobre. Acoplar
el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender una
reaccion libre de cobre. Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas reacciones que contienen cobre. Unir el CAR-ID al TID puede comprender
una o mas reacciones de Diels Alder. Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto
intermedio de interruptor puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Acoplar el primer producto
intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede comprender uno o mas acoplamientos
de éster. Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de interruptor puede
comprender uno o mas acoplamientos de isotiocianato. Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al segundo
producto intermedio de interruptor puede comprender unir el CAR-ID a un aminoacido de TID. El aminoacido puede
ser un aminoacido no natural. Acoplar el primer producto intermedio de interruptor al segundo producto intermedio de
interruptor puede comprender una o mas reacciones biortogonales. El primer producto intermedio de interruptor puede
unirse al segundo producto intermedio de interruptor de manera especifica de sitio. El primer producto intermedio de
interruptor puede unirse a un sitio predeterminado en el segundo producto intermedio de interruptor. El primer producto
intermedio de interruptor puede unirse al segundo producto intermedio de interruptor de una manera independiente
del sitio.

Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el primer ligador al CAR-ID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender una o mas reacciones
que contienen cobre. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir
el primer ligador al CAR-ID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el primer ligador al
CAR-ID puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender
ligacion de oxima. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender formar una o mas oximas entre el primer ligador
y el CAR-ID. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el primer
ligador y el CAR-ID. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre
el primer ligador y el CAR-ID. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o mas enlaces no
covalentes entre el primer ligador y el CAR-ID. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender formar uno o mas
enlaces ionicos entre el primer ligador y el CAR-ID. Unir el primer ligador al CAR-ID puede comprender unir el ligador
a un aminoacido de CAR-ID. El aminoacido puede ser un aminoacido no natural. Unir el primer ligador al CAR-ID
puede comprender una o mas reacciones biortogonales.

Unir el segundo ligador al TID puede comprender una o cicloadiciones. Unir el segundo ligador al TID puede
comprender una reaccion libre de cobre. Unir el segundo ligador al TID puede comprender una o mas reacciones que
contienen cobre. Unir el segundo ligador al TID puede comprender una o mas reacciones de Diels Alder. Unir el
segundo ligador al TID puede comprender una o mas heterorreacciones de Diels Alder. Unir el segundo ligador al TID
puede comprender uno o mas acoplamientos de éster. Unir el segundo ligador al TID puede comprender ligacion de
oxima. Unir el segundo ligador al TID puede comprender formar una o mas oximas entre el segundo ligador y el TID.
Unir el segundo ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces estables entre el segundo ligador y el
TID. Unir el segundo ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces covalentes entre el segundo ligador
y el TID. Unir el segundo ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces no covalentes entre el segundo
ligador y el TID. Unir el segundo ligador al TID puede comprender formar uno o mas enlaces iénicos entre el segundo
ligador y el TID. Unir el segundo ligador al TID puede comprender unir el ligador a un aminoacido de TID. El aminoacido
puede ser un aminoacido no natural. Unir el segundo ligador al TID puede comprender una o mas reacciones
biortogonales.
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El método de produccion de los interruptores dados a conocer en el presente documento puede comprender ademas
purificar los interruptores. El método puede comprender ademas purificar el TID, CAR-ID, ligador, o cualquier
combinacién de los mismos. Los métodos pueden comprender ademas purificar uno o0 mas productos intermedios de
interruptores. EI TID puede comprender un polipéptido. El polipéptido puede comprender un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo. El producto intermedio de interruptor puede comprender un TID y un ligador. Purificar el interruptor y
producto intermedio de interruptor puede comprender eliminar ligadores en exceso, TID en exceso y CAR-ID en
exceso. Los ligadores, TID y CAR-ID en exceso pueden eliminarse simultaneamente. Los ligadores, TID y CAR-ID en
exceso pueden eliminarse secuencialmente. La eliminacion de los polipéptidos que comprenden TID y CAR-ID puede
comprender tratar una disoluciéon que comprende el interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID,
y/o TID con una o mas proteasas. Purificar el interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID
puede comprender purificacion en columna. Purificar el interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-
ID y/o TID puede comprender el uso de una o mas columnas concentradoras, electroforesis, filtracion, centrifugacion,
cromatografia o una combinacion de las mismos. La cromatografia puede comprender cromatografia de exclusion
molecular. Métodos de cromatografia adicionales incluyen, pero no se limitan a, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad, unién a metal, cromatografia de
inmunoafinidad y cromatografia de liquidos de alta resolucién o cromatografia de liquidos de alta presion. La
electroforesis puede comprender electroforesis desnaturalizante o electroforesis no desnaturalizante.

El interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID pueden comprender una o mas etiquetas
de purificacion o moléculas de purificacion. Los ligadores pueden comprender una o mas etiquetas. Las etiquetas
pueden usarse para purificar el interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID. Los ejemplos
de etiquetas incluyen, pero no se limitan a, polihistidina, etiqueta FLAG®, HA, c-myc, V5, proteina de unién a quitina
(CBP), proteina de union a maltosa (MBP) y glutation-S-transferasa (GST). La etiqueta puede ser una etiqueta no
peptidica. La etiqueta puede ser biotina. La una o mas etiquetas pueden escindirse mediante una o mas proteasas.

Los métodos pueden comprender ademas liofilizacion o ultracentrifugacion de los CAR-BP, CAR-ID, CAR-ID, TC, TID
y productos intermedios de los mismos.

La pureza del interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID puede ser igual o mayor del
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas. La
pureza del interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID puede ser igual o mayor del 85%.
La pureza del interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID puede ser igual o mayor del
90%. La pureza del interruptor, producto intermedio de interruptor, ligadores, CAR-ID y/o TID puede ser igual o mayor
del 95%. La pureza de los CAR-BP, CAR-ID, CAR-ID, TC, TID y productos intermedios de los mismos puede ser igual
o mayor del 97%.

La homogeneidad de los interruptores o productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente
documento puede ser igual o mayor del 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas. La homogeneidad de los interruptores o productos intermedios de interruptores
puede ser igual o mayor del 85%. La homogeneidad de los interruptores o productos intermedios de interruptores
puede ser igual o mayor del 90%. La homogeneidad de los interruptores o productos intermedios de interruptores
puede ser igual o mayor del 95%. La homogeneidad de los interruptores o productos intermedios de interruptores
puede ser igual o mayor del 97%. La homogeneidad puede referirse a homogeneidad estructural. La homogeneidad
puede ser una homogeneidad estructural antes de la administracion de la célula a un sujeto. La homogeneidad puede
ser una homogeneidad estructural antes de las modificaciones en el interruptor de CAR-EC mediante actividades
celulares (metilacion, acetilacion, glicosilacion, etc.). Estos altos porcentajes de homogeneidad pueden proporcionar
un efecto mas predecible del interruptor de CAR-EC. Estos altos porcentajes de homogeneidad pueden proporcionar
menos efectos fuera de diana del interruptor de CAR-EC, cuando se combina con una CAR-EC para tratar un estado
en un sujeto.

Los métodos de produccion de interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento pueden
comprender producir una pluralidad de interruptores con una pureza igual o mayor del 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas. La pureza de la pluralidad de
interruptores puede ser igual o mayor del 85%. La pureza de la pluralidad de interruptores puede ser igual o mayor del
90%. La pluralidad de interruptores puede ser igual o mayor del 95%. La pureza de la pluralidad de interruptores puede
ser igual o mayor del 97%. La pureza puede evaluarse mediante métodos conocidos en la técnica (por ejemplo color,
contenido en agua, contenido en pirégenos, contenido en impurezas, etc.). La pureza de una pluralidad de
interruptores de CAR-EC que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende un polipéptido
producido por conjugacion de oxima, cicloadicion de Huisgen o reaccion de Diels Alder puede ser mayor del 70%,
75%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% o el 99%. La pureza de una pluralidad de interruptores de CAR-EC
que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende un polipéptido producido por conjugacion
de oxima, cicloadicion de Huisgen o reaccion de Diels Alder puede ser mayor del 85%. La pureza de una pluralidad
de interruptores de CAR-EC que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende un polipéptido
producido por conjugacién de oxima, cicloadicion de Huisgen o reaccion de Diels Alder puede ser mayor del 90%. La
pureza de una pluralidad de interruptores de CAR-EC que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que
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comprende un polipéptido producido por conjugacion de oxima, cicloadicién de Huisgen o reaccion de Diels Alder
puede ser mayor del 95%. La pureza de una pluralidad de interruptores que comprenden un CAR-ID que comprende
FITC y un TID que comprende una molécula pequefia producida mediante sintesis quimica puede ser una pureza
mayor del 70%, 75%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% o el 99%. La pureza de una pluralidad de
interruptores que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende una molécula pequeia
producida mediante sintesis quimica puede ser una pureza mayor del 80%. La pureza de una pluralidad de
interruptores que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende una molécula pequefa
producida mediante sintesis quimica puede ser una pureza mayor del 85%. La pureza de una pluralidad de
interruptores que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende una molécula pequefa
producida mediante sintesis quimica puede ser una pureza mayor del 90%. La pureza de una pluralidad de
interruptores que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende una molécula pequefa
producida mediante sintesis quimica puede ser una pureza mayor del 95%. La pureza de una pluralidad de
interruptores que comprenden un CAR-ID que comprende FITC y un TID que comprende una molécula pequefa
producida mediante sintesis quimica puede ser una pureza mayor del 98%.

Células efectoras con receptores de antigenos quiméricos (CAR-EC)

Los métodos, las plataformas y los kits dados a conocer en el presente documento pueden comprender una o mas
células efectoras con receptores de antigenos quiméricos (CAR-EC) o usos de las mismas. Los métodos, las
plataformas o los kits comprenden dos o0 mas CAR-EC o usos de las mismas. Los métodos, las plataformas o los kits
pueden comprender una pluralidad de CAR-EC o usos de las mismas. Al menos dos de la pluralidad de CAR-EC
puede ser del mismo tipo de célula. Al menos dos de la pluralidad de CAR-EC pueden ser del mismo linaje celular. Al
menos dos de la pluralidad de CAR-EC pueden ser de un tipo celular diferente. Al menos dos de la pluralidad de CAR-
EC pueden ser de linajes celulares diferentes. Al menos dos de la pluralidad de CAR-EC pueden comprender CAR
idénticos. Al menos dos de la pluralidad de CAR-EC pueden comprender dos o mas CAR diferentes. Al menos dos de
la pluralidad de CAR-EC pueden comprender dos o0 mas CAR similares.

Una CAR-EC puede comprender una célula efectora que expresa un CAR. La célula efectora puede ser una célula T.
La célula efectora puede ser una célula de un linaje de células T. La célula efectora pude ser una célula T madura. La
célula efectora puede ser una célula T precursora. La célula efectora puede ser una célula T citotoxica. La célula
efectora puede ser una célula T sin tratamiento previo. La célula efectora puede ser una célula T de célula madre de
memoria (Tusc). La célula efectora puede ser una célula T de memoria central (Tcwm). La célula efectora puede ser una
célula T efectora (TE). La célula efectora puede ser una célula T CD4+. La célula T puede ser una célula T CD8+. La
célula efectora puede ser una célula CD4+ y CD8+. La célula efectora puede ser una célula T af3. La célula efectora
puede ser una célula T y3. La célula efectora puede ser una célula T citolitica natural. La célula efectora puede ser una
célula T auxiliar. La célula T puede sobreexpresar FoxP3.

La célula efectora puede ser una célula efectora que tiene un efecto sobre una diana o célula diana cuando se pone
en proximidad a la diana o célula diana. La célula efectora puede ser una célula que tiene un efecto citotdxico sobre
una diana o célula diana cuando se pone en proximidad de la diana o célula diana. La célula efectora puede ser una
célula inmunitaria. La célula efectora puede seleccionarse de una célula B, un monocito, un trombocito, un leucocito,
un neutrdfilo, un eosindfilo, un basdfilo, un macréfago o un linfocito. La célula efectora puede ser un linfocito. La célula
efectora puede ser un macréfago. La célula efectora puede ser una célula fagocitica. La célula efectora puede ser una
célula B efectora. La célula efectora puede ser una célula citolitica natural. La célula efectora puede ser una célula
derivada de un sujeto que va a tratarse con un interruptor de CAR-EC o producto intermedio de interruptor dado a
conocer en el presente documento.

La CAR-EC puede comprender uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4. La CAR-EC puede
comprender un polinucleétido que es al menos aproximadamente el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o el 95% idéntico a uno o mas polinucledétidos seleccionados de
SEQ ID NO: 1-4. La CAR-EC puede comprender un polinucleétido que es al menos aproximadamente el 70% idéntico
a uno o mas polinucleédtidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4. La CAR-EC puede expresar un polipéptido codificado
por uno o mas polinucledétidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4. La CAR-EC puede expresar un polipéptido codificado
por un polinucleétido que es al menos aproximadamente el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o el 95% idéntico a uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID
NO: 1-4. El polinucleétido puede expresarse de manera constitutiva. El polinucleétido puede expresarse de manera
condicional. Por ejemplo, con el fin de activar la expresion del polinucleétido en la CAR-EC, se administra un farmaco
a la CAR-EC. Alternativamente, con el fin de terminar la expresion del polinucleétido en la CAR-EC, se administra un
farmaco a la CAR-EC.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de producciéon de una o mas CAR-EC. El método puede
comprender (a) infectar una célula efectora con uno o mas virus que comprenden uno o mas polinucleétidos
seleccionados de SEQ ID NO: 1-4; y (b) cultivar la célula efectora en medios de cultivo, produciendo de ese modo la
CAR-EC. ElI método puede comprender ademas administrar uno o mas reactivos a los medios de cultivo para estimular
la expresion de los polinucleétidos. El método puede comprender ademas administrar uno o mas reactivos a los medios
de cultivo para enriquecer la CAR-EC. Por ejemplo, el polinucledtido puede comprender ademas un marcador de
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farmaco seleccionable que puede usarse para enriquecer células efectoras que se han infectado con el virus. El
método puede comprender ademas purificar las CAR-EC. Purificar las CAR-EC puede comprender usar un clasificador
celular. Por ejemplo, el polinucleétido puede comprender ademas un marcador detectable (por ejemplo, una proteina
fluorescente) que puede usarse para purificar las células efectoras que se han infectado con el virus. Purificar las
CAR-EC puede comprender una seleccion positiva. Por ejemplo, una mezcla que comprende las células efectoras y
las CAR-EC puede hacerse pasar a través de una columna que comprende una molécula que puede interaccionar
con el CAR de las CAR-EC. Por tanto, pueden unirse CAR-EC a la columna y las células efectoras que no se han
infectado satisfactoriamente se liberan en el eluato. La columna puede lavarse varias veces. Las CAR-EC pueden
eluirse de la columna. Purificar las CAR-EC puede comprender seleccion negativa. Por ejemplo, la expresion del CAR
en células efectoras infectadas puede dar como resultado la regulacion por disminucién de una molécula de superficie.
Una mezcla que comprende las células efectoras y las CAR-EC puede hacerse pasar a través de una columna que
comprende una molécula que puede interaccionar con la molécula de superficie regulada por disminucion. Por tanto,
las células efectoras que no se han infectado pueden unirse a la columna y las células efectoras que expresan el CAR
se liberan en el eluato. El virus puede ser un lentivirus. El virus puede ser un adenovirus. El virus puede ser un
retrovirus. El virus puede ser un virus adenoasociado. El virus puede ser un virus adenoasociado autocomplementario
(VAAsc). El virus puede ser un virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) modificado. El virus puede ser un virus del
herpes simple (VHS) modificado.

El método de produccién de una CAR-EC puede comprender (a) transfectar una célula efectora con uno o mas
vectores que comprenden uno o mas polinucleotidos seleccionados de SEQ ID NO: 1-4; y (b) cultivar la célula efectora
en medios de cultivo, produciendo de ese modo la CAR-EC. El método puede comprender ademas administrar uno o
mas reactivos a los medios de cultivo para estimular la expresion de los polinucleétidos. El método puede comprender
ademas administrar uno o mas reactivos a los medios de cultivo para enriquecer la CAR-EC. Por ejemplo, el
polinucleétido puede comprender ademas un marcador de farmaco seleccionable que puede usarse para enriquecer
células efectoras que se han transfectado. El método puede comprender ademas purificar las CAR-EC. Purificar las
CAR-EC puede comprender usar un clasificador celular. Por ejemplo, el polinucleétido puede comprender ademas a
un marcador detectable (por ejemplo, una proteina fluorescente) que puede usarse para purificar las células efectoras
que se han transfectado. Purificar las CAR-EC puede comprender seleccion positiva. Por ejemplo, una mezcla que
comprende las células efectoras y las CAR-EC puede hacerse pasar a través de una columna que comprende una
molécula que puede interaccionar con el CAR de las CAR-EC. Por tanto, las CAR-EC pueden unirse a la columna y
las células efectoras que no se han transfectado satisfactoriamente se liberan en el eluato. La columna puede lavarse
varias veces. Las CAR-EC pueden eluirse de la columna. Purificar las CAR-EC puede comprender seleccion negativa.
Por ejemplo, expresion del CAR en células efectoras transfectadas puede dar como resultado la regulacion por
disminucion de una molécula de superficie. Una mezcla que comprende las células efectoras y las CAR-EC puede
hacerse pasar a través de una columna que comprende una molécula que puede interaccionar con la molécula de
superficie regulada por disminucion. Por tanto, las células efectoras que no se han transfectado pueden unirse a la
columna y las células efectoras que expresan el CAR se liberan en el eluato.

Receptor de antigeno quimérico (CAR)

Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden interaccionar con un receptor de antigeno
quimérico (CAR) en una CAR-EC, regulando de ese modo las actividades de la CAR-EC. Generalmente, la interaccion
del CAR-ID con el CAR puede dar como resultado la activacién de una respuesta inmunitaria por la célula. EIl CAR
puede comprender un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular. EI dominio
extracelular puede interaccionar con el CAR-ID del interruptor de CAR-EC. El dominio extracelular puede comprender
al menos una porcién de un anticuerpo. En algunos casos, el anticuerpo no es un anticuerpo de longitud completa. El
dominio extracelular puede comprender al menos una porcion de una inmunoglobulina o fragmento de la misma. La
inmunoglobulina o fragmento de la misma puede seleccionarse de un grupo que comprende IgA1, IgA2, IgD, IgM, IgE,
IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, scFv, di-scFv, bi-scFv y Fab, Fc, F(ab’)2, pFc’, un nanocuerpo, un aficuerpo, un DARPIn, un
diacuerpo, un camélido, un receptor de células T modificado por ingenieria genética o un monocuerpo. La
inmunoglobulina puede comprender IgG4.

El anticuerpo puede tener una afinidad de unién de aproximadamente 0,01 pM, aproximadamente 0,02 pM,
aproximadamente 0,03 pM, aproximadamente 0,04 pM, 0,05 pM, aproximadamente 0,06 pM, aproximadamente 0,07
pM, aproximadamente 0,08 pM, aproximadamente 0,09 pM, aproximadamente 0,1 pM, aproximadamente 0,2 pM, 0,3
pM, aproximadamente 0,4 pM, aproximadamente 0,5 pM, aproximadamente 0,6 pM, aproximadamente 0,7 pM,
aproximadamente 0,8 pM, aproximadamente 0,9 pM o aproximadamente 1 pM, aproximadamente 2 pM,
aproximadamente 3 pM, aproximadamente 4 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 6 pM, aproximadamente
7 pM, aproximadamente 8 pM, aproximadamente 9 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 0,01 nM,
aproximadamente 0,02 nM, aproximadamente 0,03 nM, aproximadamente 0,04 nM, aproximadamente 0,05 nM,
aproximadamente 0,06 nM, aproximadamente 0,07 nM, aproximadamente 0,08 nM, aproximadamente 0,09 nM,
aproximadamente 0,1 nM, aproximadamente 0,2 nM, aproximadamente 0,3 nM, aproximadamente 0,4 nM,
aproximadamente 0,5 nM, aproximadamente 0,6 nM, aproximadamente 0,7 nM, aproximadamente 0,8 nM,
aproximadamente 0,9 nM, aproximadamente 1 nM, aproximadamente 2 nM, aproximadamente 3 nM,
aproximadamente 4 nM, aproximadamente 5 nM, aproximadamente 6 nM, aproximadamente 7 nM, aproximadamente
8 nM, aproximadamente 9 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 12nM, aproximadamente 14 nM,
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aproximadamente 16 nM, aproximadamente 18 nM, aproximadamente 20 nM, aproximadamente 22 nM,
aproximadamente 24 nM, aproximadamente 26 nM, aproximadamente 28 nM o aproximadamente 30 nM. El dominio
extracelular puede comprender al menos una porcion de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). El dominio
extracelular puede comprender avidina o un fragmento de la misma. El dominio extracelular puede no comprender
avidina o fragmento de la misma. El anticuerpo puede comprender un anticuerpo anti-FITC o fragmento del mismo. El
anticuerpo anti-FITC puede ser un scFv anti-FITC. El scFv anti-FITC puede seleccionarse de 4-4-20, 4D5FIlu, 4M5.3
y FITC-E2. El scFv anti-FITC puede estar codificado por una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-4.

El anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de unién por FITC menor de 0,1 pM. El
anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de union por FITC de entre aproximadamente
0,1 pM y aproximadamente 1 pM. El anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de
union por FITC de entre aproximadamente 1 pM y aproximadamente 10 pM. El anticuerpo frente a FITC o fragmento
del mismo puede tener una afinidad de unién por FITC de aproximadamente 10 pM, aproximadamente 20 pM,
aproximadamente 30 pM, aproximadamente 40 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 60 pM,
aproximadamente 70 pM, aproximadamente 80 pM, aproximadamente 90 pM o aproximadamente 100 pM. El
anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de unién for FITC de aproximadamente 100
pM, aproximadamente 200 pM, aproximadamente 300 pM, aproximadamente 400 pM, aproximadamente 500 pM,
aproximadamente 600 pM, aproximadamente 700 pM, aproximadamente 800 pM, aproximadamente 900 pM o
aproximadamente 1 nM. El anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de unién por
FITC de aproximadamente 1 nM, aproximadamente 2 nM, aproximadamente 3 nM, aproximadamente 4 nM,
aproximadamente 5 nM, aproximadamente 6 nM, aproximadamente 7 nM, aproximadamente 8 nM, aproximadamente
9 nM o aproximadamente 10 nM. El anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de unién
por FITC de aproximadamente 10 nM, aproximadamente 15 nM, aproximadamente 20 nM, aproximadamente 25 nM,
aproximadamente 30 nM, aproximadamente 35 nM, aproximadamente 40 nM, aproximadamente 45 nM o
aproximadamente 50 nM. El anticuerpo frente a FITC o fragmento del mismo puede tener una afinidad de unién por
FITC mayor de 50 nM. El anticuerpo frente a FITC puede comprender un scFv anti-FITC o fragmento del mismo. El
scFv anti-FITC puede seleccionarse de un grupo que comprende 4-4-20, 4D5FIu, 4M5.3 y FITC-E2. La afinidad de
unién de 4-4-20 puede ser de aproximadamente 0,2 nM. La afinidad de union de 4D5Flu puede ser de
aproximadamente 20 nM. La afinidad de unién de 4M5.3 puede ser de aproximadamente 0,3 pM. La afinidad de union
de FITC-E2 puede ser de aproximadamente 0,3 nM.

El dominio transmembrana y/o el dominio intracelular pueden comprender al menos una porciéon de un dominio de
sefalizacion citoplasmatica. El dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de una molécula de
sefializacion seleccionada del grupo que comprende CD3¢, CD28 y 4-1BB. El dominio intracelular puede comprender
un receptor de Fc o una porcién del mismo. El receptor de Fc o porcién del mismo puede ser CD16 o una porcién del
mismo. La molécula de sefalizacion puede comprender CD3¢. La molécula de sefalizacion puede comprender CD28.
La molécula de sefializacion puede comprender 4-1BB. El dominio intracelular puede comprender al menos una
porcion de CD3¢. El dominio intracelular puede comprender al menos una porcion de CD28, el dominio intracelular
puede comprender al menos una porcion de 4-1BB, el dominio intracelular puede comprender al menos una porcién
de OX-40, el dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de CD30, el dominio intracelular puede
comprender al menos una porcidon de CD40, el dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de CD2.
El dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de CD27. El dominio intracelular puede comprender
al menos una porcién de PD-1. El dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de ICOS. El dominio
intracelular puede comprender al menos una porcién de antigeno-1 asociado a funcion de linfocitos (LFA-1). El dominio
intracelular puede comprender al menos una porcién de CD7. El dominio intracelular puede comprender al menos una
porcion de LIGHT. El dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de NKG2C. El dominio intracelular
puede comprender al menos una porcién de B7-H3. El dominio intracelular puede comprender al menos una porcién
de un dominio de sefializacion citoplasmatica de una o mas moléculas de sefalizaciéon. El dominio intracelular puede
comprender al menos una porcidon de dos o mas dominios de sefalizacién citoplasmatica. Los dos o mas dominios de
sefalizacion citoplasmatica pueden ser de dos o0 mas moléculas de sefializacion diferentes. El dominio intracelular
puede comprender al menos una porcion de tres o mas dominios de sefalizacion citoplasmatica. El dominio intracelular
puede comprender al menos una porcion de cuatro o mas dominios de sefializacion citoplasmatica. EI dominio
intracelular puede comprender al menos una porcion de un ligando que se une a une o mas moléculas de sefalizacion.
El dominio intracelular puede comprender al menos una porcién de un ligando que se une a CD83.

Plataforma de CAR-EC

Se dan a conocer en el presente documento plataformas de células efectoras con receptores de antigenos quiméricos
(CAR-EC) que comprenden una célula efectora que expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR); y un interruptor
de célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) dado a conocer en el presente documento. El
interruptor de CAR-EC puede ser homogéneo. El interruptor de CAR-EC puede ser estructuralmente homogéneo. El
CAR-ID puede seleccionarse de una molécula pequefia de unién a CAR (CAR-ID) y un componente de uniéon a CAR
(CAR-ID) dado a conocer en el presente documento. El TID puede seleccionarse de un dominio de interaccioén con la
diana y un TID dado a conocer en el presente documento.

La plataforma de CAR-EC puede comprender una pluralidad de interruptores de CAR-EC, en la que al menos uno de
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los interruptores de CAR-EC se da a conocer en el presente documento. La pluralidad de interruptores de CAR-EC
puede comprender dos o mas interruptores de CAR-EC. La pluralidad de interruptores de CAR-EC puede comprender
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas interruptores de CAR-EC. La pluralidad de
interruptores de CAR-EC puede comprender mas de 20, mas de 25, mas de 30, mas de 35, mas de 40, mas de 45 o
mas de 50 interruptores de CAR-EC. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden seleccionarse de uno o mas
interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento o una combinacién de los mismos.

Los anticuerpos o péptidos dados a conocer en el presente documento pueden comprender uno o mas aminoacidos
no naturales. El TID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. EI CAR-ID y el TID pueden comprender
uno o mas aminoacidos no naturales. El CAR-ID y el TID pueden unirse a través del uno o mas aminoacidos no
naturales. El CAR-ID y el TID pueden unirse a través de 2 aminoacidos no naturales. El CAR-ID y el TID pueden unirse
através de 3 aminoacidos no naturales. Uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a uno o mas residuos
de aminoacido del TID. El uno o mas aminoacidos no naturales pueden reemplazar a cualquier aminoacido de los
péptidos o anticuerpos dados a conocer en el presente documento.

Las plataformas de CAR-EC dadas a conocer en el presente documento pueden comprender ademas dos o mas
interruptores de CAR-EC. Dos o0 mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas CAR-ID idénticos. Dos
o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas CAR-ID diferentes. Dos o mas interruptores de CAR-
EC pueden comprender dos o mas CAR-ID similares. Los dos o0 mas CAR-ID pueden comprender secuencias de
aminoacidos similares. Las secuencias de aminoacidos de los dos o mas CAR-ID pueden ser aproximadamente el
99%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 95%,
aproximadamente el 92%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80%,
aproximadamente el 75%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el 65%, aproximadamente el 60%,
aproximadamente el 55%, aproximadamente el 50%, aproximadamente el 45%, aproximadamente el 40%,
aproximadamente el 35%, aproximadamente el 30%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 20%,
aproximadamente el 15%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 5% o aproximadamente el 2% idénticas.
Las secuencias de aminoacidos de los dos o mas CAR-ID pueden ser aproximadamente el 75% idénticas.

Dos o0 mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas TID diferentes. Dos o mas interruptores de CAR-
EC pueden comprender dos o mas TID idénticos. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o
mas TID similares. Los dos o mas TID pueden comprender secuencias de aminoacidos similares. Las secuencias de
aminoacidos de los dos o mas TID pueden ser aproximadamente el 99%, aproximadamente el 98%, aproximadamente
el 97%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 92%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 75%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 65%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 55%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 45%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 35%, aproximadamente el 30%,
aproximadamente el 25%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 5% o aproximadamente el 2% idénticas. Las secuencias de aminoacidos de los dos o mas TID
pueden ser aproximadamente el 75% idénticas.

Dianas de CAR-EC

Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden dirigir una o mas células efectoras con receptores
de antigenos quiméricos (CAR-EC) a una o mas dianas. Generalmente, la unién de la CAR-EC y la diana al interruptor
de CAR-EC pone la diana en proximidad con la CAR-EC que es suficientemente cercana como para que una actividad
de la CAR-EC tenga un efecto sobre la diana. Por ejemplo, cuando la CAR-EC y la diana se unen al interruptor de
CAR-EC, la CAR-EC puede liberar citocinas que se unen a receptores de citocina en la diana. Los interruptores dados
a conocer en el presente documento pueden dirigir una o mas células efectoras con receptores de antigenos
quiméricos (CAR-EC) a dos o0 mas dianas. Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden dirigir
una o mas células efectoras con receptores de antigenos quimeéricos (CAR-EC) a tres 0 mas dianas. Los interruptores
dados a conocer en el presente documento pueden dirigir cuatro o mas células efectoras con receptores de antigenos
quiméricos (CAR-EC) a una o mas dianas. Los interruptores dados a conocer en el presente documento pueden dirigir
cinco o mas células efectoras con receptores de antigenos quiméricos (CAR-EC) a una o mas dianas. Los interruptores
dados a conocer en el presente documento pueden dirigir 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas
células efectoras con receptores de antigenos quiméricos (CAR-EC) a una o mas dianas. Las dos o mas dianas
pueden ser iguales. Las dos o mas dianas pueden ser del mismo tipo de célula. Las dos o mas dianas pueden ser del
mismo linaje celular. Las dos o mas dianas pueden ser diferentes. Las dos o mas dianas pueden ser de tipos de
células diferentes. Las dos o mas dianas pueden ser de linajes celulares diferentes. Al menos dos de las tres o mas
dianas pueden ser iguales. Al menos dos de las tres o mas dianas pueden ser del mismo tipo de célula. Al menos dos
de las tres 0 mas dianas pueden ser del mismo linaje celular. Al menos dos de las tres o mas dianas pueden ser
diferentes. Al menos dos de las tres 0 mas dianas pueden ser de tipos de células diferentes. Al menos dos de las tres
o0 mas dianas pueden ser de linajes celulares diferentes.

La diana puede ser una célula. La diana puede ser un fragmento de una célula. La diana puede ser una o mas células.

La diana puede comprender una célula de un sujeto que padece una enfermedad o estado. La diana puede
comprender una célula infectada. La diana puede comprender una célula infectada de manera patégena. La diana
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puede comprender una célula enferma. La diana puede ser una célula cancerosa. La diana puede ser una célula
modificada genéticamente. La diana puede ser una o mas células que se dividen. La diana puede comprender una
célula que es foranea para un sujeto. La diana puede proceder de un organismo invasor (por ejemplo, levadura,
gusano, bacterias, hongo). La diana puede ser un patégeno. La diana pueden ser bacterias. La diana puede ser un
virus o una porcién del mismo.

La diana puede seleccionarse de una célula madre, una célula madre de cancer, una célula pluripotente, una célula
madre hematopoyética o una célula progenitora endotelial. La diana puede derivarse de un tejido. El tejido puede
seleccionarse de cerebro, es6fago, mama, colon, pulmon, glia, ovario, Utero, testiculos, prostata, tubo gastrointestinal,
vejiga, higado, timo, hueso y piel. La diana puede derivarse de una o mas glandulas endocrinas. Alternativa o
adicionalmente, la diana puede derivarse de una o mas glandulas endocrinas. La glandula endocrina puede ser una
glandula linfatica, hipdfisis, glandula tiroides, glandula paratiroides, pancreas, génada o glandula pineal.

La diana puede comprender una célula cancerosa. La célula cancerosa puede derivarse de un tejido. El tejido puede
seleccionarse de cerebro, es6fago, mama, colon, pulmon, glia, ovario, utero, testiculos, prostata, tubo gastrointestinal,
vejiga, higado, timo y piel. La célula cancerosa puede derivarse de hueso. La célula cancerosa puede derivarse de
sangre. La célula cancerosa puede derivarse de una célula B, una célula T, un monocito, un trombocito, un leucocito,
un neutrdéfilo, un eosindfilo, un basdfilo, un linfocito, una célula madre hematopoyética o un progenitor de células
endoteliales. La célula cancerosa puede derivarse de un linfocito B positivo para CD19. La célula cancerosa puede
derivarse de una célula madre. La célula cancerosa puede derivarse de una célula pluripotente. La célula cancerosa
puede derivarse de una o mas glandulas endocrinas. La glandula endocrina puede ser una glandula linfatica, hipdfisis,
glandula tiroidea, glandula paratiroidea, pancreas, gonada o glandula pineal.

La diana puede ser una célula positiva para CD-19. La diana puede ser un linfocito B positivo para CD19. La diana
puede ser una célula positiva para Her2. La célula positiva para Her2 puede ser una célula de cancer de mama positiva
para Her2. La diana puede ser una célula positiva para BCMA. La diana puede ser una célula de mieloma multiple
positiva para BCMA. La diana puede ser una célula positiva para CS1. La célula positiva para CS1 puede ser una
célula de mieloma multiple. La diana puede ser una célula positiva para EGFRUVIIl. La diana puede ser una célula de
glioblastoma positiva para EGFRUVIII. La diana puede ser una célula positiva para CD20. La diana puede ser una célula
positiva para PSMA. La diana puede ser una célula de cancer de prostata positiva para PSMA. La diana puede ser
una célula positiva para receptor de folato. La diana puede ser una célula de cancer de ovario positiva para receptor
de folato.

Moléculas de superficie en dianas de CAR-EC

El dominio de interaccion con la diana (TID) de los interruptores dados a conocer en el presente documento puede
unirse a o interaccionar con una molécula en una diana. El TID puede unirse a un antigeno, una proteina, un péptido
o una biomolécula en una diana. La proteina puede ser una enzima. La enzima puede tener actividad enzimatica. Una
biomolécula, mediante ejemplo no limitativo, puede seleccionarse de una fibra, un biopolimero (por ejemplo, colageno),
un glicano, un glicolipido, un proteoglicano, un lipido, un esterol, un hidrato de carbono, un acido nucleico y un
fragmento celular. El antigeno puede ser al menos una porcidon de un antigeno de superficie o un marcador de
superficie celular en una célula. El antigeno puede ser un receptor o un correceptor en una célula.

El TID puede unirse a un antigeno en una diana. El antigeno puede ser un antigeno de superficie en una diana. El
antigeno puede seleccionarse de una proteina, un lipido, un glicolipido, un hidrato de carbono, un polisacarido, un
acido nucleico o una combinacion de los mismos. El antigeno puede comprender partes (por ejemplo, recubrimientos,
capsulas, paredes celulares, flagelos, fimbrias y toxinas) de bacterias, virus y otros microorganismos. El antigeno
puede comprender un glicano. El antigeno puede comprender un lipido. El antigeno puede comprender un glicolipido.
El antigeno puede comprender un hidrato de carbono. El antigeno puede comprender una proteina. El antigeno puede
comprender una modificacion. La modificacion, mediante ejemplo no limitativo, puede ser una fosforilacion, una
acetilacion, una miristoilacion, una palmitoilacién o una metilacion. El antigeno puede comprender un antigeno de
membrana especifico de la prostata.

El antigeno puede provocar la produccidon de uno o mas anticuerpos. El antigeno puede referirse a una molécula o
fragmento molecular al que puede unirse el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y presentarse a un receptor
de células T. El término “antigeno” puede referirse también a un inmunoégeno. El inmundgeno puede provocar una
respuesta inmunitaria adaptativa si se inyecta por si mismo en un sujeto. El inmundgeno puede inducir una respuesta
inmunitaria por si mismo. El antigeno puede ser un superantigeno, antigeno dependiente de T o un antigeno
independiente de T.

El antigeno puede ser un antigeno exégeno o antigeno enddgeno. Los antigenos exdgenos son normalmente
antigenos que han entrado en el cuerpo desde el exterior, por ejemplo mediante inhalacién, ingestion o inyeccion.
Algunos antigenos pueden comenzar como antigenos exégenos, y posteriormente convertirse en endégenos (por
ejemplo, virus intracelulares). Los antigenos intracelulares pueden liberarse de nuevo a la circulacion tras la
destruccion de la célula infectada, de nuevo. Los antigenos endégenos pueden ser antigenos que se han generado
dentro de células previamente normales como resultado del metabolismo celular normal, o debido a infeccidon
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bacteriana intracelular o viral.

El antigeno puede incluir también autoantigenos. Un autoantigeno puede ser una proteina normal o complejo de
proteinas (y algunas veces ADN o ARN) que reconoce el sistema inmunitario de pacientes que padecen una
enfermedad autoinmunitaria especifica. Estos antigenos, en condiciones normales, no deben ser la diana del sistema
inmunitario, pero, debido a factores principalmente genéticos y medioambientales, la tolerancia inmunolégica normal
para un antigeno de este tipo se ha perdido en estos pacientes.

El antigeno puede incluir un antigeno tumoral. Los antigenos tumorales o neoantigenos pueden ser antigenos que
presentan moléculas del CMH | o CMH |l en la superficie de células tumorales. Estos antigenos pueden presentarse
algunas veces por células tumorales y nunca por las normales. En este caso, se denominan antigenos especificos de
tumor (TSA) y, en general, resultan de una mutacion especifica de tumor. Mas comunes son antigenos que se
presentan por células tumorales y células normales, y se denominan antigenos asociados a tumor (TAA). Linfocitos T
citotoxicos que reconocen estos antigenos pueden ser capaces de destruir las células tumorales antes de que
proliferen o produzcan metastasis. Los antigenos tumorales pueden estar también en la superficie del tumor en forma
de, por ejemplo, un receptor mutado, en cuyo caso pueden reconocerse por células B.

El antigeno puede ser un receptor. El receptor puede ser un receptor extracelular. El receptor puede ser un receptor
de superficie celular. El receptor puede unirse a una hormona, un neurotransmisor, una citocina, un factor de
crecimiento o una molécula de reconocimiento celular. El receptor puede ser un receptor transmembrana. El receptor
puede ser un receptor unido a enzima.

El TID puede unirse a una molécula de superficie. La molécula de superficie, mediante ejemplo no limitativo, puede
seleccionarse de un antigeno, un receptor, un correceptor, una proteina transmembrana o un marcador celular en la
diana. La proteina de superficie celular puede seleccionarse de un receptor de colecistocinina B, un receptor de
hormona liberadora de gonadotropina, un receptor de somatostatina 2, una integrina avb3, un receptor de péptido
liberador de gastrina, un receptor de neurocinina 1, un receptor de melanocortina 1, un receptor de neurotensina,
receptor de neuropétpido Y y molécula 1 similar a lectina de tipo C.

El TID puede unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 30%,
aproximadamente el 35%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 45%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 55%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 65%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 75%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 98% o aproximadamente el 100% homadloga a antigeno de membrana
especifico de la prostata (PSMA). El TID puede unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 50%
homologa a antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA). El TID puede unirse a una diana que es al
menos aproximadamente el 70% homéloga a antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). EI TID puede
unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 85% homologa a antigeno de membrana especifico de la
prostata (PSMA). El TID puede comprender un ligando, activador, molécula de unién o un derivado de los mismos de
antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). El TID puede comprender un inhibidor de antigeno de
membrana especifico de la préstata (PSMA), o un derivado del mismo. PSMA puede denominarse también glutamato
carboxipeptidasa Il y N-acetil-L-aspartil-L-glutamato peptidasa |. El inhibidor de PSMA puede ser acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureidol]pentanodioico o un derivado del mismo.

El TID puede unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 30%,
aproximadamente el 35%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 45%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 55%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 65%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 75%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 98% o aproximadamente el 100% homdloga a un receptor de folato.
El TID puede unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 50% homologa a un receptor de folato. EI TID
puede unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 70% homologa a un receptor de folato. EI TID puede
unirse a una diana que es al menos aproximadamente el 85% homologa a un receptor de folato. El TID puede
seleccionarse de un ligando de receptor de folato, un inhibidor de receptor de folato, un activador de receptor de folato,
una molécula de unién a receptor de folato o un derivado de los mismos. El TID puede comprender folato o un derivado
del mismo. EI TID puede consistir esencialmente en folato o un derivado del mismo.

El receptor puede ser un receptor acoplado a proteina G (GPCR). El receptor GPCR puede ser un receptor de GNRH,
receptor de endotelina, receptor de Smoothened, Frizzled, CXCR4, CCR5, CXCR1, CXCR2, CCRY7, receptor CCK2,
receptor de SIP, un receptor activado por proteasa (PAR) o porcidon del mismo. El receptor puede ser un receptor unido
a canal iénico. El receptor unido a canal iénico puede tener un canal de potasio activado por voltaje, un canal de calcio
activado por voltaje, un canal de potencial de receptor transitorio, un canal de potencial de receptor transitorio de tipo
melastatina (por ejemplo, TRPM1, TRPM7, TRPM8), un canal vaillinoide (por ejemplo, TRPV6) o un canal de sodio
epitelial.
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El TID puede interaccionar con un receptor en una diana. El receptor puede ser un receptor de factor de crecimiento.
El receptor de factor de crecimiento puede ser receptor de factor de crecimiento epidérmico, receptor de factor de
crecimiento de fibroblastos, receptor de factor de crecimiento derivado de las plaquetas, receptor de factor de
crecimiento nervioso, receptor de factor de crecimiento transformante, receptor de factor de crecimiento de proteina
morfogenética 6sea, receptor de factor de crecimiento de hepatocitos, receptor de factor de crecimiento endotelial
vascular, receptor de factor de células madre, receptor de factor de crecimiento de insulina, receptor de somatomedina
o receptor de eritropoyetina. El receptor puede ser un receptor de hormona. El receptor puede ser un receptor de
insulina. El receptor puede ser un receptor de eicosanoides, un receptor de prostaglandina, un receptor de estrégenos,
un receptor de hormona foliculo estimulante, un receptor de progesterona, un receptor de hormona del crecimiento o
un receptor de hormona liberadora de gonadotropina. El receptor puede ser un receptor adrenérgico. El receptor puede
ser una integrina. El receptor puede ser un receptor de Eph.

El receptor puede ser un receptor inmunitario. El receptor inmunitario puede ser un receptor de reconocimiento de
patron, un receptor de tipo peaje, un receptor de tipo NOD, un receptor activado por células citoliticas, un receptor de
inhibidor de células citoliticas, un receptor de Fc, un receptor de células B, un receptor del complemento, un receptor
de quimiocinas o un receptor de citocinas. El receptor de citocinas puede ser un receptor de interleucina, un receptor
de interferén, un receptor de factor de crecimiento transformante, un receptor de factor de necrosis tumoral o un
receptor de factor estimulante de colonias.

El receptor puede ser una cinasa receptora. La cinasa receptora puede ser un receptor tirosina cinasa. La cinasa
receptora puede ser un receptor serina cinasa. La cinasa receptora puede ser un receptor treonina cinasa. La cinasa
receptora puede activar una Ras, una Raf, PI3K, PKA, PKC, AKT, AMPK o una fosfolipasa. La cinasa receptora puede
activar una ruta de sefializacion de MAPK/ERK. La cinasa receptora puede activar Jak, Stat o Smad.

El TID puede interaccionar con una molécula de superficie que comprende un glicolipido. El TID puede interaccionar
con una molécula de superficie que comprende un hidrato de carbono. El TID puede interaccionar con una molécula
de superficie que comprende una proteina de agrupacion de diferenciacion (CD). El TID puede interaccionar con una
molécula de superficie que se selecciona del grupo que consiste en CD34, CD31, CD117, CD45, CD11b, CD15, CD24,
CD114, CD182, CD14, CD11a, CD91, CD16, CD3, CD4, CD25, Foxp3, CD8, CD38, CD61, CD56, CD30, CD13 y
CD33.

Kits, vectores y polinucledtidos

Se dan a conocer en el presente documento kits que comprenden uno o mas interruptores de CAR-EC dados a conocer
en el presente documento. El kit puede comprender ademas dos o mas interruptores de CAR-EC. El kit puede
comprender tres interruptores de CAR-EC. El kit puede comprender aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15,
20, 24, 30, 35, 48, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96, 100, 120, 150, 200, 300, 384, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o
1000 interruptores de CAR-EC. Un kit que comprende dos o mas interruptores de CAR-EC puede comprender dos o
mas aminoacidos no naturales idénticos. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas
aminoacidos no naturales diferentes. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas
aminoacidos no naturales similares. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas
aminoacidos no naturales en sitios diferentes. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender dos o mas
aminoacidos no naturales en sitios contiguos. El kit puede emplearse para investigacion biolégica. El kit puede usarse
para diagnosticar una enfermedad o un estado. El kit puede usarse para tratar una enfermedad o estado. El kit puede
comprender ademas una o mas células efectoras. La célula efectora puede ser una célula T. La célula efectora puede
expresar uno o mas CAR. El kit puede comprender ademas un polinucleétido que codifica para un anticuerpo/péptido
de un CAR. EIl kit puede comprender ademas un vector que comprende un polinucleétido que codifica para un
anticuerpo/péptido de un CAR. El CAR puede seleccionarse de cualquiera de los CAR dados a conocer en el presente
documento.

Los anticuerpos y/o péptidos de interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento pueden estar
codificados por uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID NO: 5-9. Los CAR o porciones de los mismos
pueden estar codificados por un polinucleétido al menos aproximadamente el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o el 95% idéntico a uno o mas polinucledtidos
seleccionados de SEQ ID NO: 5-9. Los anticuerpos y/o péptidos de interruptores de CAR-EC dados a conocer en el
presente documento pueden estar codificados por un polinucleotido que puede ser al menos aproximadamente el 70%
idéntico a uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID NO: 5-9. Se dan a conocer en el presente documento
vectores que comprenden uno o mas polinucleétidos seleccionados de SEQ ID NO: 5-9.

Uso terapéutico

Los interruptores de células efectoras con receptores de antigenos quimeéricos (CAR-EC) y productos intermedios de
interruptores pueden usarse en el tratamiento de una enfermedad o estado en un sujeto que lo necesita. Los
interruptores o los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden usarse
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad. Los métodos de tratamiento de una
enfermedad o estado en un sujeto que lo necesita pueden comprender administrar cualquiera de los interruptores
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dados a conocer en el presente documento al sujeto. El interruptor puede comprender un dominio de interacciéon con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) y un dominio de interaccion con la diana (TID). El interruptor puede
comprender ademas uno o mas CAR-ID adicionales. El interruptor puede comprender un dominio de interaccién con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende una molécula pequefa. El CAR-ID puede comprender FITC.
El CAR-ID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El interruptor puede comprender ademas uno o
mas TID. El interruptor puede comprender un dominio de interaccién con la diana (TID) que comprende un polipéptido
que se basa en o se deriva de un anticuerpo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede
comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar
codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un
polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un
polipéptido que comprende un aminoacido no natural. El CAR-ID y el TID pueden unirse de manera especifica de sitio.
La unién especifica de sitio del CAR-ID al TID puede producirse a través del aminoacido no natural. El CAR-ID y el
TID pueden unirse de una manera independiente del sitio. El interruptor puede comprender un TID que comprende
una molécula pequena. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado
del mismo. El TID puede comprender folato. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El interruptor puede
comprender ademas uno o mas ligadores adicionales. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser
un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador
puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una
azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol.
Alternativa o adicionalmente, el método puede comprender ademas administrar una célula efectora con receptor de
antigeno quimérico (CAR-EC). La CAR-EC puede expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR). El CAR puede
estar codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 1-4. El CAR puede comprender
un dominio externo que se basa en o se deriva de un anticuerpo. El dominio externo del CAR puede basarse en o
derivarse de un anticuerpo anti-FITC. El dominio externo del CAR puede basarse en o derivarse de un scFv anti-FITC.
El interruptor y la CAR-EC pueden administrarse simultaneamente. El interruptor y la CAR-EC pueden administrarse
secuencialmente.

El método de tratamiento de una enfermedad o estado en un sujeto que lo necesita puede comprender administrar
uno o mas productos intermedios de interruptores al sujeto. El producto intermedio de interruptor puede comprender
un CAR-ID y un ligador, en el que el ligador comprende un grupo funcional reactivo. El producto intermedio de
interruptor puede comprender un TID y un ligador. El producto intermedio de interruptor puede comprender un TID y
un ligador, en el que el ligador comprende un grupo funcional reactivo. El producto intermedio de interruptor puede
comprender un CAR-ID que comprende un grupo funcional reactivo. El producto intermedio de interruptor puede
comprender un TID que comprende un grupo funcional reactivo. Un primer producto intermedio de interruptor que
comprende un CAR-ID puede combinarse con un segundo producto intermedio de interruptor que comprende un TID.
Un primer producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID y un ligador puede combinarse con un
segundo producto intermedio de interruptor que comprende un TID. Un primer producto intermedio de interruptor que
comprende un CAR-ID puede combinarse con un segundo producto intermedio de interruptor que comprende un TID
y un ligador. Un primer producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID y un primer ligador puede
combinarse con un segundo producto intermedio de interruptor que comprende un TID y un segundo ligador. El primer
producto intermedio de interruptor puede comprender un primer grupo funcional reactivo. El segundo producto
intermedio de interruptor puede comprender un segundo grupo funcional reactivo. El primer grupo funcional reactivo
del primer interruptor y el segundo grupo funcional reactivo del segundo interruptor pueden interaccionar entre si. El
CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. El CAR-ID puede comprender FITC. El CAR-ID puede comprender
uno o mas aminoacidos no naturales. El TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de un
anticuerpo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El anticuerpo puede comprender una secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una secuencia de
nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa en o se deriva
de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. EI TID puede comprender un polipéptido que comprende un aminoacido no
natural. ElI TID puede comprender una molécula pequefa. ElI TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede comprender folato. El ligador puede ser
un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas
subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de
PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser
1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol.

Los métodos pueden comprender administrar uno o mas interruptores de CAR-EC. Los métodos pueden comprender
administrar aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 24, 30, 35, 48, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
96, 100, 120, 150, 200, 300, 384, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 o mas interruptores de CAR-EC. Los métodos
pueden comprender administrar dos o mas interruptores de CAR-EC. Los dos o0 mas interruptores de CAR-EC pueden
comprender el mismo CAR-ID. Los dos mas interruptores de CAR-EC pueden comprender los mismos TID. Los dos o
mas interruptores de CAR-EC pueden comprender los mismos ligadores. Los dos o mas interruptores de CAR-EC
pueden comprender uno o mas CAR-ID diferentes. Los dos mas interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o
mas TID diferentes. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas ligadores diferentes. Los
dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales idénticos. Los dos o
mas interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales diferentes. Los dos o mas
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interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales similares. Los dos o mas
interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales en el mismo sitio. Por ejemplo, un
primer TID de un primer interruptor de CAR-EC puede comprender un aminoacido no natural en la posicién 309 y un
segundo TID de un segundo interruptor de CAR-EC puede comprender un aminoacido no natural en la posicion 309.
Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales en sitios diferentes.
Por ejemplo, un primer TID de un primer interruptor de CAR-EC puede comprender un aminoacido no natural en la
posiciéon 110 y un segundo TID de un segundo interruptor de CAR-EC puede comprender un aminoacido no natural
en la posicién 205. Los dos o mas interruptores de CAR-EC pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales
en sitios contiguos. Por ejemplo, un primer TID de un primer interruptor de CAR-EC puede comprender un aminoacido
no natural en la posicion 202 y un segundo TID de un segundo interruptor de CAR-EC puede comprender un
aminoacido no natural en la posicion 203. Los aminoacidos no naturales pueden estar dentro de los TID. Los
aminoacidos no naturales pueden estar dentro de los CAR-ID.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de tratamiento de una enfermedad o estado en un sujeto que lo
necesita, comprendiendo el método administrar un interruptor de célula efectora con receptor de antigeno quimérico
(CAR-EC) dado a conocer en el presente documento al sujeto, en el que el interruptor de CAR-EC comprende: una
molécula pequefia de unién a receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que se une a un receptor de antigeno quimérico
(CAR) en una CAR-EC; y un dominio de interaccién con la diana (TID) que se une a una molécula de superficie en
una diana y que comprende un aminoacido no natural. EI CAR-ID y TID pueden unirse de manera especifica de sitio
a través del aminoacido no natural. EI CAR-ID, mediante ejemplo no limitativo, puede ser FITC. El TID, mediante
ejemplo no limitativo, puede seleccionarse de un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-
CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo anti-EGFRUvIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un
anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El TID puede
comprender un fragmento de anticuerpo. El interruptor de CAR-EC puede comprender ademas un ligador. El ligador
puede conectar el CAR-ID al TID. El ligador puede conectarse al aminoacido no natural dentro del TID. El ligador
puede unirse al TID mediante ligacion de oxima. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un
ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador
puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una
azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol.
Alternativa o adicionalmente, el método puede comprender ademas administrar una célula efectora con receptor de
antigeno quimérico (CAR-EC). La CAR-EC puede expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR). El CAR puede
estar codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 1-4. El CAR puede comprender
un dominio externo que se basa en o se deriva de un anticuerpo. EI dominio externo del CAR puede basarse en o
derivarse de un anticuerpo anti-FITC. El dominio externo del CAR puede basarse en o derivarse de un scFv anti-FITC.
El interruptor y la CAR-EC pueden administrarse simultaneamente. El interruptor y la CAR-EC pueden administrarse
secuencialmente. La enfermedad o estado puede ser cancer. El cancer puede ser cancer de prostata. El cancer puede
ser cancer de mama. El cancer puede ser leucemia.

Se dan a conocer en el presente documento métodos de tratamiento de una enfermedad o estado en un sujeto que lo
necesita, comprendiendo el método administrar un interruptor de célula efectora con receptor de antigeno quimérico
(CAR-EC) al sujeto, en el que el interruptor de CAR-EC comprende: un dominio de interaccidon con receptor de antigeno
quimérico (CAR-ID); y un dominio de interaccién con la diana (TID), en el que el CAR-ID y el TID no comprenden dos
0 mas aminoacidos unidos por un enlace amida. El CAR-ID puede ser una molécula pequefia. El CAR-ID, mediante
ejemplo no limitativo puede ser FITC. El TID puede ser una molécula pequefa. El TID puede ser folato o un derivado
del mismo. El TID puede interaccionar con una molécula de superficie en una diana que es al menos el 50% homologa
a un antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA). EI TID puede ser acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El interruptor de CAR-EC puede comprender ademas
un ligador. El ligador puede conectar el CAR-ID al TID. El ligador puede conectarse al aminoacido no natural dentro
del TID. El ligador puede unirse al TID mediante ligacién de oxima. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El
ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol
(PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede
comprender una azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-
triazol. Alternativa o adicionalmente, el método puede comprender ademas administrar una célula efectora con
receptor de antigeno quimérico (CAR-EC). La CAR-EC puede expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR). El
CAR puede estar codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 1-4. El CAR puede
comprender un dominio externo que se basa en o se deriva de un anticuerpo. El dominio externo del CAR puede
basarse en o derivarse de un anticuerpo anti-FITC. EI dominio externo del CAR puede basarse en o derivarse de un
scFv anti-FITC. El interruptor y la CAR-EC pueden administrarse simultaneamente. El interruptor y la CAR-EC pueden
administrarse secuencialmente. La enfermedad o estado puede ser cancer.

Los interruptores o los productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden
usarse en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad. El interruptor puede comprender
un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) y un dominio de interaccién de
direccionamiento (TID). El interruptor puede comprender ademas uno o mas ligadores. El interruptor puede
comprender ademas uno o mas CAR-ID adicionales. El interruptor puede comprender ademas uno o mas TID. Los
CAR-ID pueden comprender uno o mas aminoacidos no naturales. Los TID pueden comprender uno o mas
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aminoacidos no naturales. El CAR-ID y el TID pueden unirse de manera especifica de sitio. La unién especifica de
sitio del CAR-ID al TID puede producirse a través del aminoacido no natural. EI CAR-ID y el TID pueden unirse de una
manera independiente del sitio. El producto intermedio de interruptor puede comprender un CAR-ID y un ligador. El
producto intermedio de interruptor puede comprender un CAR-ID y un ligador, en el que el ligador comprende un grupo
funcional reactivo. El producto intermedio de interruptor puede comprender un TID y un ligador. El producto intermedio
de interruptor puede comprender un TID y un ligador, en el que el ligador comprende un grupo funcional reactivo. El
producto intermedio de interruptor puede comprender un CAR-ID que comprende un grupo funcional reactivo. El
producto intermedio de interruptor puede comprender un TID que comprende un grupo funcional reactivo. Un primer
producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID puede combinarse con un segundo producto intermedio
de interruptor que comprende a TID. Un primer producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID y un
ligador puede combinarse con un segundo producto intermedio de interruptor que comprende a TID. Un primer
producto intermedio de interruptor que comprende un CAR-ID puede combinarse con un segundo producto intermedio
de interruptor que comprende un TID y un ligador. Un primer producto intermedio de interruptor que comprende un
CAR-ID y un primer ligador puede combinarse con un segundo producto intermedio de interruptor que comprende un
TID y un segundo ligador. El primer producto intermedio de interruptor puede comprender un primer grupo funcional
reactivo. El segundo producto intermedio de interruptor puede comprender un segundo grupo funcional reactivo. El
primer grupo funcional reactivo del primer interruptor y segundo grupo funcional reactivo del segundo interruptor
pueden interaccionar entre si.

Se da a conocer en el presente documento el uso de un interruptor que comprende un dominio de interaccién con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico (CAR) en una célula
efectora; y un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID
interacciona con una molécula de superficie en una diana para tratar una enfermedad o estado en un sujeto que lo
necesita. EI CAR-ID y el TID pueden unirse. El CAR-ID y el TID pueden unirse de manera especifica de sitio. La unién
especifica de sitio del CAR-ID al TID puede comprender unir el CAR-ID al aminoacido no natural en el TID. El
interruptor puede comprender ademas un ligador. EI CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. EI CAR-ID
puede comprender FITC. EI CAR-ID puede comprender uno o mas aminoacidos no naturales. El TID puede
comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de un anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo
que consiste en un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR,
un anticuerpo anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo
anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD 19. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El anticuerpo puede
ser un anticuerpo anti-HER2. El TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede comprender
una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar codificado por una
secuencia de nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. EI TID puede comprender un polipéptido que se basa
en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un polipéptido que comprende un
aminoacido no natural. El TID puede comprender una molécula pequefia. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede comprender folato. El ligador puede ser
un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas
subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de
PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser
1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. La enfermedad puede ser cancer. El cancer puede ser cancer de
préstata. El cancer puede ser cancer de mama. El cancer puede ser leucemia.

Se da a conocer en el presente documento el uso de un interruptor que comprende un dominio de interaccién con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de antigeno quimérico (CAR) en una célula
efectora; y un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID
interacciona con una molécula de superficie en una diana en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad. El CAR-ID y el TID pueden unirse. El CAR-ID y el TID pueden unirse de manera especifica de sitio.
La union especifica de sitio del CAR-ID al TID puede comprender unir el CAR-ID al aminoacido no natural en el TID.
El interruptor puede comprender ademas un ligador. EI CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. EIl CAR-
ID puede comprender FITC. EI CAR-ID puede comprender uno o mas aminodacidos no naturales. El TID puede
comprender un polipéptido que se basa en o se deriva de un anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo
que consiste en un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-
EGFR, un anticuerpo anti-EGFRVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un
anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-
CD 19. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFR. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD20. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-HER2. EI TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El anticuerpo
puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 10-17. El anticuerpo puede estar
codificado por una secuencia de nucleétidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 5-9. El TID puede comprender un
polipéptido que se basa en o se deriva de una cualquiera de SEQ ID NO: 18-56. El TID puede comprender un
polipéptido que comprende un aminoacido no natural. El TID puede comprender una molécula pequefia. El TID puede
comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede comprender
folato. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede
comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador
puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol.
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El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. La enfermedad puede ser cancer. El cancer puede
ser cancer de prostata. El cancer puede ser cancer de mama. El cancer puede ser leucemia.

Se da a conocer ademas en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC o derivado del mismo; y (b) un dominio
de interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una diana para el tratamiento de
una enfermedad o un estado en un sujeto. El TID puede comprender un polipéptido. El polipéptido puede basarse en
o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en
un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo
anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un
anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD19. El TID puede
comprender un fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender un polipéptido que comprende un aminoacido no
natural. EI CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID. EI CAR-ID puede
unirse de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural. El CAR-ID puede unirse al TID de
una manera independiente del sitio. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede unir el CAR-
ID al TID. Elligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede
comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador
puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol.
El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. El TID puede comprender interaccionar con una
molécula de superficie en una diana. La molécula de superficie puede ser CD19. La CD19 puede estar en una célula
B. La CD19 puede estar en una célula plasmatica. La CD19 puede estar en una célula B plasmatica. La CD19 puede
ser un plasmocito. La CD19 puede estar en una célula B efectora. La enfermedad o el estado puede ser cancer. El
cancer puede ser mieloma multiple.

Se da a conocer ademas en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC o derivado del mismo; y (b) un dominio
de interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una diana para el tratamiento de
una enfermedad o un condicion en un sujeto. El TID puede comprender un polipéptido. El polipéptido puede basarse
en o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste
en un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un
anticuerpo anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo
anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-HER2. El
TID puede comprender un fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender un polipéptido que comprende un
aminoacido no natural. EI CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID.
El CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural. El CAR-ID puede
unirse al TID de una manera independiente del sitio. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador
puede unir el CAR-ID al TID. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador
heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida.
El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. El TID puede
comprender interaccionar con una molécula de superficie en una diana. La molécula de superficie puede ser Her2. El
Her2 puede estar en una célula cancerosa. El Her2 puede estar en una célula de cancer de mama. El Her2 puede
estar en una célula que se origina a partir de un tejido de mama. La diana puede ser una célula que expresa Her2. La
diana puede ser una célula que sobreexpresa Her2. La enfermedad o estado puede ser cancer. El cancer puede ser
cancer de mama.

Se da a conocer ademas en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC o derivado del mismo; y (b) un dominio
de interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una diana para el tratamiento de
una enfermedad o un condicion en un sujeto. El TID puede comprender un polipéptido. El polipéptido puede basarse
en o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste
en un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un
anticuerpo anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo
anti-CEA, un anticuerpo anti-CLL-1y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CS1. El TID
puede comprender un fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender un polipéptido que comprende un
aminoacido no natural. EI CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID.
El CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural. El CAR-ID puede
unirse al TID de una manera independiente del sitio. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador
puede unir el CAR-ID al TID. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador
heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida.
El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. El TID puede
comprender interaccionar con una molécula de superficie en una diana. La molécula de superficie puede ser CS1. La
CS1 puede estar en una célula B. La CS1 puede estar en una célula plasmatica. La CS1 puede estar en una célula B
plasmatica. La CS1 puede estar en un plasmocito. La CS1 puede estar en una célula B efectora. La enfermedad o
estado puede ser cancer. El cancer puede ser mieloma multiple.
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Se da a conocer ademas en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC o derivado del mismo; y (b) un dominio
de interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una diana para el tratamiento de
una enfermedad o un estado en un sujeto. El TID puede comprender un polipéptido. El polipéptido puede basarse en
o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en
un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo
anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un
anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-BCMA. El TID puede
comprender un fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender un polipéptido que comprende un aminoacido no
natural. EI CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID. EI CAR-ID puede
unirse de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural. El CAR-ID puede unirse al TID de
una manera independiente del sitio. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede unir el CAR-
ID al TID. Elligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede
comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador
puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol.
El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. El TID puede comprender interaccionar con una
molécula de superficie en una diana. La molécula de superficie puede ser BCMA. El BCMA puede estar en una célula
B. EI BCMA puede estar en una célula plasmatica. El BCMA puede estar en una célula B plasmatica. EI| BCMA puede
estar en un plasmocito. El BCMA puede estar en una célula B efectora. La enfermedad o estado puede ser cancer. El
cancer puede ser mieloma multiple.

Se da a conocer ademas en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC o derivado del mismo; y (b) un dominio
de interaccion con la diana (TID) que interacciona con una molécula de superficie en una diana para el tratamiento de
una enfermedad o un estado en un sujeto. El TID puede comprender un polipéptido. El polipéptido puede basarse en
o derivarse de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. El anticuerpo puede seleccionarse del grupo que consiste en
un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo
anti-EGFRUVIII, un anticuerpo anti-Her2, un anticuerpo anti-CS1, un anticuerpo anti-BCMA, un anticuerpo anti-CEA, un
anticuerpo anti-CLL-1 y un anticuerpo anti-CD33. El anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-EGFRVIII. El TID puede
comprender un fragmento de anticuerpo. El TID puede comprender un polipéptido que comprende un aminoacido no
natural. El CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse de manera especifica de sitio al TID. EI CAR-ID puede
unirse de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural. El CAR-ID puede unirse al TID de
una manera independiente del sitio. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede unir el CAR-
ID al TID. Elligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede
comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador
puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol.
El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. El TID puede comprender interaccionar con una
molécula de superficie en una diana. La molécula de superficie puede ser un receptor. El receptor puede ser un
receptor de factor de crecimiento. El receptor de factor de crecimiento puede ser un EGFR. El EGFR puede ser un
EGFRUVIIl. La molécula de superficie puede estar en una célula de un glioma. La molécula de superficie puede estar
en una célula de un glioblastoma. La molécula de superficie puede estar en una célula glial. La molécula de superficie
puede estar en una célula ependimal, astrocito u oligondendrocito. La enfermedad o estado puede ser cancer. El
cancer puede ser un tumor cerebral. El cancer puede ser glioma. El cancer puede ser un glioblastoma.

Se da a conocer en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de interaccion con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID), en el que el CAR-ID y el
TID no comprenden dos o mas aminoacidos unidos mediante un enlace amida para tratar una enfermedad o estado
en un sujeto que lo necesita. EI CAR-ID puede comprender una molécula pequefia. EI CAR-ID puede comprender
FITC. EI TID puede comprender una molécula pequefia. El TID puede comprender acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. EI TID puede comprender folato. El interruptor puede
comprender ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un ligador
heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador puede
comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una azida.
El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. EI CAR-ID
puede unirse al TID. El CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio. EI CAR-ID puede unirse a un sitio
predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID mediante conjugacion de un isotiocianato de FITC al TID.
El CAR-ID puede unirse al TID mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unir el CAR-ID al TID. El ligador
puede unir el CAR-ID a un TID mediante una reaccion de quimica “click”. El ligador puede unirse al CAR-ID. El ligador
puede unirse quimicamente al CAR-ID. El ligador puede unirse al CAR-ID mediante una ligacién de oxima. El CAR-ID
puede unirse al ligador mediante conjugacion de un isotiocianato de FITC con el ligador. El CAR-ID puede unirse al
ligador mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unirse al TID. El ligador puede unirse quimicamente al TID.
El ligador puede unirse al TID mediante una ligacion de oxima. La enfermedad o estado puede ser cancer. El cancer
puede ser cancer de prostata. El cancer puede ser cancer de ovario.

Se da a conocer en el presente documento el uso de un interruptor de CAR-EC de molécula pequefia que comprende
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(a) un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID); y (b) un dominio de interaccién con la
diana (TID), en el que el CAR-ID y el TID no comprenden dos o mas aminoacidos unidos mediante un enlace amida
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad. El CAR-ID puede comprender una
molécula pequefia. EI CAR-ID puede comprender FITC. El TID puede comprender una molécula pequefa. El TID
puede comprender acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo. El TID puede
comprender folato. El interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El
ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol
(PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede
comprender una azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-
triazol. EI CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio. EIl CAR-ID puede
unirse a un sitio predeterminado en el TID. EI CAR-ID puede unirse al TID mediante conjugacién de un isotiocianato
de FITC con el TID. El CAR-ID puede unirse al TID mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unir el CAR-ID
al TID. El ligador puede unir el CAR-ID a un TID mediante una reaccién de quimica “click”. El ligador puede unirse al
CAR-ID. El ligador puede unirse quimicamente al CAR-ID. El ligador puede unirse al CAR-ID mediante una ligacion
de oxima. El CAR-ID puede unirse al ligador mediante conjugacion de un isotiocianato de FITC con el ligador. El CAR-
ID puede unirse al ligador mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unirse al TID. El ligador puede unirse
quimicamente al TID. El ligador puede unirse al TID mediante una ligacién de oxima. La enfermedad o estado puede
ser cancer. El cancer puede ser cancer de préstata. El cancer puede ser cancer de ovario.

Ademas se da a conocer en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de
interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC; y (b) un dominio de interaccion con la
diana (TID) que comprende acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico o un derivado del mismo para tratar
una enfermedad o estado. La enfermedad o estado puede ser cancer. El cancer puede ser cancer de préstata. El
interruptor puede comprender ademas un ligador. El ligador puede ser un ligador bifuncional. El ligador puede ser un
ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades de polietilenglicol (PEG). El ligador
puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino. El ligador puede comprender una
azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol puede ser 1,2,4-triazol. EIl CAR-
ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio. El CAR-ID puede unirse a un
sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID mediante conjugacion de un isotiocianato de FITC con
el TID. El CAR-ID puede unirse al TID mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unir el CAR-ID al TID. El
ligador puede unir el CAR-ID a un TID mediante una reaccion de quimica “click”. El ligador puede unirse al CAR-ID. El
ligador puede unirse quimicamente al CAR-ID. El ligador puede unirse al CAR-ID mediante una ligacion de oxima. El
CAR-ID puede unirse al ligador mediante conjugacion de un isotiocianato de FITC con el ligador. EI CAR-ID puede
unirse al ligador mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unirse al TID. El ligador puede unirse quimicamente
al TID. El ligador puede unirse al TID mediante una ligacion de oxima.

Se da a conocer en el presente documento el uso de un interruptor que comprende (a) un dominio de interaccion con
receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que
comprende folato o un derivado del mismo para tratar una enfermedad o estado. El ligador puede ser un ligador
bifuncional. El ligador puede ser un ligador heterobifuncional. El ligador puede comprender una o mas subunidades
de polietilenglicol (PEG). El ligador puede comprender ciclooctino. El ligador puede ser un ligador de PEG-ciclooctino.
El ligador puede comprender una azida. El ligador puede comprender triazol. El triazol puede ser 1,2,3-triazol. El triazol
puede ser 1,2,4-triazol. EI CAR-ID puede unirse al TID. EI CAR-ID puede unirse al TID de manera especifica de sitio.
El CAR-ID puede unirse a sitio predeterminado en el TID. El CAR-ID puede unirse al TID mediante conjugacion de un
isotiocianato de FITC con el TID. El CAR-ID puede unirse al TID mediante acoplamiento de éster. El ligador puede
unir el CAR-ID al TID. El ligador puede unir el CAR-ID a un TID mediante una reaccién de quimica “click”. El ligador
puede unirse al CAR-ID. El ligador puede unirse quimicamente al CAR-ID. El ligador puede unirse al CAR-ID mediante
una ligacion de oxima. El CAR-ID puede unirse al ligador mediante conjugacion de un isotiocianato de FITC con el
ligador. EI CAR-ID puede unirse al ligador mediante acoplamiento de éster. El ligador puede unirse al TID. El ligador
puede unirse quimicamente al TID. El ligador puede unirse al TID mediante una ligacion de oxima. La enfermedad o
estado puede ser cancer. El cancer puede ser cancer de ovario.

Los métodos dados a conocer en el presente documento pueden comprender administrar una o mas células efectoras.
La una o mas células efectoras pueden comprender una de las células efectoras con receptores de antigenos
quiméricos (CAR-EC) dadas a conocer en el presente documento. La una o mas células efectoras pueden comprender
un polinucleodtido que codifica para un receptor de antigeno quimérico (CAR). El CAR puede estar codificado por una
secuencia de nucledtidos de una cualquiera de SEQ ID NO: 1-4. El CAR puede comprender un dominio externo que
se basa en o se deriva de un anticuerpo. El dominio externo del CAR puede basarse en o derivarse de un anticuerpo
anti-FITC. El dominio externo del CAR puede basarse en o derivarse de un scFv anti-FITC. El interruptor y la CAR-EC
pueden administrarse simultaneamente. El interruptor y la CAR-EC pueden administrarse secuencialmente. Los
métodos pueden comprender administrar una primera célula efectora y una segunda célula efectora. La primera célula
efectora y la segunda célula efectora pueden ser diferentes. La primera célula efectora y la segunda célula efectora
pueden ser iguales. La primera célula efectora y la segunda célula efectora pueden ser del mismo tipo de célula. La
primera célula efectora y la segunda célula efectora pueden ser del mismo linaje celular. La primera célula efectora
puede comprender un CAR que tiene un primer dominio extracelular que se une a un primer CAR-ID de un primer
interruptor de CAR-EC y la segunda célula efectora puede comprender un CAR que tiene un segundo dominio
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extracelular que se une a un segundo CAR-ID de un segundo interruptor de CAR-EC. El primer CAR-ID y el segundo
CAR-ID pueden ser diferentes. El primer CAR-ID y el segundo CAR-ID pueden ser iguales. El primer interruptor de
CAR-IEC y el segundo interruptor de CAR-EC pueden ser diferentes. El primer interruptor de CAR-EC y el segundo
interruptor de CAR-EC pueden comprender TID diferentes. El primer interruptor de CAR-EC y el segundo interruptor
de CAR-EC pueden ser iguales. El primer interruptor de CAR-EC y el segundo interruptor de CAR-EC pueden
comprender el mismo TID.

El interruptor de CAR-EC puede tener un efecto terapéutico porque pone a una célula efectora en proximidad de una
célula diana. El efecto terapéutico sobre la indicaciéon prevista del interruptor de CAR-EC puede deberse a que el
interruptor de CAR-EC recluya una célula efectora a la célula diana. El efecto terapéutico sobre la indicacién prevista
del interruptor de CAR-EC puede deberse completamente a que el interruptor de CAR-EC recluta una célula efectora
a la célula diana. El efecto terapéutico sobre la indicacién prevista del interruptor de CAR-EC puede deberse
predominantemente a que el interruptor de CAR-EC recluya una célula efectora a la célula diana.

El efecto terapéutico de la indicacion prevista puede deberse a que el interruptor de CAR-EC recluya una proteina,
péptido o biomolécula a la célula diana. El efecto terapéutico de la indicacién prevista puede deberse completamente
a que el interruptor de CAR-EC recluya una proteina, péptido o biomolécula a la célula diana. El efecto terapéutico
sobre la indicacion prevista puede deberse al menos parcialmente a que el interruptor de CAR-EC recluya una
proteina, péptido o biomolécula a la célula diana.

Administrar el interruptor de CAR-EC puede no tener ningun efecto terapéutico sin administrar ademas una célula
efectora. El interruptor de CAR-EC puede no tener un efecto terapéutico significativo, deseable y/o previsto sin
administrar ademas una célula efectora. El interruptor de CAR-EC puede no tener ningun efecto terapéutico hacia una
indicacion prevista de la plataforma de CAR-EC sin administrar ademas una célula efectora. Una porcién o
componente del interruptor de CAR-EC (por ejemplo, TID) puede no tener un efecto terapéutico hacia la indicacion
prevista del interruptor de CAR-EC sin conjugarse a una segunda porcién o componente del interruptor de CAR-EC
(por ejemplo, CAR-ID). La dosis de una porcion o componente del interruptor de CAR-EC (por ejemplo, CAR-ID, TID)
cuando se administra como parte de la plataforma de CAR-EC para proporcionar un efecto terapéutico puede no tener
un efecto terapéutico cuando la porcién o el componente del interruptor de CAR-EC se administra solo a esa dosis.
La porcién o el componente del interruptor de CAR-EC puede no estar destinada a tener ningun efecto terapéutico
ademas de reclutar la célula efectora a la célula diana. La porcién o el componente del interruptor de CAR-EC puede
tener un efecto terapéutico sobre la célula diana, en la que el efecto terapéutico es insignificante en relaciéon con el
efecto terapéutico del interruptor de CAR-EC que recluya la célula efectora, proteina, péptido o biomolécula ala célula
diana. La porcién o el componente del interruptor de CAR-EC puede tener un efecto terapéutico sobre la célula diana,
en la que el efecto terapéutico es menor que el efecto terapéutico de reclutar la célula efectora, a la célula diana. La
unién de la porcion o el componente del interruptor de CAR-EC a la célula diana puede inducir una respuesta accidental
de la célula diana. La union de la porcién o el componente del interruptor de CAR-EC a la célula diana puede inducir
un efecto terapéutico accidental ademas del efecto terapéutico de reclutar la célula efectora, proteina, péptido o
biomolécula a la célula diana.

Se dan a conocer en el presente documento plataformas, kits y métodos para tratar una enfermedad o estado en un
sujeto. El sujeto puede padecer una enfermedad o estado. El sujeto puede padecer mas de una enfermedad o estado.
El sujeto puede padecer leucemia linfocitica crénica. El sujeto puede padecer leucemia linfoblastica aguda. El sujeto
puede ser un animal. El sujeto puede ser un mamifero. EI mamifero puede ser un ser humano, un chimpancé, un
gorila, un mono, un animal bovino, un caballo, un asno, una mula, un perro, un gato, un cerdo, un conejo, una cabra,
una oveja, una rata, un hamster, una cobaya o un ratén. El sujeto puede ser un ave o un pollo. El sujeto puede ser un
ser humano. El sujeto puede ser un adulto. El sujeto puede ser un nifio. El nifio puede padecer leucemia linfoblastica
aguda. El sujeto puede ser menor de 6 meses de edad. El sujeto puede ser de al menos aproximadamente 1 afio de
edad, aproximadamente 2 afnos de edad, aproximadamente 3 afios de edad, aproximadamente 4 afios de edad,
aproximadamente 5 afios de edad, aproximadamente 6 afos de edad, aproximadamente 7 afios de edad,
aproximadamente 8 afios de edad, aproximadamente 9 afos de edad, aproximadamente 10 afios de edad,
aproximadamente 11 afos de edad, aproximadamente 12 afios de edad, aproximadamente 13 afios de edad,
aproximadamente 14 afios de edad o aproximadamente 15 afios de edad. El sujeto puede ser de al menos
aproximadamente 16 afios de edad, aproximadamente 17 afios o aproximadamente 18 afios de edad. El sujeto puede
ser de al menos aproximadamente 19 afios de edad, aproximadamente 20 afios de edad o aproximadamente 25 afios
de edad. El sujeto puede ser de al menos aproximadamente 30 afios de edad, aproximadamente 35 afos de edad,
aproximadamente 40 afios de edad, aproximadamente 45 afos de edad, aproximadamente 50 afios de edad,
aproximadamente 55 afios de edad. El sujeto puede ser de al menos aproximadamente 60 afios de edad,
aproximadamente 65 afios de edad, aproximadamente 70 afos de edad, aproximadamente 75 afios de edad,
aproximadamente 80 afios de edad o aproximadamente 85 afos de edad. El sujeto puede ser de aproximadamente
90 afos de edad, aproximadamente 95 afios de edad, aproximadamente 100 afios de edad o aproximadamente 105
afos de edad. El sujeto puede ser mayor de 65 afios de edad. El sujeto puede ser menor de 30 afios de edad.

Los interruptores y productos intermedios de interruptores dados a conocer en el presente documento pueden usarse

para tratar una o mas enfermedades o estados en un sujeto que lo necesita. La enfermedad o estado puede ser un
cancer, una infeccion patégena, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria o trastorno genético.
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En algunos casos, la una o mas enfermedades comprenden un cancer. El cancer puede comprender un cancer
recurrente y/o refractario. El cancer puede ser un cancer agudo. El cancer puede ser un cancer cronico. El cancer
puede ser un cancer recurrente. El cancer puede ser un cancer refractario acelerado. El cancer puede estar en
remision. El cancer puede ser un cancer en estadio |, estadio |l, estadio lll o estadio IV. El cancer puede ser un cancer
juvenil. El cancer puede ser un cancer adulto. Los ejemplos de canceres incluyen, pero no se limitan a, sarcomas,
carcinomas, linfomas o leucemias. La enfermedad o estado puede ser un trastorno proliferativo celular. El trastorno
proliferativo celular puede seleccionarse de un tumor sélido, un linfoma, una leucemia y un liposarcoma. El cancer
puede seleccionarse de leucemia mieldgena, leucemia linfoblastica, leucemia mieloide, una leucemia mieloide aguda,
leucemia mielomonocitica, leucemia neutroflilica, sindrome mielodisplasico, linfoma de células B, linfoma de Burkitt,
linfoma de células grandes, linfoma de células mixtas, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma de
Hodgkin, linfoma linfocitico pequefio recurrente, tricoleucemia, mieloma mudltiple, leucemia basdfila, leucemia
eosinofila, leucemia megacarioblastica, leucemia monoblastica, leucemia monocitica, ertroleucemia, leucemia eritroide
y carcinoma hepatocelular. El cancer puede comprender un tumor maligno hematolégico. El tumor maligno
hematolégico puede comprender un tumor maligno de células B. El cancer puede comprender una leucemia linfocitica
cronica. El cancer puede comprender una leucemia linfoblastica aguda. El cancer puede comprender un linfoma de
Burkitt positivo para CD19.

El cancer puede comprender un cancer neuroendocrino. El cancer puede comprender un cancer pancreatico. El cancer
puede comprender un cancer pancreatico exocrino. El cancer puede comprender un cancer de tiroides. El cancer de
tiroides puede comprender un cancer de tiroides medular.

El cancer puede comprender un cancer de préstata. El cancer de prostata puede ser un cancer de préstata positivo
para PSMA. La expresion de PSMA puede estar sumamente regulada por incremento y restringida a células
cancerosas en algunos o todos los estadios del cancer de prostata. El cancer puede ser cancer de prostata refractario
a hormonas.

El cancer puede comprender un cancer epitelial. El cancer puede comprender un cancer de mama. El cancer puede
comprender un cancer endometrial. El cancer puede comprender un cancer de ovario. El cancer de ovario puede
comprender un cancer de ovario estromal. El cancer puede comprender un cancer de cuello uterino.

El cancer puede comprender un cancer de piel. El cancer de piel puede comprender un cancer de piel neoangiogénico.
El cancer de piel puede comprender un melanoma.

El cancer puede comprender un cancer de rifion.

El cancer puede comprender un cancer de pulmon. El cancer de pulmén puede comprender un cancer de pulmén de
células pequenas. El cancer de pulmén puede comprender un cancer de pulmén de células no pequeias.

El cancer puede comprender un cancer colorrectal. El cancer puede comprender un cancer gastrico. El cancer puede
comprender un cancer de colon.

El cancer puede comprender un cancer de cerebro. El cancer de cerebro puede comprender un tumor cerebral. El
cancer puede comprender un glioblastoma. El cancer puede comprender un astrocitoma.

El cancer puede comprender un cancer sanguineo. El cancer sanguineo puede comprender una leucemia. Laleucemia
puede comprender una leucemia mieloide. El cancer puede comprender un linfoma. El linfoma puede comprender un
linfoma no Hodgkin.

El cancer puede comprender un sarcoma. Generalmente, los sarcomas son canceres del hueso, cartilago, grasa,
musculo, vasos sanguineos, u otro tejido conjuntivo o de soporte. Los sarcomas incluyen, pero no se limitan a, cancer
de hueso, fibrosarcoma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, hemangioendotelioma maligno, schwannoma maligno,
schwannoma vestibular bilateral, osteosarcoma, sarcomas de tejidos blandos (por ejemplo, sarcoma de partes blandas
alveolar, angiosarcoma, cistosarcoma filoide, dermatofibrosarcoma, tumor desmoide, sarcoma epitelioide,
osteosarcoma extraesquelético, fibrosarcoma, hemangiopericitoma, hemangiosarcoma, sarcoma de Kaposi,
leiomiosarcoma, liposarcoma, linfangiosarcoma, linfosarcoma, histiocitoma fibroso maligno, neurofibrosarcoma,
rabdomiosarcoma y sarcoma sinovial). El sarcoma puede comprender un sarcoma de Ewing.

El cancer puede ser un carcinoma. Generalmente, los carcinomas son canceres que comienzan en las células
epiteliales, que son células que cubren la superficie del cuerpo, producen hormonas y constituyen glandulas. A modo
de ejemplo no limitativo, los carcinomas incluyen cancer de mama, cancer pancreatico, cancer de pulmon, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer rectal, cancer de rifién, cancer de vejiga, cancer de estomago, cancer de prostata,
cancer de higado, cancer de ovario, cancer de cerebro, cancer vaginal, cancer vulvar, cancer uterino, cancer oral,
cancer de pene, cancer testicular, cancer esofagico, cancer de piel, cancer de las trompas de Falopio, cancer de
cabeza y cuello, cancer estromal gastrointestinal, adenocarcinoma, melanoma cutaneo o intraocular, cancer de la
region anal, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la
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glandula paratiroides, cancer de la glandula suprarrenal, cancer de la uretra, cancer de la pelvis renal, cancer del
uréter, cancer del endometrio, cancer del cuello uterino, cancer de la hipdfisis, neoplasias del sistema nervioso central
(SNC), linfoma del SNC primario, glioma del tronco encefalico y tumores del eje espinal. En algunos casos, el cancer
es un cancer de piel, tal como un carcinoma de células basales, escamoso, melanoma, distinto de melanoma o
queratosis actinica (solar).

En algunos casos, el cancer es un cancer de pulmén. El cancer de pulmén puede comenzar en las vias respiratorias
que se ramifican de la traquea que suministran a los pulmones (bronquios) o los sacos aéreos pequefios del pulmén
(los alveolos). Los canceres de pulmodn incluyen carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC), carcinoma
de pulmon de células pequefias y mesotelioma. Los ejemplos de NSCLC incluyen carcinoma de células escamosas,
adenocarcinoma y carcinoma de células grandes. El mesotelioma puede ser un tumor canceroso del revestimiento del
pulmén y la cavidad toracica (pleura) o el revestimiento del abdomen (peritoneo). El mesotelioma puede deberse a la
exposiciéon a amianto. El cancer puede ser un cancer de cerebro, tal como un glioblastoma.

Alternativamente, el cancer puede ser un tumor del sistema nervioso central (SNC). Los tumores del SNC pueden
clasificarse como gliomas o distintos de gliomas. El glioma puede ser glioma maligno, glioma de alto grado, glioma
pontino intrinseco difuso. Los ejemplos de gliomas incluyen astrocitomas, oligodendrogliomas (o mezclas de
elementos de oligodendroglioma y astrocitoma) y ependimomas. Los astrocitomas incluyen, pero no se limitan a,
astrocitomas de bajo grado, astrocitomas anaplasicos, glioblastoma multiforme, astrocitoma pilocitico,
xantoastrocitoma pleomoérfico y astrocitoma de células gigantes subependimal. Los oligodendrogliomas incluyen
oligodendrogliomas de bajo grado (o oligoastrocitomas) y oligodendriogliomas anaplasicos. Los distintos de gliomas
incluyen meningiomas, adenomas hipofisarios, linfomas del SNC primarios y meduloblastomas. En algunos casos, el
cancer es un meningioma.

La leucemia puede ser una leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia linfocitica cronica o
leucemia mielocitica cronica. Los tipos adicionales de leucemias incluyen tricoleucemia, leucemia mielomonocitica
cronica y leucemia mielomonocitica juvenil.

Los linfomas son canceres de los linfocitos y pueden desarrollarse a partir de o bien linfocitos B o bien T. Los dos tipos
principales de linfoma son linfoma de Hodgkin, previamente conocido como enfermedad de Hodgkin, y linfoma no
Hodgkin. El linfoma de Hodgkin esta marcado por la presencia de la célula de Reed-Sternberg. Los linfomas no
Hodgkin son todos los linfomas que no son linfoma de Hodgkin. Los linfomas no Hodgkin pueden ser linfomas
indolentes y linfomas agresivos. Los linfomas no Hodgkin incluyen, pero no se limitan a, linfoma de células B grandes
difuso, linfoma folicular, linfoma de tejido linfatico asociado a la mucosa (MALT), linfoma linfocitico de células
pequefias, linfoma de células del manto, linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes mediastinal,
macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma de células B de zona marginal nodal (NMZL), linfoma de zona marginal
esplénico (SMZL), linfoma de células B de zona marginal extranodal, linfoma de células B grandes intravascular,
linfoma de efusion primaria y granulomatosis linfomatoide.

El cancer puede comprender un tumor sélido. El cancer puede comprender un sarcoma. El cancer puede seleccionarse
de un grupo que consiste en un cancer de vejiga, un cancer de mama, un cancer de colon, un cancer rectal, un cancer
endometrial, un cancer de riiidn, un cancer de pulmén, melanoma, un mieloma, un cancer de tiroides, un cancer
pancreatico, un glioma, un glioma maligno del cerebro, un glioblastoma, un cancer de ovario, un cancer de prostata y
un cancer de prostata positivo para PSMA. El cancer puede tener una expresion de antigenos no uniforme. El cancer
puede tener una expresion de antigenos modulada. El antigeno puede ser un antigeno de superficie. El cancer puede
no comprender un mieloma. El cancer puede no comprender un melanoma. El cancer puede no comprender un cancer
de colon. El cancer puede ser leucemia linfoblastica aguda (ALL). El cancer puede ser ALL con recidiva. El cancer
puede ser ALL refractaria. El cancer puede ser ALL con recidiva, refractaria. El cancer puede ser leucemia linfocitica
cronica (CLL). El cancer puede ser CLL con recidiva. El cancer puede ser CLL refractaria. El cancer puede ser CLL
con recidiva, refractaria.

El cancer puede comprender un cancer de mama. El cancer de mama puede ser cancer de mama triple positivo
(positivo para receptor de estrégenos, receptor de progesterona y Her2). El cancer de mama puede ser cancer de
mama triple negativo (negativo para receptor de estrogenos, receptor de progesterona y Her2). El cancer de mama
puede ser positivo para receptor de estrogenos. El cancer de mama puede ser negativo para receptor de estrégenos.
El cancer de mama puede ser positivo para receptor de progesterona. El cancer de mama puede ser negativo para
receptor de progesterona. El cancer de mama puede comprender un cancer de mama negativo para Her2. El cancer
de mama puede comprender cancer de mama con baja expresion de Her2. El cancer de mama puede comprender un
cancer de mama positivo para Her2. Las lineas celulares que expresan Her2 se han caracterizado bien para la
densidad de antigeno, reflejando la caracterizacion de la inmunohistoquimica clinica que clasifica los tumores malignos
como 0 (<20.000 antigenos Her2 por célula), 1+ (100.000 antigenos Her2 por célula), 2+ (500.000 antigenos Her2 por
célula) y 3+ (>2.000.00 antigenos Her2 por célula). La presente invencion proporciona métodos de tratamiento de
canceres de mama de estas clasificaciones. El cancer de mama puede comprender un cancer de mama clasificado
como Her2 0. El cancer de mama puede comprender un cancer de mama clasificado como Her2 1+. El cancer de
mama puede comprender un cancer de mama clasificado como Her2 2+. El cancer de mama puede comprender un
cancer de mama clasificado como Her2 3+.
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La enfermedad o estado puede ser una infeccidon patdgena. Las infecciones patdgenas pueden estar provocadas por
uno o mas patodgenos. En algunos casos, el patdgeno es una bacteria, hongos, virus o protozoo.

Los patdégenos a modo de ejemplo incluyen pero no se limitan a: Bordetella, Borrelia, Brucella, Campylobacter,
Chlamydia, Chlamydophila, Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus, Escherichia, Francisella, Haemophilus,
Helicobacter, Legionella, Leptospira, Listeria, Mycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Pseudomonas, Rickettsia,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Treponema, Vibrio o Yersinia. En algunos casos, la enfermedad
o estado provocado por el patégeno es tuberculosis y la muestra heterogénea comprende moléculas foraneas
derivadas de la bacteria Mycobacterium tuberculosis y moléculas derivadas del sujeto. En algunos casos, la
enfermedad o estado esta provocada por una bacteria que es tuberculosis, neumonia, que puede estar provocada por
bacterias tal como Streptococcus y Pseudomonas, una enfermedad transmitida por alimentos, que puede estar
provocada por bacterias tales como Shigella, Campylobacter y Salmonella, y una infeccion tal como tétanos, fiebre
tifoidea, difteria, sifilis y lepra. La enfermedad o estado puede ser vaginosis bacteriana, una enfermedad de la vagina
provocada por un desequilibrio de la flora bacteriana que se produce de manera natural. Alternativamente, la
enfermedad o estado es meningitis bacteriana, inflamacion bacteriana de las meninges (por ejemplo, las membranas
protectoras que cubren el cerebro y la médula espinal). Otras enfermedades o estados provocados por bacterias
incluyen, pero no se limitan a, neumonia bacteriana, una infeccion del tracto urinario, gastroenteritis bacteriana e
infeccion bacteriana de la piel. Los ejemplos de infecciones bacterianas de la piel incluyen, pero no se limitan a,
impétigo que puede estar provocado por Staphylococcus aureus o Streptococcus pyogenes; erisipelas que pueden
estar provocadas por una infeccién bacteriana por estreptococos de la epidermis profunda con diseminacion linfatica;
y celulitis que puede estar provocada por la flora normal de la piel o por bacterias exégenas.

El patégeno puede ser un hongo, tal como, Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Histoplasma, Pneumocystis y
Stachybotrys. Los ejemplos de enfermedades o estados provocados por un hongo incluyen, pero no se limitan a, tifia
crural, infeccion por levaduras, dermatofitosis y pie de atleta.

El patégeno puede ser un virus. Los ejemplos de virus incluyen, pero no se limitan a, adenovirus, virus de coxsackie,
virus de Epstein-Barr, virus de la hepatitis (por ejemplo, hepatitis A, B y C), virus del herpes simple (tipo 1y 2),
citomegalovirus, virus del herpes, VIH, virus influenza, virus del sarampion, virus de las paperas, papilomavirus, virus
parainfluenza, poliovirus, virus sincitial respiratorio, virus de la rubéola y virus de la varicela zoster. Los ejemplos de
enfermedades o estados provocados por virus incluyen, pero no se limitan a, resfriado, gripe, hepatitis, SIDA, viruela,
rubéola, paperas, sarampion, verrugas y poliomielitis.

El patdgeno puede ser un protozoo, tal como Acanthamoeba (por ejemplo, A. astronyxis, A. castellanii, A. culbertsoni,
A. hatchetti, A. poliphaga, A. rhysodes, A. healyi, A. divionensis), Brachiola (por ejemplo, B connori, B. vesicularum),
Cryptosporidium (por ejemplo, C. parvum), Ciclospora (por ejemplo, C. cayetanensis), Encephalitozoon (por ejemplo,
E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis), Entamoeba (por ejemplo, E. histolytica), Enterocytozoon (por ejemplo, E.
bieneusi), Giardia (por ejemplo, G. lamblia), Isospora (por ejemplo, . belli), Microsporidium (por ejemplo, M. africanum,
M. ceilonensis), Naegleria (por ejemplo, N. fowleri), Nosema (por ejemplo, N. algerae, N. ocularum), Pleistophora,
Trachipleistophora (por ejemplo, T. anthropophthera, T. hominis) y Vittaforma (por ejemplo, V. corneae).

La enfermedad o estado puede ser una enfermedad autoinmunitaria o enfermedad relacionada con autoinmunidad.
Un trastorno autoinmunitario puede ser un mal funcionamiento del sistema inmunitario del cuerpo que provoca que el
cuerpo ataque a sus propios tejidos. Los ejemplos de enfermedades autoinmunitarias y enfermedades relacionadas
con autoinmunidad incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de Addison, alopecia areata, espondilitis anquilosante,
sindrome antifosfolipidos (APS), anemia aplasica autoinmunitaria, anemia hemolitica autoinmunitaria, hepatitis
autoinmunitaria, miocarditis autoinmunitaria, enfermedad de Behcet, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn,
dermatomiositis, fascitis eosinofilica, eritema nodoso, arteritis de células gigantes (arteritis temporal), sindrome de
Goodpasture, enfermedad de Graves, enfermedad de Hashimoto, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP),
nefropatia de IgA, artritis juvenil, diabetes, diabetes juvenil, sindrome de Kawasaki, sindrome de Lambert-Eaton, lupus
(SLE), enfermedad de tejido conjuntivo mixto (MCTD), esclerosis mdltiple, miastenia grave, pénfigo, poliarteritis
nodosa, sindrome poliglandulares autoinmunitarios de tipo I, Il y lll, polimialgia reumatica, polimiositis, psoriasis, artritis
psoriasica, sindrome de Reiter, policondritis recidivante, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de
Sjogren, autoinmunidad testicular y de esperma, sindrome del hombre rigido, arteritis de Takayasu, arteritis
temporal/arteritis de células gigantes, colitis ulcerosa, uveitis, vasculitis, vitiligo y granulomatosis de Wegener.

La enfermedad o estado puede ser una enfermedad inflamatoria. Los ejemplos de enfermedades inflamatorias
incluyen, pero no se limitan a, alveolitis, amiloidosis, angiitis, espondilitis anquilosante, necrosis avascular, enfermedad
de Basedow, paralisis de Bell, bursitis, sindrome del tunel carpiano, enfermedad celiaca, colangitis, condromalacia
rotuliana, hepatitis crénica activa, sindrome de fatiga crénica, sindrome de Cogan, displasia congénita de cadera,
costocondritis, enfermedad de Crohn, fibrosis quistica, tendinitis de De Quervain, artritis asociada a diabetes,
hiperostosis esquelética idiopatica difusa, lupus discoide, sindrome de Ehlers-Danlos, fiebre mediterranea familiar,
fascitis, fibrositis/fibromialgia, hombro congelado, quistes ganglionares, arteritis de células gigantes, gota, enfermedad
de Graves, sindromes de enfermedades reumaticas asociadas al VIH, artritis asociada a hiperparatiroidismo, artritis
infecciosa, sindrome inflamatorio del intestino/sindrome del intestino irritable, artritis reumatoide juvenil, enfermedad
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de Lyme, sindrome de Marfan, enfermedad de Mikulicz, enfermedad de tejido conjuntivo mixta, esclerosis multiple,
sindrome de dolor miofascial, osteoartritis, osteomalacia, osteoporosis y osteoporosis inducida por corticosteroides,
enfermedad de Paget, reumatismo palindrémico, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Plummer, polimialgia
reumatica, polimiositis, pseudogota, artritis psoriasica, sindrome/fenémeno de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre
reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis, ciatica (radiculopatia lumbar), esclerodermia, escorbuto, artritis de células
falciformes, sindrome de Sjogren, estenosis espinal, espondiloistesis, enfermedad de Still, lupus eritematoso
sistémico, enfermedad de Takayasu (sin pulso), tendinitis, codo de tenista/codo de golfista, artritis asociada al tiroides,
dedo en resorte, colitis ulcerosa, granulomatosis de Wegener y enfermedad de Whipple.

Los métodos de tratamiento dados a conocer en el presente documento pueden comprender actividad fuera de diana
tal como se mide mediante los niveles de citocina. El método puede reducir la actividad fuera de diana, tal como se
mide mediante los niveles de citocina, en comparacion con otras terapias con CAR-EC. El método puede reducir la
actividad fuera de diana tal como se mide mediante los niveles de interferon gamma. Las otras actividades fuera de
diana que pueden reducirse incluyen linfopenia tdxica, citdlisis mortal de dianas de tumores sdlidos e
hipogammaglobulinemia crénica para dianas hematolégicas. Los métodos de tratamiento y las composiciones dadas
a conocer en el presente documento pueden usarse para tratar un cancer que comprende aplasia de células B mediada
por CD19. Los métodos y composiciones pueden minimizar la aplasia de células B mediada por CD19. El método
puede evitar la aplasia de células B a largo plazo.

Las plataformas de CAR-EC, los métodos y las composiciones dados a conocer en el presente documento pueden
usarse para tratar un tumor heterogéneo o un tumor maligno de células sanguineas heterogéneo en un sujeto que lo
necesita. El marcador de “todas las células B” CD20 es el antigeno seleccionado como diana mas prevalentemente
para neoplasias de células B y el anticuerpo aprobado por la FDA rituximab es un componente vital en el tratamiento
de muchas leucemias y linfomas. Sin embargo, los mecanismos de resistencia relacionados con la modulacion de la
expresion de antigeno CD20 se produce en un ndmero significativo de pacientes. Queda claro que el direccionamiento
con antigeno o bien CD19 o bien CD20 solo es insuficiente para una terapia curativa. Los métodos dados a conocer
en el presente documento proporcionan la construccion y administracion de dos o mas interruptores con diferentes
especificidades (por ejemplo un interruptor de CAR-EC de anticuerpo anti-CD19 y un interruptor de CAR-EC de
anticuerpo anti-CD20). Los métodos dados a conocer en el presente documento proporcionan la construccion y
administracion de dos o mas interruptores con diferentes especificidades (por ejemplo un interruptor de CAR-EC de
anticuerpo anti-CD19 y un interruptor de CAR-EC de anticuerpo anti-CD22). Un tumor heterogéneo o tumor maligno
de células sanguineas heterogéneo puede tratarse con un primer interruptor de CAR-EC de anticuerpo y un segundo
interruptor de CAR-EC de anticuerpo, en el que el interruptor de CAR-EC se une a dos dianas diferentes. Uno o mas
interruptores de CAR-EC pueden administrarse secuencial o simultdneamente.

El interruptor de CAR-EC puede administrarse con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. El uno o mas agentes
terapéuticos adicionales pueden seleccionarse de un grupo que consiste en una inmunoterapia, una quimioterapia y
un esteroide. El uno o mas agentes terapéuticos adicionales pueden ser un farmaco quimioterapico. El farmaco
quimioterapico puede ser un agente alquilante, un antimetabolito, una antraciclina, un inhibidor de topoisomerasa, un
inhibidor mitotico, un corticosteroide o un agente de diferenciacion. El farmaco quimioterapico puede seleccionarse de
actinomicina-D, bleomicina, altretamina, bortezomib, busulfano, carboplatino, capecitabina, carmustina, clorambucilo,
cisplatino, cladribina, clofarabina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, daunorubicina, docetaxel, doxorubicina,
epirubicina, etopdsido, estramustina, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, gemcitbina (Gemzar), hidroxiurea,
idarubicina, ifosfamida, irinotecan (Camptosar), ixabepilona, L-asparaginasa, lomustina, mecloretamina, melfalan, 6-
mercaptopurina, metotrexato, mitomicina-C, paclitaxel (Taxol), pemetrexed, pentostatina, estreptozocina,
temozolomida, tenipdsido, tioguanina, tiotepa, topotecan (Hycamtin), vincristina, vinblastina, vinorelbina, retinoides,
tretinoina (ATRA o Atralin®), bexaroteno (Targretin®) y tridxido arsénico (Arsenox®). La quimioterapia puede
administrarse como una pildora para tragar, como una inyeccion en tejido muscular o graso, por via intravenosa, por
via tépica o directamente a una cavidad corporal.

El uno o mas agentes terapéuticos adicionales pueden comprender un inhibidor de la angiogénesis. El inhibidor de la
angiogénesis puede seleccionarse de bevacizumab, itraconazol, carboxiamidotriazol, TNP-470, CM101, IFN alfa, IL-
12, factor plaquetario 4, suramina, SU5416, trombospondina, un antagonista de VEGFR, un esteroide angiostatico con
heparina, factor inhibidor de la angiogénesis derivado de CAR-ECilage, inhibidores de metaloproteasa de la matriz,
angiostatina, endostatina, sorafenib, sunitinib, pazopanib, everolimus, 2-metoxiestradiol, tecogalan, tetratiomolibdato,
talidomida, prolactina, inhibidor de avps, linomida, tasquinimod, VEGFR-1 soluble, NRP-1 soluble, angiopoyetina 2,
vasostatina, calreticulina, TIMP, CDAI, Met-1, Met-2, interferon-alfa, interferén-beta, interferén-gamma, CXCL10, IL-4,
IL-12, IL-18, protrombina, fragmento de antitrombina lll, prolactina, VEGI, SPARC, osteopontina, maspina, canstatina,
proteina relacionada con proliferina y restina.

El uno o mas agentes terapéuticos adicionales pueden comprender una terapia hormonal. La terapia hormonal puede
seleccionarse de un antiestrogeno (por ejemplo, fulvestrant (Faslodex®), tamoxifeno, toremifeno (Fareston®)); un
inhibidor de aromatasa (por ejemplo, anastrozol (Arimidex®), exemestanp (Aromasin®), letrozol (Femara®)); una
progestina (por ejemplo, acetato de megestrol (Megace®)); un estrégeno; un antiandrégeno (por ejemplo, bicalutamida
(Casodex®), flutamida (Eulexin®), nilutamida (Nilandron®)); un agonista o analogo de hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) u hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) (por ejemplo leuprolida, (Lupron®),
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goserelina (Zoladex®)).

El uno o mas agentes terapéuticos adicionales pueden comprender un esteroide. El esteroide puede ser un
corticosteroide. El esteroide puede ser cortisol o un derivado del mismo. El esteroide puede seleccionarse de
prednisona, metilprednisolona (Solumedrol®) o dexametasona.

El interruptor de CAR-EC puede administrarse con una o mas terapias adicionales. La una o mas terapias adicionales
pueden comprender terapia con laser. La una o mas terapias adicionales pueden comprender radioterapia. La una o
mas terapias adicionales pueden comprender cirugia.

Reguladores de CAR-EC

En algunos casos, puede ser deseable eliminar las células efectoras con receptores de antigenos quiméricos (CAR-
EC) inactivas de un sujeto o regular por disminucion la expresion del receptor de antigeno quimérico (CAR) mediante
la CAR-EC. Por ejemplo, un CAR-EC puede provocar una respuesta inmunitaria a partir del sujeto y puede ser
deseable regular por disminucion la expresion del CAR para eliminar la respuesta inmunitaria. Alternativamente, puede
ser deseable desencadenar la muerte celular de la CAR-EC. Se dan a conocer en el presente documento métodos de
regulacion de las CAR-EC en un sujeto, comprendiendo el método administrar un regulador de CAR-EC. A diferencia
de los interruptores dados a conocer en el presente documento que activan la CAR-EC y dirigen la actividad de la
CAR-EC a una diana, el regulador de CAR-EC puede interaccionar con una molécula de superficie en una CAR-EC
para inducir la regulacion por disminucién de la expresion del CAR o inducir la muerte celular programada de la CAR-
EC. La CAR-EC puede comprender un polinucleétido que codifica para el CAR. La expresion del CAR puede
controlarse mediante un promotor. El promotor puede ser un promotor regulable. Por ejemplo, expresion del CAR
puede controlarse mediante un promotor Tet. En ausencia de tetraciclina o un derivado de la misma (por ejemplo,
doxiciclina), la CAR-EC puede expresar el CAR. En presencia de tetraciclina o derivado de la misma, la expresion del
CAR se inhibe. Por tanto, el regulador de CAR-EC puede comprender una molécula (por ejemplo, tetraciclina,
doxiciclina) que inhibe la expresion del CAR. La expresion del CAR puede controlarse mediante un sistema regulable
quimérico. El regulador de CAR-EC puede comprender un transactivador que puede interaccionar con secuencias
especificas que se han modificado por ingenieria genética para dar el polinucleétido que codifica para el CAR. Los
sistemas quiméricos pueden regularse mediante tetraciclina, antagonista de progesterona RU486, hormona de
insectos ecdisona o rapamicina (FK506). Estos farmacos u hormonas (o sus analogos) pueden actuar sobre
transactivadores moduladores compuestos por dominios de union a ligando naturales o mutantes y dominios de
activacion trancripcional y de unién a ADN intrinsecos y extrinsecos. (Agha-Mohammadi y Lotze, Regulatable systems:
applications in gene therapy and replicating viruses, J Clin Invest., 105(9):1177-1183, 2000).

El regulador de CAR-EC puede comprender una molécula que interacciona con el CAR de la CAR-EC. El regulador
de CAR-EC puede competir con el interruptor de CAR-EC por el CAR en la CAR-EC. El regulador de CAR-EC puede
comprender una molécula pequeia. El regulador de CAR-EC puede comprender un péptido. El péptido puede ser un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

El regulador de CAR-EC puede comprender ademas un farmaco o una toxina. El farmaco o la toxina puede conjugarse
con la porcién del regulador de CAR-EC que interacciona con el CAR de la CAR-EC. El farmaco o la toxina puede
seleccionarse de maitansina (por ejemplo, DM1, DM4), monometilauristatina E, monometilauristatina F, Ki-4.dgA,
dolastatina 10, caliqueamicina, SN-38, duocarmicina, irinotecan, ricina, saporina, gelonina, proteina antiviral de
fitolaca, exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa o toxina diftérica. La toxina puede comprender un veneno, una
toxina bacteriana (por ejemplo, toxinas bacterianas que provocan tétanos, difteria), una toxina vegetal o toxina animal.
La toxina puede ser un veneno de serpiente. La toxina puede comprender vinblastina. La toxina puede comprender
auristatina. La toxina puede estar contenida en una vesicula recubierta con membrana de liposomas. El anticuerpo
puede unirse a la vesicula recubierta con membrana de liposomas.

Las figuras 17A-C muestran esquemas de interacciones de regulador de CAR-CAR-EC a modo de ejemplo. Tal como
se muestra en la figura 17A, una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) (1701) puede
comprender un receptor de antigeno quimérico (1704) y una molécula coestimuladora (1720). El CAR (1704) puede
comprender un dominio externo (1715), un dominio transmembrana (1710) y un dominio interno (1705). El regulador
de CAR-EC (1725) puede interaccionar con el dominio externo (1715) del CAR (1704). La unién del regulador de CAR-
EC (1725) al CAR (1704) puede inducir apoptosis de CAR-EC. La unién del regulador de CAR-EC (1725) al CAR
(1704) puede inducir muerte celular inducida por activacion de CAR-EC. La unién del regulador de CAR-EC (1725) al
CAR (1704) puede inducir autofagia de CAR-EC. La unién del regulador de CAR-EC (1725) al CAR (1704) puede
inducir regulacion por disminucién del CAR. La uniéon del regulador de CAR-EC (1725) al CAR (1704) puede impedir
que el interruptor de CAR-EC se una al CAR.

Tal como se muestra en la figura 17B, una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) (1730) puede
comprender un receptor de antigeno quimérico (CAR) (1731), una molécula coestimuladora (1750) y una molécula de
superficie (1755). EI CAR (1731) puede comprender un dominio externo (1745), un dominio transmembrana (1740) y
un dominio interno (1735). El regulador de CAR-EC (1760) puede comprender un primer extremo (1765) que
interacciona con el dominio externo (1715) del CAR (1731) y un segundo extremo (1770) que interacciona con la
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molécula de superficie (1755) en la CAR-EC. La unién de un extremo del regulador de CAR-EC (1760) al CAR (1731)
y la molécula de superficie (1755) de la CAR-EC (1730) puede inducir la apoptosis de CAR-EC. La unién de un extremo
del regulador de CAR-EC (1760) al CAR (1731) y la molécula de superficie (1755) de la CAR-EC (1730) puede inducir
muerte celular inducida por activacion de CAR-EC. La union de un extremo del regulador de CAR-EC (1760) al CAR
(1731) y la molécula de superficie (1755) de la CAR-EC (1730) puede inducir autofagia de CAR-EC. La union de un
extremo del regulador de CAR-EC (1760) al CAR (1731) y la molécula de superficie (1755) de la CAR-EC (1730)
puede inducir regulacion por disminucion del CAR. La union de un extremo del regulador de CAR-EC (1765) al CAR
(1731) puede impedir que el interruptor de CAR-EC se una al CAR.

Tal como se muestra en la figura 17C, una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) (1775) puede
comprender un receptor de antigeno quimérico (1774) y una molécula coestimuladora (1779). El CAR (1774) puede
comprender un dominio externo (1778), un dominio transmembrana (1777) y un dominio interno (1776). El regulador
de CAR-EC (1780) puede comprender una primera region (1781) que interacciona con el dominio externo (1778) del
CAR (1774) en la célula efectora. El regulador de CAR-EC (1780) puede comprender ademas una segunda region
(1782) que interacciona con una molécula de superficie (1791) en otra célula (1790). La célula (1790) puede secretar
citocinas u otras moléculas que pueden interaccionar con la CAR-EC. La interaccién de las citocinas u otras moléculas
con la CAR-EC puede inducir apoptosis de CAR-EC. La interaccién de las citocinas u otras moléculas con la CAR-EC
puede inducir muerte celular inducida por activacién CAR-EC. La interaccién de las citocinas u otras moléculas con la
CAR-EC puede inducir autofagia de CAR-EC. La interaccion de las citocinas u otras moléculas con la CAR-EC puede
inducir regulacion por disminucion del CAR. La unién de un extremo del regulador de CAR-EC (1781) al CAR (1774)
puede impedir que el interruptor de CAR-EC se una al CAR.

La CAR-EC puede comprender una célula efectora que se modifica para expresar una molécula de superficie que
puede interaccionar con el regulador de CAR-EC. La molécula de superficie en la CAR-EC puede ser una proteina
viral o fragmento de la misma. Alternativa o adicionalmente, la célula efectora expresa una proteina viral o fragmento
de la misma que no es un marcador de superficie celular. La célula efectora que expresa una proteina viral o fragmento
de la misma puede seleccionarse como diana con un farmaco. Cuando la célula efectora comprende una proteina viral
o fragmento de la misma, el farmaco puede seleccionarse de un grupo que comprende abacavir, aciclovir, adefovir,
amantadina, amprenavir, ampligen, arbidol, atazanauvir, atripla, balavir, boceprevirertet, cidofovir, combivir, darunavir,
delavirdina, didanosina, docosanol, edoxudina, efavirenz, emtricitabina, enfuvirtida, entecavir, un inhibidor de la
entrada, famciclovir, una combinacion de dosis fija de farmaco antirretroviral, fomivirsen, fosamprenavir, foscarnet,
fosfonet, un inhibidor de la fusion, ganciclovir, ibacitabina, imunovir, idoxuridina, imiquimod, indinavir, inosina, inhibidor
de integrasa, interferdn tipo lll, interferon tipo Il, interferdn tipo |, interferéon, lamivudina, lopinavir, lovirida, maraviroc,
moroxidina, metisazona, nelfinavir, nevirapina, nexavir, analogo de nucleésido, oseltamivir, peginterferén alfa-2a,
penciclovir, peramivir, pleconaril, podofilotoxina, inhibidor de proteasa, raltegravir, un inhibidor de transcriptasa inversa,
ribavirina, rimantadina, ritonavir, piramidina, saquinavir, sofosbuvir, estavudina, un farmaco retroviral potenciador
sinérgico, aceite de arbol del té, telaprevir, tenofovir, tenofovir disoproxil, tipranavir, trifluridina, trizivir, tromantadina,
truvada, valaciclovir, vicriviroc, vidarabina, viramidina, zacitabina, zanamivir o zidovudina. El farmaco puede ser
ganciclovir. El farmaco puede ser aciclovir.

Composiciones farmacéuticas

Los interruptores, productos intermedios de interruptores y CAR-EC dados a conocer en el presente documento
pueden usarse en la formulacién de una o mas composiciones. Las composiciones pueden ser composiciones
farmacéuticas. Las composiciones que comprenden uno o mas interruptores, productos intermedios de interruptores
y/o CAR-EC pueden comprender ademas una o mas sales, excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.
Las sales, excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, portadores,
excipientes, diluyentes, antioxidantes, conservantes, agentes colorantes, aromatizantes y diluyentes, agentes
emulsionantes, agentes de suspension, disolventes, cargas, agentes de carga, tampones, vehiculos de
administracion, agentes de tonicidad, codisolventes, agentes humectantes, agentes complejantes, agentes
tamponantes, antimicrobianos y tensioactivos. Solucidn salina tamponada neutra o solucion salina mezclada con
albumina sérica son portadores apropiados a modo de ejemplo.

Las composiciones pueden incluir antioxidantes tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular;
proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos
de carbono incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucar tales
como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o surfactantes no iénicos tales como Tween,
pluronics o polietilenglicol (PEG). También a modo de ejemplo, los agentes potenciadores de la tonicidad adecuados
incluyen haluros de metales alcalinos (preferiblemente cloruro de sodio o potasio), manitol, sorbitol y similares. Los
conservantes adecuados incluyen cloruro de benzalconio, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido soérbico y similares. El peréxido de hidrégeno también puede utilizarse como conservante. Los
codisolventes adecuados incluyen glicerina, propilenglicol y PEG. Los agentes complejantes adecuados incluyen
cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o hidroxipropil-beta-ciclodextrina. Los agentes tensioactivos o
humectantes adecuados incluyen ésteres de sorbitano, polisorbatos tales como polisorbato 80, trometamina, lecitina,
colesterol, tiloxapal y similares. Los tampones pueden ser tampones convencionales tales como acetato, borato,
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citrato, fosfato, bicarbonato o Tris-HCI. El tampon acetato puede tener un pH de aproximadamente 4-5,5, y el tampdn
Tris puede tener un pH de aproximadamente 7-8,5. Agentes farmacéuticos adicionales se exponen en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, A. R. Gennaro, editor, Mack Publishing Company, 1990.

La composicion puede estar en forma liquida, liofilizada o secada por congelacion. La composicion puede incluir uno
o0 mas lioprotectores, excipientes, tensioactivos, aditivos estructurales de alto peso molecular y/o agentes de carga
(véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.°® 6.685.940, 6.566.329 y 6.372.716). En una realizacion, se
incluye un lioprotector, que es un azucar no reductor tal como sacarosa, lactosa o trehalosa. La cantidad de lioprotector
generalmente incluida es tal que, después de la reconstitucion, la formulacion resultante sera isotonica, aunque
también pueden ser adecuadas formulaciones hipertonicas o ligeramente hipoténicas. Ademas, la cantidad de
lioprotector debe ser suficiente para prevenir una cantidad inaceptable de degradacion y/o agregacion de la proteina
tras la liofilizacion. Concentraciones de lioprotector a modo de ejemplo para aztcares (por ejemplo, sacarosa, lactosa,
trehalosa) en la formulacion preliofilizada son de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 400 mM. En otra
realizacion, se incluye un tensioactivo, tal como, por ejemplo, tensioactivos no idnicos y tensioactivos idnicos tales
como polisorbatos (por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80); poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188); éteres
de fenilo de poli(etilenglicol) (por ejemplo, Triton); dodecilsulfato de sodio (SDS); laurelsulfato de sodio; octilglicésido
de sodio; lauril-, miristil-, linoleil- o estearil-sulfobetaina; lauril-, miristil-, linoleil- o estearil-sarcosina; linoleil, miristil o
cetil-betaina; lauroamidopropil-, cocamidopropil-, linoleamidopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil- o
isostearamidopropil-betaina (por ejemplo, lauroamidopropilo); miristamidopropil-, palmidopropil- o isoestramidilpropil-
dimetilamina; metilcocoil sédico o metil-ofeil-taurato de disodio; y la serie MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc.,
Paterson, N.J.), polietilglicol, polipropilglicol y copolimeros de etileno y propilenglicol (por ejemplo, Pluronics, pf68,
etc.). Cantidades a modo de ejemplo de tensioactivo que pueden estar presentes en la formulacion preliofilizada son
de aproximadamente el 0,001-0,5%. Aditivos estructurales de alto peso molecular (por ejemplo, cargas, aglutinantes)
pueden incluir, por ejemplo, goma arabiga, albumina, acido alginico, fosfato de calcio (dibasico), celulosa,
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
celulosa microcristalina, dextrano, dextrina, dextratos, sacarosa, tilosa, almidon pregelatinizado, sulfato de calcio,
amilosa, glicina, bentonita, maltosa, sorbitol, etilcelulosa, hidrogenofosfato de disodio, fosfato de disodio, pirosulfito de
disodio, poli(alcohol vinilico), gelatina, glucosa, goma guar, glucosa liquida, azicar comprimible, silicato de aluminio y
magnesio, maltodextrina, poli(6xido de etileno), polimetacrilatos, povidona, alginato de sodio, tragacanto, celulosa
microcristalina, almidén y zeina. Las concentraciones a modo de ejemplo de aditivos estructurales de alto peso
molecular son del 0,1% al 10% en peso. En ofras realizaciones, puede incluirse un agente de carga (por ejemplo,
manitol, glicina).

Las composiciones pueden ser adecuadas para administracion parenteral. Composiciones a modo de ejemplo son
adecuadas para inyeccion o infusiéon en un animal por cualquier via disponible para el experto en la técnica, tales como
vias intraarticular, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimatosa),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial o intralesional. Una formulacion parenteral tipicamente
sera una disolucion acuosa isotonica estéril, libre de pirégenos, que contiene opcionalmente conservantes
farmacéuticamente aceptables.

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 vehiculos acuosos incluyen agua, disoluciones
alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucion salina y medios tamponados. Los vehiculos
parenterales incluyen disolucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer con
lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reabastecedores de liquidos y nutrientes, reabastecedores
de electrolitos, tales como los que se basan en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar presentes
conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, gases
inertes y similares. Véase, en general, Remington’s Pharmaceutical Science, 162 edicion, Mack Eds., 1980.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden formularse para administracion
controlada o sostenida de una manera que proporcione la concentracion local del producto (por ejemplo, bolo, efecto
de depdsito) y/o mayor estabilidad o vida media en un entorno local particular. Las composiciones pueden comprender
la formulacién de interruptores, polipéptidos, acidos nucleicos o vectores de CAR-EC dados a conocer en el presente
documento con preparaciones particuladas de compuestos poliméricos tales como poli(acido lactico), poli(acido
glicolico), etc., asi como agentes tales como una matriz biodegradable, microesferas inyectables, particulas
microcapsulares, microcapsulas, perlas de particulas bioerosionables, liposomas y dispositivos de administracion
implantables que proporcionan la liberacion controlada o sostenida del agente activo que entonces puede
administrarse como una inyeccion de depdsito. Se conocen técnicas para formular tales medios de administracion
sostenida o controlada y se han desarrollado y usado una variedad de polimeros para la liberacion y la administracion
controlada de farmacos. Tales polimeros son normalmente biodegradables y biocompatibles. Los hidrogeles de
polimeros, incluidos los formados por la complejacion de segmentos de polipéptidos o polimeros enantioméricos, y los
hidrogeles con propiedades sensibles a la temperatura o al pH, pueden ser deseables para proporcionar un efecto de
depdsito de farmacos debido a las condiciones suaves y acuosas implicadas en el atrapamiento de agentes de
proteinas bioactivas (por ejemplo, anticuerpos que comprenden una CDRS3 ultralarga). Véase, por ejemplo, la
descripcién de microparticulas poliméricas porosas de liberacién controlada para la administracion de composiciones
farmacéuticas en el documento WO 93/15722. Los materiales adecuados para este propdsito incluyen polilactidas
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(véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 3.773.919), polimeros de poli(acidos a-hidroxicarboxilicos), tales
como acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico (documento EP 133.988A), copolimeros de acido L-glutamico y gamma-etil-L-
glutamato (Sidman et al., Biopolymers, 22: 547-556 (1983)), poli(2-hidroxietilmetacrilato) (Langer et al., J. Biomed.
Mater. Res., 15: 167-277 (1981) y Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982)), etileno-acetato de vinilo o acido poli-D(-)-
3-hidroxibutirico. Otros polimeros biodegradables incluyen poli(lactonas), poli(acetales), poli(ortoésteres) y
poli(ortocarbonatos). Las composiciones de liberacion sostenida también pueden incluir liposomas, que pueden
prepararse por cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Eppstein ef al., Proc. Natl
Acad Sci. USA, 82: 3688-92 (1985)). El propio portador, o sus productos de degradacién, no deben ser toxicos en el
tejido diana y no deben agravar ain mas la enfermedad. Esto puede determinarse mediante el examen rutinario en
modelos animales del trastorno objetivo o, si tales modelos no estan disponibles, en animales normales. La
microencapsulacion de proteinas recombinantes para la liberaciéon sostenida se ha realizado con éxito con hormona
del crecimiento humana (rhGH), interferén (rhIFN-), interleucina-2 y MN rgp120. Johnson et al., Nat. Med., 2: 795-799
(1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Hora et al., Bio/Technology. 8: 755-758 (1990); Cleland, “Design
and Production of Single Immunization Vaccines Using Polylactide Polyglycolide Microsphere Systems”, en Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach, Powell and Newman, eds, (Plenum Press: Nueva York, 1995), pags.
439-462; los documentos WO 97/03692, WO 96/40072, WO 96/07399; y la patente estadounidense n.° 5.654.010. Las
formulaciones de liberacion sostenida de estas proteinas se desarrollaron usando un polimero de poli-acido-lactico-
coglicdlico (PLGA) debido a su biocompatibilidad y su amplio rango de propiedades biodegradables. Los productos de
degradacion de PLGA, acidos lactico y glicélico pueden aclararse rapidamente dentro del cuerpo humano. Ademas,
la degradabilidad de este polimero puede depender de su peso molecular y composicion. Lewis, “Controlled release
of bioactive agents from lactide/glycolide polymer”, en: M. Chasin y R. Langer (Eds.), Biodegradable Polymers as Drug
Delivery Systems (Marcel Dekker: Nueva York, 1990), pags. 1-41. Los ejemplos adicionales de composiciones de
liberacion sostenida incluyen, por ejemplo, el documento EP 58.481A, la patente estadounidense n.° 3.887.699 el
documento P 158.277A, la patente canadiense n.° 1176565, U. Sidman et al., Biopolymers 22, 547 [1983], R. Langer
et al., Chem. Technology 12, 98 [1982], Sinha et al., J. Control. Publication 90, 261 [2003], Zhu et al., Nat. Biotecnol.
18, 24 [2000] y Dai et al., Colloids Surf B Biointerfaces 41, 117 [2005].

También se contemplan polimeros bioadhesivos para uso en o con composiciones de la presente divulgacion. Los
bioadhesivos son materiales sintéticos y que se producen de manera natural que pueden adherirse a sustratos
biolégicos durante periodos de tiempo prolongados. Por ejemplo, Carbopol y policarbofilo son ambos derivados
sintéticos reticulados de poli(acido acrilico). Los sistemas de administracion de bioadhesivos basados en sustancias
que se producen de manera natural incluyen, por ejemplo, acido hialurénico, también conocido como hialuronano. El
acido hialurénico es un mucopolisacarido que se produce de manera natural que consiste en residuos de D-glucurénico
y N-acetil-D-glucosamina. El acido hialurénico se encuentra en la matriz de tejido extracelular de los vertebrados,
incluyendo en tejidos conjuntivos, asi como en el liquido sinovial y en el humor vitreo y acuoso del ojo. Se han usado
derivados esterificados de acido hialurénico para producir microesferas para uso en administraciéon que son
biocompatibles y biodegradables (véanse, por ejemplo, Cortivo et al., Biomaterials (1991) 12: 727-730; documentos
EP 517.565; WO 96/29998; lllum et al., J. Controlled Rel. (1994) 29: 133-141).

Pueden usarse matrices poliméricas tanto biodegradables como no biodegradables para administrar las
composiciones de la presente divulgacion, y tales matrices poliméricas pueden comprender polimeros naturales o
sintéticos. Se prefieren las matrices biodegradables. El periodo de tiempo durante el cual se produce la liberacion se
basa en la seleccién del polimero. Normalmente, la liberaciéon durante un periodo que oscila entre unas pocas horas
y de tres a doce meses es lo mas deseable. Los polimeros sintéticos a modo de ejemplo que pueden usarse para
formar el sistema de administracion biodegradable incluyen: polimeros de acido lactico y acido glicélico, poliamidas,
policarbonatos, polialquilenos, polialquilenglicoles, poli(6xidos de alquileno), poli(tereftalatos de alquileno),
poli(alcoholes vinilicos), polivinil éteres, poli(ésteres vinilicos), poli(haluros de vinilo), polivinilpirrolidona, poliglicolidas,
polisiloxanos, polianhidridos, poliuretanos y copolimeros de los mismos, poli(acido butico), poli(acido valérico),
alquilcelulosa, hidroxialquilcelulosas, éteres de celulosa, ésteres de celulosa, nitrocelulosas, polimeros ésteres
acrilicos y metacrilicos, metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxibutilmetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato de celulosa, acetato-butirato de celulosa, ftalato-acetato de
celulosa, carboxietilcelulosa, triacetato de celulosa, sal de sodio de sulfato de celulosa, poli(metacrilato de metilo),
poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo),
poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato
de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), poli (acrilato de octadecilo), polietileno, polipropileno, poli(etilenglicol),
poli(6xido de etileno), poli(tereftalato de etileno), poli(alcoholes vinilicos), poli(acetato de vinilo), poli(cloruro de vinilo),
poliestireno y polivinilpirrolidona. Los polimeros naturales a modo de ejemplo incluyen alginato y otros polisacaridos
incluyendo dextrano y celulosa, colageno, derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones de grupos
quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones y otras modificaciones hechas rutinariamente
por los expertos en la técnica), albumina y otras proteinas hidrdfilas, zeina y otras prolaminas y proteinas hidréfobas,
copolimeros y mezclas de los mismos. En general, estos materiales se degradan o bien por hidrdlisis enzimatica o
bien por exposicion al agua in vivo, por erosion superficial o masiva. El polimero esta opcionalmente en forma de un
hidrogel (véanse, por ejemplo, los documentos WO 04/009664, WO 05/087201, Sawhney, et al., Macromolecules,
1993, 26, 581-587) que puede absorber hasta aproximadamente el 90% de su peso en agua y ademas opcionalmente
esta reticulado con iones multivalentes u otros polimeros.
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Los sistemas de administracion también incluyen sistemas no poliméricos que son lipidos incluyendo esteroles, tales
como colesterol, ésteres de colesterol y acidos grasos o grasas neutras tales como mono-di y triglicéridos; sistemas
de liberacion de hidrogel; sistemas silasticos; sistemas basados en péptidos; recubrimientos de cera; comprimidos
fabricados por compresion utilizando aglutinantes y excipientes convencionales; implantes parcialmente fundidos; y
similares. Los ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a: (a) sistemas de erosién en los que el producto esta
contenido en una forma dentro de una matriz tales como las que se describen en las patentes estadounidenses n.°s
4.452.775, 4.675.189 y 5.736.152 y (b) sistemas de difusién en los cuales un producto permea a una velocidad
controlada desde un polimero tal como se describe en las patentes estadounidenses n.*s 3.854.480, 5.133.974 y
5.407.686. Los liposomas que contienen el producto pueden prepararse por métodos conocidos, tales como por
ejemplo (documentos DE 3.218.121; Epstein et al., Proc. Natl Acad Sci. USA, 82: 3688-3692 (1985); Hwang ef al.,
Proc. Natl Acad Sci. USA, 77: 4030-4034 (1980); documentos EP 52.322; EP 36.676; EP 88.046; EP 143.949; EP
142.641; JP 83-118008; patentes estadounidense n.°s 4.485.045 y 4.544.545; y documento EP 102.324).

Alternativa o adicionalmente, las composiciones pueden administrarse localmente por medio de implantacién en el
area afectada de una membrana, esponja u otro material apropiado sobre el cual se ha absorbido o encapsulado un
interruptor de CAR-EC dado a conocer en el presente documento. Cuando se usa un dispositivo de implantacion, el
dispositivo puede implantarse en cualquier tejido u érgano adecuado, y la administracion de un interruptor, acido
nucleico o vector de CAR-EC dado a conocer en el presente documento puede realizarse directamente a través del
dispositivo por medio de un bolo, o por medio de administracién continua, o por medio de catéter mediante infusion
continua.

Una composicion farmacéutica que comprende un interruptor de CAR-EC dado a conocer en el presente documento
puede formularse para inhalacién, tal como, por ejemplo, como un polvo seco. Las disoluciones de inhalacion también
pueden formularse en un propelente licuado para la administracién de aerosol. En aun otra formulacion, las
disoluciones pueden nebulizarse. Las composiciones farmacéuticas adicionales para administracién pulmonar
incluyen las descritas, por ejemplo, en el documento WO 94/20069, que da a conocer la administracion pulmonar de
proteinas modificadas quimicamente. Para la administracién pulmonar, el tamafio de particula debe ser adecuado
para la administracion al pulmon distal. Por ejemplo, el tamafio de particula puede ser de desde 1 um hasta 5 um; sin
embargo, pueden usarse particulas mas grandes, por ejemplo, si cada particula es bastante porosa.

Determinadas formulaciones que contienen los interruptores de CAR-EC dados a conocer en el presente documento
pueden administrarse por via oral. Las formulaciones administradas de esta manera pueden formularse con o sin los
portadores utilizados habitualmente en la composicion de formas de dosificacion soélidas tales como comprimidos y
capsulas. Por ejemplo, una capsula puede disefarse para liberar la porcion activa de la formulacién en el punto del
tubo gastrointestinal cuando la biodisponibilidad se maximiza y la degradacion presistémica se minimiza. Pueden
incluirse agentes adicionales para facilitar la absorcion de un agente de unién selectiva. También pueden emplearse
diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusion, aceites vegetales, lubricantes, agentes de suspension,
agentes de disgregacion de comprimidos y aglutinantes.

Otra preparacion puede implicar una cantidad eficaz de un interruptor CAR-EC dado a conocer en el presente
documento en una mezcla con excipientes no toxicos que son adecuados para la fabricaciéon de comprimidos. Al
disolver los comprimidos en agua estéril u otro vehiculo apropiado, las disoluciones pueden prepararse en forma de
dosis unitaria. Los excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, tales como carbonato de
calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa o fosfato de calcio; o agentes de unién, tales como almidén, gelatina
0 goma arabiga; o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico o talco.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas y/o preferidas pueden determinarse en vista de la presente divulgacion
y el conocimiento general de la tecnologia de formulacién, dependiendo de la via de administracion, el formato de
administracion y la dosis previstos. Independientemente de la forma de administracion, una dosis eficaz puede
calcularse segun el peso corporal del paciente, el area de superficie corporal o el tamafo del 6rgano. El refinamiento
adicional de los calculos para determinar la dosificacién apropiada para el tratamiento que implica cada una de las
formulaciones descritas en el presente documento se realiza de manera rutinaria en la técnica y se encuentra dentro
del ambito de las tareas que se realizan de manera rutinaria en la técnica. Las dosificaciones apropiadas pueden
determinarse mediante el uso de datos de dosis-respuesta apropiados.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustrativos son representativos de realizaciones de las aplicaciones, sistemas y métodos
descritos en el presente documento y no se pretende que sean limitativos de ningin modo.

Ejemplo 1 - Citotoxicidad de una plataforma de interruptor de CAR-T de anticuerpo anti-CD19-FITC unido de manera
especifica de sitio

Se subclonaron los scFv anti-FITC 4-4-20 (4-4-20), 4D5FIu (4D5FIlu), 4M5,3 (4M5.3) y FITC-E2 (FITC-E2) (tabla 1) en

un vector lentiviral que contenia un CAR de segunda generacion (desde el extremo C-terminal: CD3¢, 4-1BB, dominio
transmembrana CD8, FITC scFv). Se transdujeron células T con el vector lentiviral resultante.
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Tabla 1. FITC Anticuerpos de FITC

scFv Armazoén | Kd Notas

4-4-20 Murino 0,23 nM Generado a partir de hibridoma de raton, y madurado mediante trasplante
de regiones de entramado e intercambio de ADN propenso a errores
4D5Flu Quimérico | 22 nM CDR de 4-4-20 trasplantadas a la regién de entramado humana de 4D5

4M5.3 Murino 0,3 pM 4-4-20 mutagenizado mediante intercambio de ADN propenso a errores:
afinidad extremadamente alta
FITC-E2 | Humano 0,3 nM Seleccionado mediante presentacion en fago a partir de una biblioteca de

scFv humanos sin tratamiento previo

Se logro la produccion del interruptor de CAR-T usando modificacion especifica de sitio de un Fab anti-CD19 con el
aminoacido no natural p-acetilfenilalanina (pAcF). pAcF se incorporé en dos sitios independientes (cadena pesada,
HC K136; o cadena ligera, LC S202, figura 2A) distales a la interfaz de unién del Fab anti-CD 19. La cetona de pAcF
se uso entonces como asa quimica para modificar el Fab de manera especifica de sitio con un ligador de azida-PEG-
aminooxilo (N3-TEG-ONH-) heterobifuncional por medio de ligacién de oxima (figura 2B). La ligacion de oxima es
altamente estable en condiciones fisiolégicas. Un FITC modificado con un ligador de PEG-ciclooctino se unieron
mediante quimica “click” a la proteina a través de una reaccion de cicloadicion [3+2].

Para evaluar la actividad y la especificidad de la plataforma de CAR-T conmutable, se sometié a ensayo la citotoxicidad
de células efectoras humanas transducidas con lentivirus que albergan uno de los cuatro receptores de antigenos
quiméricos basados en FITC (las eficiencias de transduccién fueron del 40-60%). La actividad citolitica de los CAR-T
dependia del interruptor de FITC anti-CD 19 contra células de mieloma multiple positivas para CD19 (IM-9, CEsp = 3-
12 pM) y células de leucemia linfoblastica aguda (LLA) positivas para CD19 (RS4; 11), mientras que tienen una
actividad muy baja contra células negativas para CD19 (K526, CEsp n.d.) (figuras 3A-B), (tabla 2). Inesperadamente,
la citdlisis era independiente de la afinidad de scFv FITC en estos ensayos. Estos resultados fueron reproducibles
contra linfoma de Burkitt positivo para CD19 (Daudi) y células IM-9 positivas para CD-19. Notablemente, los resultados
indican que el interruptor producido por medio de conjugacion aleatoria de FITC anti-CD19 (razén de FITC con
respecto a anticuerpo promedio = 2:1) fue menos eficaz que los interruptores creados mediante conjugacion especifica
de sitio con cualquiera de LC S202pAcF, HC K136pAcF, o ambos (figura 3C). Ademas, los interruptores conjugados
de manera no especifica condujeron a una mayor citélisis de fondo de células K562 negativas para CD19 (que los
interruptores conjugados de manera especifica de sitio) a concentraciones de 1 nM o mas. Los interruptores
conjugados de manera no especifica también demostraron variabilidad de lotes en los ensayos de citotoxicidad. Por
tanto, los interruptores especificos de sitio han demostrado una mayor eficacia y una menos efectos fuera de diana en
los resultados preliminares, alentando su investigacion adicional.

Ensayo de citotoxicidad

Se incubaron conjuntamente células efectoras humanas transducidas (~ 50% de eficiencia de transduccion) con
células diana a una razén de 10:1 (células T totales con respecto a células diana) durante 24 horas en presencia de
concentraciones variables de “interruptores” de FITC. La lisis redirigida de las células diana se determiné mediante el
kit de ensayo de citotoxicidad no radioactivo CytoTox96 (Promega, Madison, WI) segun el protocolo del fabricante. El
porcentaje de citotoxicidad se calculd mediante: % de citotoxicidad = (absorbancia experimental promedio -
absorbancia espontanea promedio) / (absorbancia de destruccidon maxima promedio - absorbancia espontanea
promedio) x 100.

Tabla 2.

RS4:11 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2
1 4,736842 6,952663 7,608696 15,92837
10 15,89474 20,46351 33,69565 36,19227
100 37,68421 39,00394 53,36439 51,46088
1000 45,05263 51,13412 62,57764 54,38266
10000 43,78947 53,59961 65,68323 55,04241

IM-9 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2
1 0 0 16,92913 6,829268
10 43,08943 68,19923 60,62992 65,36585
100 77,64227 73,18008 88,97638 68,78049
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1000 69,51219 77,0115 87,00787 86,82927
10000 63,00813 75,09579 79,52756 81,95122
K562 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2
1 5,214724 0 0,3948667 0
10 0 0 1,48075 0
100 0,9202454 0 4,047384 0
1000 1,5633742 0 0 17,75599
10000 13,59918 30,28105 13,6229 15,35948

Ejemplo 2 - Citotoxicidad de un interruptor de CAR-T de anticuerpo anti-Her2-FITC ligado de manera especifica de
sitio

Se sometid a ensayo la actividad de CAR-T contra células de cancer de mama positivas para Her2 SKBR3 usando un
interruptor anti-Her2 basado en el anticuerpo trastuzumab (Herceptin). El interruptor de Fab se conjug6 aleatoriamente
o se conjugo en LC S202pAcF con FITC de manera similar al interruptor de CAR-T de anticuerpo anti-CD 19-FITC
que se conjugo aleatoriamente. Los resultados demuestran que este interruptor de CAR-T de anticuerpo anti-Her2-
FITC con FITC conjugado en LC S202pAcF era eficaz en el control de la actividad contra células positivas para Her2
(CEsp = 8-20 nM) (figura 3D, tabla 3). Los interruptores no conjugados especificamente también demostraron
variabilidad de lotes en ensayos de citotoxicidad.

Tabla 3. Actividad de interruptor de FITC mediante el método de conjugacion

SKBR3 % de citotoxicidad
Concentracion aHer2 met azida aHer2 wt NHS aHer2 wt NHS aHer2 wt iso aHer2 wt iso (1)
(pM) (0,5) (1 (0,5)
0,01 1,973684 0,5695688 1,72117 0,5967605 3,948577
0,1 9,12966 14,533 7,825433 0,0372995 0
1 41,97158 60,69239 24,68021 27,04215 0
10 77,65542 73,0256 60,19564 72,69675 35,50652
100 87,67318 84,06059 78,85629 75,53152 54,46339
1000 95,7016 85,28669 92,85177 89,10854 72,81846
10000 91,08348 87,23404 91,94884 83,28982 74,42327
MDA MB231 % de citotoxicidad
Concentracion aHer2 met azida aHer2 wt NHS aHer2 wt NHS aHer2 wt iso aHer2 wt iso (1)
(pM) (0,5) (1) (0,5)
0,01 0 3,824247 1,72117 0,5967605 3,948577
0,1 0 0 0 0 0
1 0,4157044 0 0 0 0
10 9,745958 0 0,877193 3,500691 0
100 47,99076 34,01163 36,88828 39,88945 20,78413
1000 48,72979 46,89922 46,49123 45,87748 37,12801
10000 45,86605 43,70155 43,53647 41,08706 36,65564
MDA MB468 % de citotoxicidad
Concentracion aHer2 met azida aHer2 wt NHS aHer2 wt NHS aHer2 wt iso aHer2 wt iso (1)
(pM) (0,5) (1 (0,5)
0,01 0 0 0 0 0
0,1 0 0 0,6703911 0 0
1 -5,84989 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
100 0 0 0 2,99667 30,60296
1000 0 0 14,07821 36,73696 39,70421
10000 2,538631 8,604651 21,45251 36,29301 40,84187

Ejemplo 3 - Eficacias de interruptores de CAR-T anti-HER2-FITC con afinidades variables por CAR respectivos.
Las lineas celulares que expresan Her2 se han caracterizado bien para la densidad de antigeno, reflejando la

caracterizacion de inmunohistoquimica clinica que clasifica las neoplasias malignas como 0 (<20.000 antigenos por
célula), 1+ (100.000/célula), 2+ (500.000/célula) y 3+ (> 2.000.000/célula). La disponibilidad de lineas celulares
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caracterizadas cuantitativamente para Her2 lo convierte en un sistema ideal para estudiar el efecto de la afinidad de
CAR-T scFv sobre la densidad de antigeno. Basandose en datos preliminares que demostraron la eficacia de un
interruptor de Her2 contra células SKBR3 (Her2, 3+), se sometieron a prueba las actividades de diversos interruptores
Her2 contra las lineas de cancer de mama MDA MB453 (Her2, 2+), MDA MB231 (Her2, 1+) y MDA MB468 (Her2,
negativo, 0). Debido a que no existen terapias eficaces para el cancer de mama Her2 1+ o 2+ no resecable (solo se
receta trastuzumab a pacientes 3+), la aplicacion clinica de este CAR-T puede presentar una opcion de tratamiento
significativa para miles de mujeres con cancer de mama no resecable. Ademas, los ensayos clinicos con células CAR-
T Her2 han demostrado que estas terapias son potencialmente téxicas en altas dosis. El uso de un interruptor para
activar o desactivar una respuesta de CAR-T puede ser particularmente ventajoso en este contexto.

Tabla 4. Actividad de interruptor de FITC mediante densidad de antigeno diana

SKBR3 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2
1 4,736842 6,952663 7,608696 15,92837
10 15,89474 20,46351 33,69565 36,19227
100 37,68421 39,00394 53,36439 51,46088
1000 45,05263 51,13412 62,57764 54,38266
10000 43,78947 53,59961 65,68323 55,04241
MDA MB231 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2
1 0 0 0 0
10 3,395062 8,403806 25,14029 12,71137
100 32,65432 34,93658 55,66779 49,79592
1000 36,97531 47,51586 57,68799 50,37901
10000 30,4321 51,32135 59,48373 57,95918
MDA MB468 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2
1 0 0 0 0
10 0 0 0 0
100 0 0 0 0
1000 0 0 0 0
10000 0 0 0 0

Ejemplo 4. Caracteristicas biofisicas de un interruptor éptimo

Una comprension exhaustiva de las relaciones de actividad estructural en la sinapsis pseudoinmunolégica es
fundamental para hacer avanzar los CAR-EC conmutables a la candidatura clinica. Debido a que se usa una
metodologia de conjugacion especifica de sitio para crear los interruptores CAR-EC dados a conocer en el presente
documento, pueden evaluarse las caracteristicas biofisicas del interruptor que de lo contrario no podrian explorarse
usando métodos tradicionales de conjugacion no especificos (por ejemplo, geometria, longitud, valencia y formato de
anticuerpos del interruptor y sus efectos sobre la activacion de CAR-EC).

Mientras que el método de conjugacion de dos etapas actual (ligacion de oxima seguida por la quimica “click”, figura
2) era conveniente para la optimizacion del ligador, la conjugacion de una sola etapa “click” es deseable para la
produccioén escalable. Con este fin, se incorpora el aminoacido no natural p-azidofenilalanina (pAzF) para servir como
sustrato proteinogénico “click” para la uniéon de una sola etapa del FITC-ligador (figura 5A). Para explorar el tamafio
del interruptor usando esta estrategia de conjugacion, la longitud del ligador PEG se varia desde 4 subunidades de
PEG (16 A) hasta 32 subunidades de PEG (112 A) y se evalta la capacidad del interruptor para mediar en la
citotoxicidad. Los ligadores que son demasiado cortos interfieren con la unién, mientras que los ligadores
excesivamente largos disminuyen la eficacia al aumentar la distancia entre el CAR-T y la célula diana.

Para estudiar adicionalmente el efecto de la conjugacion especifica de sitio sobre los CAR-EC conmutables, se
incorpora pAzF en LC T109 o HC A123, que estan a 30 A o mas de los sitios originales y “convierten” la geometria del
interruptor en perpendicular a la sinapsis inmunoldgica. Ademas, estos sitios estan mas cerca de la interfaz de union
al antigeno del Fab y deben acercar el CAR-T a su diana. Se exploran mutaciones adicionales en todo el Fab.

Se sometieron a prueba los efectos de la valencia incorporando el residuo de pAzF en multiples sitios en la proteina
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simultaneamente para crear un sustrato multivalente. Los resultados preliminares indicaron que la conjugacion de 2
moléculas de FITC tanto con LC S202 como con HC K136 fue tan eficaz como la conjugacion con un sitio (figura 3C).

Ejemplo 5. Evaluacion del sistema de CAR-T en modelos de ratones con xenoinjerto y singénicos y con tumores
heterogéneos.

Después de la optimizacion de los interruptores y la reactividad fuera de diana in vitro, se analiza la eficacia de la
plataforma de CAR-T en tres modelos de ratén: xenoinjerto, singénico y heterogéneo (véase el diagrama de flujo
representado en la figura 4B). Las configuraciones 6ptimas de FITC-CAR-T se realizan en estudios in vivo. Debido a
que es probable que la semivida en suero del interruptor tenga un gran impacto sobre la capacidad para regular la
actividad in vivo, se evaluaron en primer lugar la PK de Fab e interruptores de IgG. Sera importante equilibrar la
semivida en suero con la capacidad para activar de manera segura una respuesta de células T persistente. Los Fab
pueden ser un formato de anticuerpo ideal (t12 = 3-4 h) para la eficacia y el control de CAR-EC. No se espera que la
modificacion del anticuerpo con FITC altere significativamente la PK. La integridad de los conjugados de FITC en los
estudios de PK se confirma mediante ELISA de tipo sandwich y espectroscopia de masas de alta resolucion. Ademas
de la administracion intravenosa, también se evalla la biodisponibilidad subcutanea.

Xenoinjerto

Para evaluar la eficacia, se usan modelos de xenoinjerto de ratén para comparar estas plataformas conmutables con
las desarrolladas anteriormente por las plataformas de interruptor de CAR-T. Con este fin, se usan RS4; 11, NALM-6,
Raji u otras lineas celulares positivas para CD19 para establecer modelos tumorales en ratones con inmunodeficiencia
combinada grave diabéticos no obesos (NOD-SCID-,-, NSG). Los FITC-CAR-EC se administran por via intravenosa.
El hallazgo del intervalo de dosis se realiza para el interruptor de FITC anti-CD 19, y se compara con un control de
Fab frente a CD19 de tipo natural. La eficacia se considera basandose en la carga tumoral y la supervivencia global.
Los ratones se monitorizan durante 90 dias con extracciones de sangre semanales para monitorizar la proliferacion
de CAR-EC en sangre periférica. La caracterizacion inmunofenotipica detallada de los CAR-EC se centra en los
fenotipos de efector, memoria, senescentes (diferenciados de manera terminal) o anergizados definidos segun los
parametros fenotipicos convencionales mediante citometria de flujo multicanal. Esto es particularmente relevante para
determinar si el desarrollo in vivo de CAR-EC conmutables esta sesgado hacia un compartimento particular de célula
T, lo que podria afectar a la persistencia clinica de las células en comparacién con CAR-T-19.

La eficacia de los interruptores basados en Fab e IgG se suministra a dosificaciones apropiadas segun los datos de
PK observados y se compara. IgG puede ser la mas eficaz en este modelo por su largo tiempo de residencia in vivo.
La exploracion adicional de esta idea se lleva a cabo en el modelo singénico.

Se obtienen muestras primarias de LLA o CLL derivadas de pacientes y para generar modelos de xenoinjerto en
ratones NSG. Las muestras primarias se caracterizan por la expresion de CD19 mediante citometria de flujo. La
leucemia se establece en ratones durante 2 a 3 semanas antes de la administracion del tratamiento. La eficacia frente
a CAR-T-19 se considera monitorizando los recuentos de blastos de ALL CD19* en sangre periférica. En el caso de
que la leucemia no se controle ni elimine, los blastos proliferados se someten a inmunofenotipado (buscando
especificamente la pérdida de la expresion del antigeno CD19, véase a continuacion para un estudio adicional). La
persistencia de las CAR-EC también se monitoriza (aunque no se espera que esta ultima difiera sustancialmente de
xenoinjertos basados en RS4; 11).

Singénico

Estan sometiéndose a prueba CAR-EC conmutables para determinar la capacidad de revertir la aplasia de células B
en un modelo de ratén de linfoma B de células inmunocompetentes. Para crear un CAR-T sustituto murino, se clona
el receptor quimérico basado en FITC modificado por ingenieria genética en un vector retroviral basado en leucemia
murina de Moloney para la transduccién en esplenocitos murinos. Se usan los dominios de sefializacion de origen
murino CD28 y CD3z. El anticuerpo anti-CD19 humano no reacciona de manera cruzada con CD19 de ratén; por tanto,
se obtiene el hibridoma de rata anti-CD19 de ratén 1D3 (de la ATCC) y se secuencian las regiones variables. Esta
secuencia se clona en un vector de expresion para la incorporaciéon de aminoacidos no naturales para crear el
interruptor y se clona en un receptor de antigeno quimérico para crear un sustituto de raton CAR-T-19.

Después de la optimizacion de la transduccion y la evaluacion de la eficacia in vitro, se usa la linea celular MyC5-
CD19 para establecer el linfoma de células B en ratones C57BL/6 de tipo natural. Las CAR-EC y los interruptores se
administran con programas de dosificacion basados en estudios de xenoinjerto y ensayos in vitro con un sistema
sustituto. De particular interés en este modelo es comparar los interruptores basados en Fab e IgG con respecto a la
tasa de desaparicion de MyC5-CD19 y la supresion de células B. Al igual que con los estudios de xenoinjerto, se
monitoriza la proliferacion de CAR-T y se realiza la caracterizacion inmunofenotipica ex vivo. Después de la
erradicacion de las células de linfoma, se detiene la administracion del interruptor y se monitoriza la reproliferaciéon de
las células B en la sangre periférica. Se espera que tanto el sustituto CAR-T-19 como el interruptor sustituto CAR-T
permitan la remision a largo plazo, pero solo la plataforma conmutable permite la repoblacion de células B. La
infiltracion de CAR-T en los 6rganos principales se monitoriza por medio de histologia en cohortes predefinidas y el
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analisis celular se lleva a cabo 180 dias después de la terapia. Se sigue la persistencia a largo plazo de CAR-EC en
ausencia de estimulacion.

Interruptores de CAR-EC para seleccionar como diana tumores heterogéneos

Un segundo interruptor basado en el anticuerpo anti-CD20 rituximab para seleccionar como diana de manera
secuencial o simultanea diferentes antigenos en el mismo paciente usando un unico CAR-T transferido de manera
adoptiva para combatir la recidiva de ALL atribuida a una variante de escape de CD19 durante la terapia con CAR-T-
19.

Se crea un interruptor anti-CD20 de manera analoga al interruptor anti-CD 19 usando las caracteristicas optimas
determinadas en el ejemplo 3. Se construye un CAR-T-20 basado en rituximab para comparacion. Se somete a prueba
la eficacia in vitro contra lineas de células IM-9 y Daudi positivas para CD20. Para crear un linfoblasto heterogéneo de
células B, la linea celular K562 derivada de leucemia mieldgena crénica (que es negativa para CD20 y CD19) se
transduce de manera estable con el antigeno CD19 usando un vector lentiviral. Se obtienen clones de células
individuales por medio de clasificacion por flujo para obtener una poblacion con expresion de CD19 homogénea. Esta
linea celular se transduce luego con CD20 y se clasifica segun el alto (CD20%) o bajo (CD20°3°) nivel de expresion
de antigeno. La activacién y citotoxicidad del CAR-T conmutable en mezclas de CD19*CD20" y CD19*CD20%® o
CD19*CD20@° se evallan in vitro usando los interruptores de CD19 y CD20 (administracion simultanea o secuencial).
El método proporciona una oportunidad para estudiar el porcentaje mas bajo de células CD202* o CD20"3%° en una
poblacién que son necesarias para estimular el CAR-T con el interruptor de rituximab. Este sistema se somete a prueba
luego en un modelo de raton de xenoinjerto. Se usa una mezcla de CD19*CD20- y CD19*CD20* para establecer el
xenoinjerto. Alternativamente, se usan muestras de ALL derivadas de pacientes primarios para este experimento si se
encuentra que son heterogéneas para la expresion de CD19 o CD20 en el estudio de xenoinjerto inicial. Se administran
CAR-EC conmutables con el interruptor anti-CD20 para eliminar la poblacion CD19*CD20* y permitir el crecimiento de
células CD19*CD20. Para demostrar la viabilidad de redirigir el mismo CAR-T, posteriormente se dosifica el interruptor
anti-CD 19 y se monitoriza el crecimiento del xenoinjerto restante. Los tumores se evallan para determinar la expresion
de antigenos en cohortes de ratones sacrificados o en blastos primarios. También se evalua la seleccion como diana
simultanea. El tratamiento se compara con CAR-T-19, CAR-T-20, o ambos simultaneamente. Esta metodologia puede
ofrecer una ventaja significativa contra la propension a la recidiva en el entorno clinico mientras se evita la pérdida
persistente de células B.

Ejemplo 6. Interruptores de molécula pequefia.
PBMC vy lineas celulares

Se aislaron de manera reciente PBMC humanos de sangre completa de donantes sanos mediante centrifugacion con
medio de gradiente de densidad Ficoll-Paque PLUS (GE healthcare, Piscataway, NJ) segun el protocolo del fabricante.
Las células se activaron de inmediato con el activador-efector humano CD3/CD28 Dynabeads (Life Technologies,
Carlsbad, CA) en una proporcion de 3:1 (perla con respecto a célula) en medio AIM-V (Life Technologies) que contenia
suero humano AB al 5% (Valley Biomedical, Winchester, VA). La produccién de lentivirus se llevé a cabo usando lineas
celulares HEK293FT. EIl sobrenadante viral se usé directamente para transducir PBMC activadas mediante
espinoculacion en presencia de sulfato de protamina e IL2 humana recombinante (sistemas R&D, Minneapolis, MN).
Las lineas celulares C4-2, KB y A549 se mantuvieron en RPMI-1640, medio esencial minimos de Eagles y medio F-
12K complementado con el 10% de suero bovino fetal, respectivamente (todos de Life Technologies).

La figura 5 muestra la estructura de P-TriA-FITC. La figura 5B representa un esquema para la sintesis del ligador de
acido TriA-2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico que va a conjugarse con FITC. La figura 5C representa los
resultados de un ensayo de citotoxicidad de 24 horas de células anti-FITC-CAR T que seleccionan como diana células
de cancer de prostata C4-2 (PSMA+) con diluciones en serie de P-TriA-FITC. Cada concentracion se llevo a cabo por
triplicado. Los resultados se muestran como porcentaje de citotoxicidad promedio. Los valores numéricos para la
grafica representada en la figura 5C se muestran en la tabla 5.

Tabla 5.

Concentracion (pM) 4M5.3 Células T no transducidas
0,000000 | 4,662171 4,215603 5,510651 0,176394 0,346090 1,203501
0,000512 | 3,992319 3,358192 4,688965 1,417854 0,846247 1,051668
0,002560 | 3,661859 2,491850 2,206047 0,265708 0,846247 0,140669
0,012800 | 3,554682 1,303979 1,205734 1,632206 0,149600 0,855178
0,064000 | 2,840173 2,447193 4,572858 0,506855 -0,814990 0,881972
0,320000 | 2,223909 2,545438 2,965212 0,194257 0,551512 -0,189790
1,600000 | 4,340642 3,652927 3,956594 -0,341620 0,551512 1,212432
8,000000 | 9,172509 10,762290 7,5682727 1,408922 0,462198 0,551512

40,000000 | 52,561070 55,812080 53,561380 -1,109720 -0,582770 1,176707
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200,000000 | 77,220560 76,532850 73,915960 -0,529180 0,506855 -0,422010
1000,000000 | 82,624030 79,944630 78,908590 0,024561 0,096012 0,042424
5000,000000 | 82,043500 77,452780 78,006520 1,051668 -0,913230 0,113875

La figura 6A muestra la estructura de folato-FITC. La figura 6B-6C representa los resultados de un ensayo de
citotoxicidad in vitro de anti-FITC-CAR-T coincubados con célula dianas KB (FR+) (véase la figura 6B) o A549 (FR-)
(véase la figura 6C) en presencia de concentraciones variables de folato-FITC. Cada concentracion se llevé a cabo
por triplicado. Los resultados se muestran como porcentaje de citotoxidad promedio. Los valores numéricos para el
grafico representado en las figuras 6B y 6C se muestran en las tablas 6 y 7, respectivamente.

Tabla 6. Citotoxicidad del interruptor de FITC-folato en células FR+

KB % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4M5.3 células T no transducidas
0 5,777075 1,843410667
0,32 8,299503 2,267117
1,6 16,50075 3,005248333
8 37,10323 2,186593667
40 68,10538 2,880628667
200 74,5856 2,324634
1000 77,07735 2,380233333
5000 76,95082 2,042802

Tabla 7. Citotoxicidad del interruptor de FITC-folato en células FR

A549 % de citotoxicidad
Concentracion (pM) 4M5,3 células T no transducidas
0 0,483774 0,212992333
0,32 0,957294667 -0,985726667
1,6 0,526652 -1,021143333
8 0,765276333 -1,052836667
40 2,554960333 -1,51517
200 5,776392333 -0,959626667
1000 5,873333 -1,157236667
5000 3,145929 -1,613976667

Ejemplo 7. Construccion de interruptores de CAR-T y CAR
Los CAR se construyeron tal como sigue:

Se disefi6 LV-EFla-4-4-20-BBZ (SEQ ID NO: 1) para seleccionar como diana isotiocianato de fluoresceina (FITC). Se
generd el scFv 4-4-20 con una afinidad de 20 nM a partir de hibridoma de ratén, y se maduré mediante trasplante de
regiones de entramado o intercambio de ADN propenso a errores. Se construy6 con la cadena ligera precediendo a
la cadena pesada y un ligador (GGGGS)s, (SEQ ID NO. 57, en la que n=6) a partir de la referencia de Plickthun A.
Improving in vivo folding and stability of a single-chain Fv antibody fragment by loop grafting. Protein Eng. Agosto de
1997; 10(8):959-66.

Se disefi6 LV-EFla-4D5FIu-BBZ (SEQ ID NO: 2) para seleccionar como diana isotiocianato de fluoresceina (FITC). Se
genero el scFv 4D5FIu con una afinidad de 20 nM trasplantando las CDR de 4-4-20 a la region de entramado de
Her2/neu scFv 4D5 humanizado. Se construyd con la cadena ligera precediendo a la cadena pesada y un ligador
(GGGGS)s, (SEQ ID NO. 57, en la que n=6) de la referencia de Jung S, Pliickthun A. Improving in vivo folding and
stability of a single-chain Fv antibody fragment by loop grafting. Protein Eng. Agosto de 1997; 10(8):959-66.

Se disefi6 LV-EFla-4M5.3-BBZ (SEQ ID NO: 3) para seleccionar como diana isotiocianato de fluoresceina (FITC). Se
generd El scFv 4M5.3 con una afinidad de 0,3 pM a partir de su scFv 4-4-20 original mutagenizado mediante
intercambio de ADN propenso a errores. Se construyd con la cadena ligera precediendo a la cadena pesada y un
ligador de 25 aminoacidos (SSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDG), (SEQ ID NO. 58) de la referencia de Boder ET,
Midelfort KS, Wittrup KD. Directed evolution of antibody fragments with monovalent femtomolar antigen-binding affinity.
Proc Natl Acad Sci U S A. 26 de septiembre de 2000; 97(20):10701-5.

Se disefid LV-EFla-FITC-E2-BBZ (SEQ ID NO: 4) para seleccionar como diana isotiocianato de fluoresceina (FITC).

89



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2741308 T3

Se seleccioné el scFv FITCE2 con una afinidad de 0,3 nM a partir de una biblioteca de scFv humanos sin tratamiento
previo usando presentacion en fago. Se construyd con la cadena pesada precediendo a la cadena ligera y un ligador
(GGGGS)3, (SEQ ID NO. 57, en la que n=3) de la referencia Vaughan J, Williams AJ, Pritchard K, Osbourn JK, Pope
AR, Earnshaw JC, McCafferty J, Hodits RA, Wilton J, Johnson KS. Human antibodies with sub-nanomolar affinities
isolated from a large non-immunized phage display library. Nat Biotechnol. Marzo de 1996; 14(3):309-14.

Los dominios de interaccion con la diana (TID) del interruptor de CAR-T se construyeron tal como sigue:

pBAD-CD19wt (SEQ ID NO: 5) comprende un Fab que selecciona como diana el receptor anti-CD19 humano de ratén,
encontrado en la superficie de células B, y los tumores malignos relacionados. La secuencia se construyé insertando
dominio VH y VL anti-CD19 humano de ratén en el entramado de CHI y CL humano. La secuencia era de Milone MC,
Fish JD, Carpenito C, Carroll RG, Binder GK, Teachey D, Samanta M, Lakhal M, Gloss B, Danet-Desnoyers G,
Campana D, Riley JL, Grupp SA, June CH. Chimeric receptors containing CD 137 signal transduction domains mediate
enhanced survival of T cells and increased antileukemic efficacy in vivo. Mol Ther. Agosto de 2009; 17(8):1453-64. La
secuencia se derivaba del anticuerpo anti-CD 19 FMC63. La secuencia se clond en el vector pBAD.

pBAD-CD19 LS202X mt (SEQ ID NO: 6) comprende un Fab que selecciona como diana el receptor anti-CD 19 humano
de ratén, encontrado en la superficie de células B, y los tumores malignos relacionados. La secuencia se construyo
insertando dominio VH Y VL anti-CD19 humano de ratén en el entramado de CH1 y CL humano. Hay un sitio mutante
ambar en la serina 202 de la cadena ligera. El sitio mutante ambar permite la incorporacién de un aminoacido no
natural.

pBAD-CD19 HK136X mt (SEQ ID NO: 7) comprende un Fab que selecciona como diana el receptor anti-CD 19 humano
de ratén, encontrado en la superficie de células B, y los tumores malignos relacionados. La secuencia se construy6
insertando dominio VH Y VL anti-CD19 humano de ratén en el entramado de CH1 y CL humano. Hay sitios mutantes
ambar en la lisina 136 de la cadena pesada. El sitio mutante ambar permite la incorporacién de un aminoacido no
natural.

pBAD-CD19 LS202/HK136X mt (SEQ ID NO: 8) comprende un Fab que selecciona como diana el receptor anti-CD19
humano de ratén, encontrado en la superficie de células B, y los tumores malignos relacionados. La secuencia se
construyé insertando dominio VH y VL anti-CD19 humano de ratén en el entramado de CH1 y CL humano. Hay dos
sitios mutantes ambar en la serina 202 de la cadena ligera y la lisina 136 de la cadena pesada. Los sitios mutantes
ambar permiten la incorporaciéon de aminoacidos no naturales.

Ejemplo 8. Citotoxicidad del interruptor de CAR-T de anticuerpo frente a aCS1-FITC

Se sometié a ensayo la citotoxicidad de un interruptor de CAR-T de anticuerpo frente a aCS1-FITC en la linea celular
MM.1S. Se clonaron regiones variables a partir del clon anti-CS1 HuLuc63 (SEQ ID NO: 10 u 11) en regiones
constantes humanas en un formato de Fab y se expresaron a partir de un vector pBAD en células de E. coli. Se purificd
Fab mediante proteina G y se conjugé de manera no especifica con FITC usando moléculas de ligador-FITC activadas
con NHS-éster. Las conjugaciones produjeron razones de anticuerpo con respecto a FITC que oscilaban entre 0,5y
1,5. Para evaluar la citotoxicidad, se us6 el CAR-T anti-FITC derivado del scFv FITC-E2 a una razéon de 10:1 contra
células dianas con concentraciones variables del interruptor anti-CS1-FITC conjugado.

Tabla 8. Citotoxicidad del interruptor de anticuerpo frente a «CS1-FITC en la linea celular MM.1S (CS1*CD19)

% de citotoxicidad
Concentracion (pM) Interruptor de aCS1-FITC Interruptor de aCD19-FITC

10 97,29295 4,996922
1 81,90135 8,273115
0,1 54,43238 4,841375

0,01 5,488979 -0,8360615
0,001 1,685213 -3,69422
0,0001 1,669164 6,05658
0,00001 3,715493 9,459152

Ejemplo 9. Citotoxicidad del interruptor de CAR-T de anticuerpo frente a aBCMA-FITC

Se sometio a ensayo la citotoxicidad de interruptor de CAR-T de anticuerpo frente a aBCMA-FITC en la linea celular
RPMI 8226 (BCMA*). Se clonaron regiones variables del clon anti-BCMA BCMA98 (SEQ ID NO: 14 o 15) en regiones
constantes humanas en un formato de Fab y se expresaron a partir de un vector de pBAD en células de E. coli. Se
purificé Fab mediante proteina G y se conjugé de manera no especifica con FITC usando moléculas de ligador-FITC
activadas con NHS-éster. Las conjugaciones produjeron razones de anticuerpo con respecto a FITC que oscilaban
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entre 0,5 y 1,5. Para evaluar la citotoxicidad, se usé el CAR-T anti-FITC derivado del scFv FITC-E2 a una raz6n de
10:1 contra células dianas con concentraciones variables del interruptor anti-BCMA-FITC conjugado.

Tabla 9. Citotoxicidad del interruptor de anticuerpo frente a aBCMA-FITC anticuerpo en la linea celular RPMI 8226

(BCMA*)
% de citotoxicidad
Concentracion (pM) Interruptor de aBCMA-FITC

10 57,57705

1 48,45045

0,1 24,6988
0,01 0,7577045
0,001 -3,643465
0,0001 -2,776545
0,00001 -1,573434

Ejemplo 10. Citotoxicidad del interruptor de CAR-T de anticuerpo frente a aEGFRVIII-FITC

Se sometié a ensayo la citotoxicidad de interruptor de anticuerpo frente a EGFRVII-FITC en la linea celular
UB7MGAEGFR (EGFRVIIl+) y A549 (EGFRvIIIP3°), Se clonaron regiones variables del clon anti-EGFRvIII hu806 (SEQ
ID NO: 12 y 13) en regiones constantes humanas en un formato de Fab y se expresaron a partir de un vector de pBAD
en células de E. coli. Se purific6 Fab mediante proteina G y se conjugd de manera no especifica con FITC usando
moléculas de ligador-FITC activadas con NHS-éster. Las conjugaciones produjeron razones de anticuerpo con
respecto a FITC que oscilaban entre 0,5 y 1,5. Para evaluar la citotoxicidad, se us6 el CAR-T anti-FITC derivado del
scFv FITC-E2 a una razén de 10:1 contra células dianas con concentraciones variables del interruptor anti-EGFRuvIII-
FITC conjugado.

Tabla 10. Citotoxicidad del interruptor de anticuerpo frente a cEGFRVIII-FITC en la linea celular UB7MGAEGFR

(EGFRVIII*) y la linea celular A549 (EGFRvlIIbac)

% Citotoxicidad
Concentracion (pM) A549 (EGFRbajo) U87MGDEGFR (EGFRUvIIl+)
10 1,6 34,5
1 0,7 31,4
0,1 -0,5 241
0,01 -0,1 9,7
0,001 0 1
0,0001 1,2 3
0,00001 1,2 1,5

Ejemplo 11: Optimizacion del sitio de conjugacion de FITC en Fab anti-CD19

Aunque las células anti-FITC-CAR-T dadas a conocer en el presente documento se componen de dominios de
sefializacion similares a las células CAR-T convencionales, la activacion de las células CAR-T conmutables se basa
en la formacion del complejo ternario (por ejemplo, célula diana, interruptor de anticuerpo y célula CAR-T) en
comparacion con el complejo binario (por ejemplo, célula diana y célula CAR-T) observado con células CAR-T
convencionales. Por tanto, cada componente del complejo ternario se estudia para determinar los parametros éptimos
para la plataforma de CAR-EC universal. Con el fin de estudiar el efecto del sitio de conjugacion, se expresaron varios
mutantes de Fab anti-CD 19, en los que se incorporé pAzF en diferentes posiciones en la cadena ligera (LC) y cadena
pesada (HC) de Fab anti-CD 19 (figura 9A). La pAzF se incorporé en las posiciones serina 202 (LCS202), glicina 68
(LCG68) y treonina 109 (LCT109) de la cadena ligera del Fab anti-CD 19. La pAzF se incorporé en las posiciones
serina 74 (HCS74), alanina 121 (HC121), lisina 136 (HCK136) de la cadena pesada del Fab anti-CD 19. También se
construyeron mutantes dobles incorporando pAzF en la serina 202 de la cadena ligera y lisina 136 de la cadena pesada
(LCS202/HCK136) e incorporando pAzF en la serina 74 de la cadena pesada y glicina 68 de la cadena ligera
(HCS74/LCG68). En resumen, se coexpresaron pares de ARNt y aminoacil-ARNt sintetasa (aaRS) supresores ambar
ortogonales en E. coli con genes de Fab que contenian un codén TAG en diferentes posiciones, y se permitié que los
cultivos crecieran e incorporaran pAzF en los codones TAG introducidos. Tras la lisis periplasmica de E. coli, se
purificaron los Fab mediante purificacion por afinidad a proteina G. El peso molecular y la incorporacién especifica de
sitio de pAzF en los Fab se verificaron mediante SDS-PAGE gel y ESI-EM. Los Fab mutantes que contenia pAzF en
diferentes sitios se modificaron entonces de manera especifica de sitio con el ligador de ciclooctino-FITC en una
reaccion de una sola etapa (figura 9B). Los conjugados de anticuerpo finales se purificaron entonces mediante
cromatografia de exclusion molecular y se caracterizaron mediante SDS-PAGE (figura 11 y figura 21) y ESI-EM (figura
10A-N y figura 22A-H). Tal como se muestra en la figura 11, el carril 1 es el patréon de proteina, el carril 2 es LCG68,
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el carril 3 es LCT109, el carril 4 es HCS74, el carril 5 es HCA121, el carril 6 es LCS202, el carril 7 es HCK136, el carril
8 es LCS202/HCK136, el carril 9 es el blanco y el carril 10 es LCS202/HCK136 tratado con DTT. Tal como se muestra
en la figura 21, el carril 1 es el patron de proteina, el carril 2 es LCS202 (sin DTT), el carril 3 es HCS74 (sin DTT), el
carril 4 es HCS74/LCG68 (sin DTT), e carril 5 es WT:DAR ~1 (sin DTT), el carril 6 es el blanco, el carril 7 es LCS202
(con DTT), el carril 8 es HCS74 (con DTT), el carril 9 es HCS74/LCG68 (con DTT) y el carril 10 es WT:DAR ~1 (con
DTT). La figura 10A muestra la exploracion de ESI-EM para HCS74. La figura 10B muestra la exploracion de ESI-EM
para HCK136. La figura 10C muestra la exploracion de ESI-EM para LCS202/HCK136. La figura 10D muestra la
exploracion de ESI-EM para HCA121. La figura 10E muestra la exploracion de ESI-EM para LCG68. La figura 10F
muestra la exploracion de ESI-EM para LCS202. La figura 10G muestra la exploracion de ESI-EM para LCT109. La
figura 10H muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para HCS74. La figura 10l muestra la exploracién de
ESI-EM deconvolucionada para HCK136. La figura 10J muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para
LCS202/HCK136. La figura 10K muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para HCA121. La figura 10L
muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para LCG68. La figura 10M muestra la exploracion de ESI-EM
deconvolucionada para LCS202. La figura 10N muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para LCT109. La
figura 22A muestra la exploracion de ESI-EM para HCS74/LCG68. La figura 22B muestra la exploracion de ESI-EM
para anti-CD 19-FITC de tipo natural DAR~2. La figura 22C muestra la exploracién de ESI-EM para anti-CD 19-FITC
de tipo natural DAR~1. La figura 22D muestra la exploracion de ESI-EM para anti-CD 19-FITC de tipo natural
DAR~0,5. La figura 22E muestra la exploracién de ESI-EM deconvolucionada para HCS74/LCG68. La figura 22F
muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para anti-CD 19-FITC de tipo natural DAR~2. La figura 22G
muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para anti-CD19-FITC de tipo natural DAR~1. La figura 22H
muestra la exploracion de ESI-EM deconvolucionada para anti-CD 19-FITC de tipo natural DAR~0,5. Tras la
finalizacion de la conjugacion especifica de sitio con una molécula de FITC, se evalud la actividad citolitica in vitro de
células CAR-T de anti-FITC (FITC-E2) en presencia de diferentes concentraciones de moléculas de interruptor usando
la linea de leucemia de células B CD19+ NALM-6 como células dianas. En resumen, se cocultivaron células anti-FITC-
CAR-T (FITC-E2) y NALM6 (CD19+) a una razén de efector con respecto a diana de 5 a 1 con diluciones en serie de
diversas moléculas de interruptor conjugadas con Fab anti-CD19-FITC. Se midio la citotoxicidad mediante citometria
de flujo. Tal como se muestra en la figura 12 y las tablas 11 y 12, la mayoria de las moléculas de interruptor
demostraron una potente eficacia in vitro a intervalos picomolares. Notablemente, dos sitios de conjugacion ubicados
en la region variable del anticuerpo, LG68 y HS74, demostraron actividad superior en comparacion con otras
posiciones. Ademas, el interruptor de anti-CD 19-FITC de conjugado doble HS74/LG68X demostré la mejora mas
significativa en la eficacia, dando como resultado actividad subpicomolar (CEso = 0,07 pM) en las configuraciones de
ensayo. Por tanto, estos resultados demuestran la importancia de determinar el sitio de conjugacion ideal de cada Fab
en el desarrollo de una molécula de interruptor éptima.

Tabla 11. CE50 de citotoxicidad de interruptores de CAR-T de Fab anti-CD 19-FITC y células anti-FITC-CAR T
(FITC-E2) hacia células NALM6 (CD19+).

.. LS202X/ Aleatorio/ Aleatorio/ |Aleatorio/
Mutacion | LG68X |LT109X |HS74X HA121X LS202X HK136X HS74X |[DAR-0.5 | DAR-1 DAR-2

EC50 [pM] | 3,53 2,823 0,97 3,39 3,80 2,43 2,53 2,60 2,19 1,46

Tabla 12. Citotoxicidad de diversas concentraciones de interruptores de CAR-T de Fab anti-CD 19-FITC y células anti-
FITC-CAR T (FITC-E2) hacia células NALM6 (CD19+).

% citotoxicidad

aCD19- aCD19- |aCD19- [aCD19-
FITC FITC FITC FITC
(pM) FITC FITC FITC FITC FITC FITC LS202X/ aleat. aleat. aleat.

LG68X LT108X |HA121X |HA121X [LS202X [HK136X DAR DAR DAR

aCD19- |aCD19- |[aCD19- |aCD19- |aCD19- |aCD19-
Conc.

HK136X | 05 | (1.0) | .0)
0,01 0 0 0 4,408353 |0,465116 |1,502146 0 0 0 4,98576
0,1 3,846154 |7,537155 [21,42857 0 8,139535 0 14,94737 24,18953 0 0

1 17,78846 [17,19746 |47,55102 |18,79351 | 25,5814 |25,1073 |26,94737 [24,93766 |23,0137 |31,9088
10 |56,73077 |66,66667 |74,69388 |64,03713 [60,23256 |69,95709 60 67,0823 |53,1507 [60,9687
100 78,125 [76,22081 |89,59184 [78,42227 |83,95349 | 86,2661 [76,63158 [71,82045 |72,0548 |69,5158
1000 [74,51923 [77,91932 [92,85715 |84,45476 |87,67442 |86,05151 |77,05263 |81,79551 |66,5754 |74,9289

Ejemplo 12. Eficacia in vivo de FITC-CART y P-TriA-FITC

Estudios farmacocinéticos (PK) del interruptor de molécula pequefia que selecciona como diana PSMA, P-TriA-FITC
en ratones revelaron que el compuesto tiene una modesta semivida intravenosa (i.v.) (ti2 = 1,08 £ 0,14 h). En resumen,
se establecieron tumores C4-2 subcutaneos (PSMA+) en ratones con inmunodeficiencia combinada grave diabéticos
no obesos (NOD-SCID-y-/-, NSG). Tras la formacion de tumores palpables (> 200 mm? de longitud o anchura del
tumor), se transfirieron de manera adoptiva células FITC-CART (FITC-E2) mediante inyecciones intraperitoneales y
se administraron por via intravenosa dosis diarias de P-TriA-FITC a 1 mg/kg durante 10 dias consecutivos. Tras la
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finalizacion del tratamiento con interruptor, los tumores habian experimentado regresion en ratones que habian
recibido células FITC-CART y P-TriA-FITC mientras que el crecimiento tumoral continu6 en ratones que recibieron o
bien células CART o bien interruptor solo, o células CART con dosis diarias de vehiculo (PBS), véase la figura 13.
Estos estudios de eficacia in vivo indican que las células FITC-CART en combinacion con interruptores de P-TriA-FITC
son altamente eficaces en la seleccién como diana de tumores positivos para PSMA. Estudios adicionales pueden
implicar la caracterizacion y optimizacion para demostrar la capacidad de titulaciéon de la dosis in vivo de las células
CAR-T conmutables.

Ejemplo 13. Evaluacién de interruptor de CAR-EC anti-FITC y FITC-anti-CD19 en el tratamiento de linfomas de células
B

Propésito: Este estudio evalla la eficacia y seguridad de una célula efectora con receptor de antigeno quimeérico (CAR-
EC) que comprende una célula efectora que expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR) y un interruptor en el
tratamiento de linfomas de células B. El CAR comprende una region externa que comprende un scFv anti-FITC. El
interruptor comprende un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que comprende FITC
y un dominio de interaccién con la diana que comprende un scFv anti-CD 19.

Estado Intervencion Fase
Linfomas de | Genética: células anti-FITC CAR T e interruptor de scFv anti-CD19- | Fase |, fase Il
células B FITC

Tipo de estudio: De intervencion

Disefio del estudio: Clasificacion de criterios de valoracion: Estudio de seguridad/eficacia
Modelo de intervencién: Asignacion de un Unico grupo

Enmascaramiento: Etiqueta abierta

Propdsito primario: Tratamiento

Medidas de desenlace primario:

Numero de pacientes con acontecimientos adversos. [Lapso de tiempo: 2 afios.]
[Designado como problema de seguridad: Si]

Determinar el perfil de toxicidad de las células CAR T con criterios de toxicidad comunes para acontecimientos
adversos (CTCAE) version 4.0.

Medidas de desenlace secundario:
Tiempo de supervivencia de células anti-FITC CAR T in vivo. [Lapso de tiempo: 2 afios.]

[Designado como problema de seguridad: No] Medir la supervivencia de células CAR T transducidas con el vector
lentiviral anti-FITC.

Tasas de respuesta a las células CAR T. [Lapso de tiempo: 2 afos.]

[Designado como problema de seguridad: No] Describir las tasas de respuesta de pacientes tratados con células CAR
T de 42 generacion, incluyendo remision parcial (PR), remision completa (CR), enfermedad estable (SD) y enfermedad
progresiva (PD).

Tiempo de supervivencia de los pacientes. [Lapso de tiempo: 2 afios.] [Designado como problema de seguridad: No]
Evaluar el tiempo de supervivencia de los pacientes tratados con las células CAR T de 42 generacion, incluyendo la
supervivencia libre de progresion (PFS) y supervivencia global (OS).

Inclusién estimada: 20

Fecha de inicio del estudio: TBD

Fecha estimada de finalizacion del | TBD

estudio:

Fecha de finalizacién primaria estimada: | TBD (fecha de recogida de datos final para medida de desenlace
primario)
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Brazos Intervenciones asignadas
Experimental: células CAR T células CAR T anti-FITC | Genética: Células anti-FITC CAR T autdlogas de 42
autdlogas generacion células anti-FITC CAR T transducidas con

lentivirus extraibles

Descripcion detallada:

Las células T modificadas por ingenieria genética con receptor de antigeno quimérico (CAR) basado en anticuerpos
de cadena sencilla frente a CD19 han demostrado un gran potencial clinico en el tratamiento de leucemias de células
B agudas y crénicas. Los linfomas de células B, similares a las leucemias de células B, expresan las moléculas de
superficie CD19, y la mayoria de los pacientes con linfoma de células B no pueden curarse mediante la
quimiorradioterapia convencional. La terapia con células T adoptiva basadas en CAR frente a CD19 esta asociada con
un efecto adverso no deseado, la pérdida de células B CD19, lo que da como resultado inmunodeficiencia humoral.
Este estudio evaluara un interruptor de scFv anti-CD19-FITC y células CAR-T anti-FITC novedoso para determinar
tanto la eficacia como la seguridad en pacientes con linfoma. Los pacientes que reciben los interruptores de scFv anti-
CD19-FITC y células CAR-T anti-FITC se monitorizaran estrechamente para determinar la respuesta a la infusion, el
efecto de erradicacion tumoral, la longevidad de las células CAR Ty la recuperacion de funciones de células B tras la
retirada del interruptor de scFv anti-CD 19-FITC y/o células CAR T.

Elegibilidad
Edades elegibles para el estudio: 18 afios en adelante
Géneros elegibles para el estudio: Ambos
Se aceptan voluntarios sanos: No

Criterios

Criterios de inclusion:

» Pacientes con linfoma de células B CD19(+) con recidiva o refractario demostrado mediante inmunohistoquimica
(IHC) o citometria de flujo.

* No elegibles para trasplante de células madre autdlogas (ASCT) o con recidiva tras ASCT.

* Estado de rendimiento del Grupo de oncologia cooperativo del este (Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG)
de 0-2.

» Edad=18.
» Oximetria de pulso de > 90% con aire de la sala.

» Funcion hepatica adecuada, definida como alanina transaminasa (ALT) <3 x limite superior de lo normal (ULN),
aspartato aminotransferasa (AST) <3 x ULN; bilirrubina y fosfatasa alcalina séricas <2 x ULN.

* Funcién renal adecuada, definida como creatinina sérica <2,0 mg/dl.
* Funcion cardiaca adecuada con LVEF=50%

* Hb=80 g/l

+ Puede identificarse enfermedad medible.

» Esperanza de vida =23 meses.

* Los pacientes sexualmente activos deben estar dispuestos a utilizar uno de los métodos anticonceptivos mas eficaces
durante el estudio y durante 1 afio después de que concluya el estudio. La pareja masculina debe usar un condon.

* Los pacientes deben firmar un consentimiento informado.
Criterios de exclusion:
* Infeccién activa incontrolada.

* Infeccidn activa con virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC).
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* Embarazo o lactancia.

* Incluido actualmente en otro ensayo clinico.

» Uso simultaneo de esteroides sistémicos.

Aunque se han mostrado y descrito realizaciones preferidas de la presente invencion en el presente documento,

resultara obvio para los expertos en la técnica que tales realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo solo.

Taba 13. Secuencia de nucleétidos de CAR

NOMBRE | SEQ | SECUENCIA

ID
LVEF1a- | 1 caggtggcacttttcgggpaaatgtecgcggaacccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatga
‘é‘é‘;o' gacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgececttattee

cttttttgcggcattttgecttcctgtttttgetcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttggoto
cacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgttttccaatg
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atgagcacttttaaagtictgctatgtggcecggtattatcecgtattgacgecgggcaagageaacteggtegeegeat
acactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaat
tatgcagtgctgecataaccatgagtgataacactgeggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggage
taaccgctttittgcacaacatgggggatcatgtaactegectigategttgggaaccggagetgaatgaagecatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgegeaaactattaactggcgaactacttact

ctagcttcccggeaacaattaatagactggatggaggcggataaagtigecaggaccacttetgegeteggececticegg
ctggctggatitattgetgataaatctggapgecgatgagegtggotctecgeggtatcattgeageactggooccagatept
aagcecctecegtatcgtagttatetacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgag
ataggtgcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattttta
atttaanaggatctaggtoaagatectttttgataatctcatgaccaaaateecttaacgtgagttttegttccactgagegte
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatetgetgettgcaaacaaaaaaace

accgctaccageggtyptttotttoccggatcaagagetaccaactetttttccgaagetaactggcticagcagagegc
agataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactetgtagcaccgectacataccteg
ctetgctaatcctgttaccagtggetgetgeccagtggcgataagtegtgtettacegggttggactcaagacgatagttac
cggataaggegeageggtegggcetgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagegaacgacctacaceg
aactgagatacctacagegtgagctatgaganagegecacgettcccgaaggpagaaagpcgracaggtatccggt
aagcggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagcettccagggegaaacgectggtatctttatagtectgte

ggptttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcagggggocgeagectatggaaaaacgecagea
acgcggcectttttacggtteotggccttitgctggocttttgetcacatgttctttectgegttatecectgattetgtgeataa

cegtattaccgectttgagtgagetgataccgetegecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegag

gaagcggaagagcgeccaatacgecaaaccgectetccecgegegttggecgattcattaatgecagetggeacgaca

gotttcccgactggaaagegggcagtgagegcaacgeaattaatgtgagttagcteactcattaggeaccccaggcttt
acactttatgettccggetegtatgttgtetggaattgtgageggataacaatticacacaggaaacagcetatgaccatgat
tacgccaagegegceaattaaccetcactaaagggaacaaaagetggagetgcaagettaatgtagtettatgcaatact

cttgtagtcttgcaacatggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageaccgtgeatgeegattg

gtpoaagtaageteotacgatcgtoccttattaggaaggcaacagacggptetgacatggattggacgaaccactgaa
ttgccgeattgcagagatattgtatttaagtgectagetegatacaataaacgggtetetctggttagaccagatetgagee
tgggagctctctggctaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttgagtpcttcaagtagtottoce
cgtetgttgtgtgactetggtaactagagatecctcagacecttttagtcagtgtggaaaatetetageagtggegeecga
acagggacctgaaagcgaaaggeaaaccagagctetctcgacgeaggactcggcttgctgaagegegeacggcaa
gaggcgaggopcggcgacliggtgagtacgecaaaaatittgactageggaggctagaaggagagagatggotgcg
agagcgtcagtattaagcggggoagaattagatcgegatgggaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaa
atataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggagcetagaacgaticgeagttaatectggectgttagaaacatcag
aaggctgtagacaaatactgggacagetacaaccatcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataataca
gtagcaaccctctattgtgtecatcaaaggatagagatanangacaccaaggaagctttagacaagatagapoaagay
caaaacaaaagtaagaccaccgcacagcaageggecgcetgatcttcagacctggaggaggagatatgagggacaat
tggagaagtgaattatatagatatnnagtagtaadaattgaaccattaggagtageacccaccaagygcasagagaaga

gtggtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagctttgttccttgggticttgggagecagcaggaageactatg
gecgcagectcaatgacgctgacggtacaggccagacaattattgtetggtatagtocageageagaacaatttgctga
gogctattgaggcgcaacagcatctgttgcaactcacagtetggggcatcaageagetccaggeaagaatectggcetg
tggaangatacctaaaggatcaacagetectggpoatttgpoottpctetggaaaactcatttgecaccactgetgtgcctt
ggaatgctagttggagtaataaatctctggaacagattggaatcacacgacctggatggagtgggacagagaaattaa

caattacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaat
tagataaatgggcaagtttgtgeaattggtttaacataacaaatiggetgtggtatataaaattaticataatgatagtagga
ggcttggtagptttaagaatagtttttgetgtactttctatagtgaatagagttaggcagggatattcaccattatcgtttcag

acccaccteccaaccecgaggggaccegacaggeccgaaggaatagaagaagaaggtegagagagagacagag

acagatccattcgattagtpaacggatctcgacggttaactittaaaagaaaaggpgoeoattgpooootacagtgcag

ggpaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaatttt
atcgagctttgcaaagatgpataaagtittaaacagapgaggaatctttgcagcetaatggaccttctaggtettgaaaggag

tgectegtgaggetecggtgeccgtcagtigggcagagegeacatcgeccacagiccccgagaagiiggggpoagg

96




ES 2741308 T3

ggteggeaattgaaceggtgectagagaaggtogocgeggggtaaactgggaaagtgatgtegtgtactggcteegee
tttttcecgagggtggegegagaaccgtatataagtgeagtagtegeecgtgaacgttetttttcgcaacgggtttgcegece

agaacacaggtaagtgccgtetetopttcccgegggcctggectetttacgegttatgocccttgegtgecttgaattac
ttecacctggetgeagtacgtgatictigatcecegageticgggttggaagtgggtggoagagticgaggeettgegett
aaggagccccticgectegtgettgagtigagecctgecetgggegetgggeccgccgegtgegaatctggteocac
cttegegectgtetegetgetttcgataagtetctagecatttaaaattttitgatgacctgetgegacgetttttitetggeaag
atagtcttgtaaatgcggeccaagatctgeacactggtatttcggtttttggooccgcggeeggegacgggaccegtg

cgtcccagegeacatgtteggegaggeggggcectgegagegeggecaccgagaateggacgggggtagtetcaag
ctggecggectgctetggtoectgocctegegecgecgtatatcgecccgecctgggeggcaaggetggeccggte

ggeaccagttgegtgageggaaagatggecgettceeggecctgctgeagggagetcaaaatggagracgcgocy
ctcggpagagegggcggpteagtcacccacacaaaggaaaagggccttteegtectcagecgtegctteatgtgact

ccacggagtaccgggcgecgteccaggeacctegattagttctcgagcttttggagtacgtegtetttaggttggooooa
gopottttatgegatggagtticcccacactgagtgggtepagactgaagttageccagettggcacttgatgtaattete
cttggaatttgccotttttgagtttgoatcttgpttcattctcaagectcagacagtggttcaaagtitttttcttccatttcaggt
gtegtgaggaatteggtaccgeggecgeecggggatccatggecttaccagtgacegecttgetectgeegetggect
tgetgetecacgecgecaggecggatgttgttatgacccagaccecgcetgteecctgeecgtiteccctgggtgaccagge
gagtatctettgeegttectetcagtecctggticacagtcagggtaacacctatetgegetggtatetgcaaaaaccagg
ccagagccctaaagtgctgatttataaggtttcaaatcggtttagcggcgtecceggatcgettctctgggagtogatcag

ggaccgactttacactgaaaattagcegegtggaageagaggatctgggegtgtacttttgcagecagtecactceatgt

geegtggacctteggeggtopoacaaaactggaaattaagegtgeaggageceoteosaoscggagocgotoootc
cggaggcegglggetotggageegglggeagiggageceglggglcaggcggtggtgggagegaagigaaactgg
atgagacaggaggaggtctggttcagecaggteggeccatgaagcetgtectgtgtggcctctggctttaccttctcega

ctattggatgaactggptccgteagtcteeggaaaaaggletggagtogotogcgcagattcggaacaageectacaa
ctacgaaacttactactctgatagtgttaaagpccgcttcaccatcagtegtgatgactcaaaaageagegtttacetgea
aatgaacaatctgegtglcgaggacatgggcatctattactgcacaggcetectactatgggatggattattgggggeag

gepgacttcagttacagtttcctcaaccacgacgecagegecgegaccaccaacaccggegeccaccatcgegtegea
gecectgtocctgegeocagaggegtgecggecageggegggggocgeagtgcacacgagggggctggactteg
cctgtgatatctacatctgggegeccttggecgggacttgtggootectictectgtcactggttatcacectttactgeaa

acggggcagaaagaaactectgtatataticaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatgge
tgtagctgecgatttccagaagaagaagaaggageatetoaactgagagtoaagticagcaggagegeagacgece

ccgegtacaageagggecagaaccageictataacgagetcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttitggac
aagagacgtggccgggaccetgagatggggogaaageegagaaggaagaaccetcaggaaggectgtacaatga
actgcagaaagataagatggcggaggcectacagtgagattgggatgaaaggegagegecggaggggcaagggoc
acgatggcctttaccagggtctcagtacageccaccaaggacacctacgacgeccttcacatgcaggeectgeeccectc
getaagtcgacaatcaacctetggattacanaatttgtgaaagattgactggtattcttanctatgttgctecttttacgctat

gtggatacgcetgcetitaatgectttgtatcatgctattgettcocgtatggcttteattttctectecttgtataaatcctggttge
tgtetetttatgaggagttgtgpceegttgtcaggeaacgtggegtggtgtacactgtgtttoctgacgeaacceccactg
gttgggocattgecaccacctgtcagetectttcegggactttcgetticceecteectattgecacggeggaacteateg
ccgectgecttgcocgetgctgpacagepecteggctgttggocactgacaattccgtggtottotcggooaagctoa
cgleotttecatggetgetegeetgtgtigecacctggattetgegegggacgtectictgotacgteceticggecctea

atccagcggaccttccticecgeggectgcetgecggctetgeggectettcegegtettcgecttcgecctcagacgagt
cggatcteectttgggecgecteccegectggaaticgageteggtacctitaagaccaatgacttacaaggeagetgta
gatcttagecactttttaaaagaaaagggegoactggaagggctaaticactcccaacgaagacaagatetgetttttge

ttgtactgggtetetetggtiagaccagatetgagectgggagetetetggetaactagggaacccactgettaagectea
ataaagcettgecttgagtgcttcaagtagtgtgteccegtetgtigtgtoactctggtaactagagatecctcagaccctttt
agtcagtgtgpaaaatctctagcagtagtagttcatgteatettattattcagtatttataacttgcaaagaaatgaatatcag
agaptgagapoaacttgtttattpgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatt
tttttcactgeattctagttgtggtiigtccaaactcatcaatgtatettatcatgtetggetetagetateccecgeccctaactee
geccagtteegeccatteteegecccatggetgactaattitttitatttatgeagaggecgaggecgecteggectetga

gctattccagaagtagtgaggaggctittttggaggcctaggcttitgegtcgagacgtacccaattcgecctatagtgag
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tcgtattacgcgcgctcactggecgtegttttacaacgtegtgactggeaaaaccetggegttacccaacttaatcgectt
geagcacatceccctttcgecagetggegtaatagecgaagaggeccgeaccgatcgeccttecccaacagttgegeag
cctgaatggegaatggcgegacgegecctgtageggegceattaagegeggegggtetggteettacgegeagegte
accgctacacttgecagegecectagegeecegcetectttcgetttcttcecttecttictecgecacgttegecggcttteece
gtcaagctctaaatcgggggcteectttagggttccgatttagtgetttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagg
gtgatggttcacgtagtggeccatcgecectgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtccacgttctttaatagtog
actcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggectat
tggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttcc
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caggtggcacttttcggggaaatgtgegeggaaccectatttgtitatttttctaaatacattcaaatatgtatcegetcatga
gacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtegeccttattce

cttttttgcggcattttgccttectgtttttgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgooto
cacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgecccgaagaacgttttccaatg
atgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatccegtattgacgecgggcaagagceaacteggtegecgeat
acactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaat
tatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggage

taaccgctttittgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgategttgggaaccggagetgaatgaagecatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgegcaaactattaactggcgaactacttact

ctagcttcccggeaacaattaatagactggatggagocggataaagttgcaggaccacttctgegeteggececttecgg
ctggctggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtctegeggtatcattgecageactgggeccagatggt
aagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgag
ataggtgcctcactgattaagceattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattttta
atttaaaaggatctaggtgaagatcctttitgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegte
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatctgctgettgcaaacaaaaaaace

accgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagcetaccaactctttttccgaaggtaactggettcagecagagege
agataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactetgtageaccgectacataccteg
ctetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttac
cggataaggcgceageggtegggctgaacgggggettcgtgeacacageccagettggagegaacgacctacaceg
aactgagatacctacagcgtgagcetatgagaaagegecacgettcccgaagggagaaaggcggacaggtatecggt

aagcggceagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggeggaaacgectggtatctttatagtectgte

geotttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcagggggegcggagectatggaaaaacgecagea
acgeggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgctcacatgttctttcctgegttatcccctgattetgtggataa

ccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegag

gaagcggaagagegceccaatacgecaaaccgectetcecccgegegttggecgattcattaatgeagetggeacgaca

ggtttcccgactggaaagegggcagtgagegcaacgcaattaatgtgagttagetcactcattaggeaccecaggcettt
acactttatgcttccggcetegtatgttgtgtogaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacagetatgaccatgat
tacgccaagcgegceaattaaccctcactaaagggaacaaaagetggagetgcaagettaatgtagtettatgeaatact

cttgtagtcttgcaacatggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageaccgtgeatgecgattg

gtggaagtaaggtggtacgatcgtgccttattaggaaggcaacagacgggtctgacatggattiggacgaaccactgaa
ttgccgeattgcagagatattgtatttaagtgcctagetegatacaataaacgggtetctetggttagaccagatetgagec
tgggagctetetggctaactagggaacccactgettaagectcaatanagettgecttgagtgettcaagtagtgtgtgce
cgtctgttgtgtgactctggtaactagagatcectcagacccttttagtcagtgtggaaaatctctagecagtggegceeega
acagggacctgaaagcgaaagggaaaccagagcetctetcgacgecaggactcggettgetgaagegegeacggeaa
gaggcgageeocgocgactggtogagtacgccaaaaattttgactagcggaggcetagaaggagagagatgootocg
agagcgtcagtattaagcgggppagaattagatcgegatgggaaaaaattcggttaaggecagggesaaagaaaasa
atataaattaaaacatatagtatgggcaagcagggagctagaacgattcgcagttaatcctggectgttagaaacatcag
aaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataataca
gtagcaaccctctattgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagag
caaaacaaaagtaagaccaccgcacagcaageggecgetgatcttcagacctggaggaggagatatgagpgpacaat
tgpagaagtoaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcacccaccaaggcaaagagaaga
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gtggtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagctttgttcctiggattcttgggagcagecaggaageactatg
ggogeagcectcaatgacgetgacggtacaggecagacaattattgtetggtatagtgecageageagaacaatttgetga
gegctattgagececaacageatetgttgeaactcacagtetggggcatcaagcagetccaggeaagaatectggetg
tggaaagatacctaaaggatcaacagetectggggatttggggttgctetggaaaactcatttgeaccactgetgtgeott
geaatgetagttopaptaataaatctetggaacagattggaatcacacgacctggatgeapteosacagagaaattaa
caattacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaat
tagataaatgggcaagtttgtooaattggtttaacataacaaattggetgtoptatataaaattattcataatgatagtagga
gecttgptaggtitaagaatagtttttgetgtactttctatagtgaatagagttaggeagggatattcaccattategtttcag
acccacctcecaaccecgagggeacccgacaggeccgaaggaatagaagaagaaggotggagagagagacagag
acagatccattcgattagtgaacggatctcgacggttaacttttaaaaganaaggegegattgggoootacagtgcag
ggoaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaatttt
atcgagcetttgcaaagutggataaagttitaaacagagaggaatctitgcagctaatggaccttetaggtettgaaaggag
tgectegtgaggceteeggtgeccgteagtgggcagagegeacatcgeccacagtceccgagaagttggogogoago
ggtcggcaattgaaccggtgcctagagaaggtogcgcggootaaactggeaaagtgatgtcgtgtactggctccgee
tttttcccgagggtggeooagaaccgtatataagtacagtagtcgecgtgaacgttctttttcgcaacgggtttgccgee
agaacacaggtaagtogccgtgtetgottcccgegggcctggcctetttacgggttatgocecttgegtgecttgaattac
ttocacctggcetgcagtacgtgattcttgatcccgageticggattagaagtoastogoagagttcgagaccttgegett
aaggagccccttcgectegtgettgagttgaggcectggectgggcgcetgggeccgecgegtgegaatctggtggcac
cttcgegecotgtctegetgetttcgataagtetctagecatttaaaatttitgatgacetgetgegacgotttttttctgecaag
atagtcttgtaaatgcggpccaagatctgcacactggtatttcggtttttggooccgegggcggcgacgggoccegtg
cgtccocagegeacatgticggegaggeggggectgegagegeggecaccgagaateggacggeegtagtctcaag
ctggecggectgetetggtacctggcctegegecgecgtgtatcgeceegecctgggeggeaaggcetggeecggte
ggcaccagtigegtgageggaaagatggecgetteccggeectgetgeagggagetcaaaatggaggacgeggcg
ctecggpagapcgpocgootpagtcacccacacaaaggaaaagggectttecgiecteagecgtegetteatgtgact
ccacggagtaccgggegecgtecaggeacctegattagtictegagcttitggagtacgtegtctttaggttggogooa
ggopttttatgegatggagittccccacactgagtgggtopagactgaagttaggccagettggeacttgatgtaattete
cttggaatitgecctitttgagtttggatettggtteattetcaagectcagacagtggitcaaagtitttitcticeatttcaggt
gtegtgaggaattcggtacegeggecgeecggggatccatggccttaccagtgaccgecttgetectgeegetggect
tgctgetecacgecgecaggeeggacattcagatgactcagageccegtettcectgteegettcagtgggtgacegtgt
taccattacctgecgtgctictcagagectggtgeactcecagggtaacacctatctgeggtggtatcagcagaaaceg
ggcaaggeccccaaagitetgatttataaggtcetetaateggtttagtggegttcegtecacgettetcaggtagegggtec
ggaacagattttaccctgacaattagcagectgcaaccggaagacttcgcaacctattactgeccageagtctacccatgt
geectggacatitggecagggtactaaggtigagetgaaacgtgetggaggtggaggaageggaggtggaggcage
ggegetggeggatetggeggtgggggaagiggeggtaggggatcaggeggtgggggaagegaagtecagetggt
geagagteoagoetoosactgptocagecaggagecagectgegtcetgtectgtgeegegtetggetttacettcagega
ttactggatgaactggetccgtcaggcaccaggaaagggcctggaatggeteecgcagattcggaacaagecttaca
actacgagacttactacgeggatagegtgaaggotegcettcaccatcagtegtgacacatcaaagaacactgtttacct
geaaatgaacagectgegtgecagaagataccgetgtotattactgcacaggctettattacggeatggactactgggge
cagggtactctggtgaccgtttctagtaccacgacgecagegecgegaccaccaacaccggegeccaccatcgegte
geagceecctgteectgegeccagaggegtgecggecageggeggggggcgcagtgeacacgaggggectggact
tegectgtgatatctacatctgggegeccttggecgggacttgtggoetecttetectgtecactggttatcacectttactg
caaacggggcagaaagaaactectgtatataticaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagat
ggctgtagetgecgatttccagaagaagaagaaggageatgtgaactgagagtgaagticagcaggagegeagacg
coccecgegtacaageagggecagaaccagetctataacgagetcaatctaggacgaagagaggagtacgatgtiitg
gacaagagacgtggecgggacccetgagatggooooaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggectgtacaa
tgaactgcagaaagataagatggeggaggectacagtgagattgggatgaaagpgegagegeeggaggggcaagg
ggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagecaccaaggacacctacgacgeccttcacatgcaggceectgece
cctecgetaagtcgacaatcaacctetggattacaaaattigtgaaagattgactggtattcttaactatgtigetecttttacg
ctatgtgpatacgctgcetttaatgectttgtatcatgctattgettcecgtatggetttcattttctectecttgtataaatectgg
ttgctgtctctttatgageagitgtggcccgtigicaggcaacgtggcgtggtgtgcactgtgtitgctgacgcaaccece
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actggttggopcattgecaccacctgtcagetectttcegggactttegetttcecectecctattgecacggeggaacte
atcgecgectgecttgeccgetgetggacaggggcteggctgttggecactgacaatteegtggtatigtcggggaag
ctgacgtcctttccatggcetgetegectgtgttgccacctggattctgegegggacgtecttetgetacgtecctteggece
ctcaatccageggaccttecttcecgeggectgetgecggetetgeggectetteccgegtettecgecttcgecctcagac
gagtcggatcteectttggeccgectceccgectggaattcgageteggtacetttaagaccaatgacttacaaggcag
ctgtagatcttagecactttitaaaagaaaaggeeeoactggaaggectaattcactcccaacgaagacaagatctgctt
tttgettgtactgggtctetetggttagaccagatctgagectgggagcetcetetggetaactagggaacceactgcettaag
cctcaataaagcttgecttgagtgcttcaagtagtgtgtgccegtetgttgtgtgactctggtaactagagatcectcagac
ccttttagtcagtgtgoaaaatctctageagtagtagttcatgtcatcttattattcagtatttataacttgcaaagaaatgaat
atcagagagtgagaggaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataa
agcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetggetctagetatccegeccct
aactccgeccagttcegeccattetccgecccatggcetgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecgectegge
ctctgagctattccagaagtagtgaggaggctttittggagecctaggcettttgegtcgagacgtacccaattcgecctat
agtgagtcgtattacgcgegcetcactggecgtcegttttacaacgtegtgactgggaaaaccetggegttacccaacttaa
tcgecettgcageacatcececctttcgecagetggegtaatagegaagaggcccgeaccgategeccttcccaacagtt
gegeagectgaatggegaatggegegacgegeectgtageggegeattaagegeggegggtgteggtggttacgeg
cagcgtgaccgctacacttgecagegecctagegeccgcetectttegetttettcecttectttctcgecacgticgeegg
ctttccecgtcaagcetctaaatcgggggctccctitagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaactt
gattaggotoatgottcacgtagtggoccatcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtccacgttcttta
atagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttoccgatttc
gocctattggttaaaaaatgagetgatitaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttce
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caggtggcacttttcgggganatgtgcgeggaaccectatttgtitatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatga
gacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattce

cttttttgeggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcagttggate
cacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgeccegaagaacgttttccaatg
atgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatcccgtattgacgeccgggeaagageaacteggtegeegeat

acactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaat
tatgeagtgetgecataaccatgagtgataacactgeggecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagc

taaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgategttggoaaccggagetgaatgaagecatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggeaacaacgttgegcaaactattaactggcgaactacttact

ctagcettcccggeaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttetgegeteggecectteegg
ctggetggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgeageactggggccagatggt
aagccctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagategetgag
ataggtgectcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaactteattttta
atttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegte
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttettgagatectttttttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaacc

accgctaccagcggtggtttgtitgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagege
agataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactctgtageaccgectacataccteg
ctetgetaatectgttaccagtggcetgetgecagtggcgataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttac

cggataaggcgeageggteggectgaacgggggeticgtgeacacageccagettggagegaacgacctacaceg
aactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagegecacgeticccgaagggagaaaggeggacaggtatceggt

aagcggcagggtcggaacaggagagegcacgagggagctticcaggggoaaacgectggtatctttatagtectgte
gggtttcgecacctetgacttgagegtcgatttttgtgatgetegtcaggggggcggagectatggaaaaacgecagea
acgcggcctttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttcctgegttatccectgattctgtggataa
ccgtattaccgectttgagtgagetgatacegetegeegeagecgaacgaccgagegeagegagteagtgagegag
gaagcggaagagegceccaatacgeaaaccgecteteccecgegegttggecgatteattaatgeagetggeacgaca
ggtttccecgactggaaagegggcagtgagegcaacgeaattaatgtgagttagetcacteattaggeaccecaggcettt
acactttatgcttccggcetegtatgttgtgtegaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagcetatgaccatgat
tacgccaagcegcegcaattaaccctcactaaagggaacaaaagetggagetgcaagcettaatgtagtcttatgcaatact
cttgtagtcttgcaacatggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageaccgtgcatgecgattg
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gtggaagtaaggtogtacgatcgtgecttattaggaaggcaacagacgggtctgacatggattggacgaaccactgaa
ttgeegeattgeagagatattgtatttaagtgectagetcgatacaataaacgggtetetetggttagaccagatetgagec
tggpagctctctggctaactagggaacceactgettaagectcaataaagettgectigagtgcttcaagtagtgtotece
cgtetgtigtgtgactetggtaactagagatecctecagacccttttagtcagtgtggaaaatctetageagtggcgecega
acagggacctgaaagcgaaagggaaaccagagcetctetcgacgeaggacteggcttgctgaagegegeacggcaa
gaggegaggggeggcgactggtgagtacgecaaaaattitgactageggaggctagaaggagagagatgeggtocg
agagcegtcagtattaagcgggggagaattagatcgcgatgggeaaaaaattcggttaaggccagggggaaagaaaaa
atataaattaaaacatatagtatgggcaagceagggagctagaacgatticgeagttaatecctggectgttagaaacatcag
aaggctgtagacaaatactgggacagetacaaccatcecttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataataca
gtagcaaccctetattgtgtgcatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagetttagacaagatagaggaagag
caaaacaaaagtaagaccaccgcacagcaageggecgcetgatcttcagacctggagpoagoagatatogagpgeacaat
tggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtagcacccaccaaggcaaagagaaga

gtggtgcagagagaaaaaagagcagtgggaataggagcetttgttcctiggettcttgggagcagecaggaageactatg
gEcgeagcectcaatgacgetgacggtacaggccagacaattattgtetgotatagtgcagcagcagaacaatttgctga
gegctattgagecgcaacageatetgttgeaactcacagtctggggeatcaageagetccaggeaagaatcctggctg
tggaaagatacctaaaggatcaacagetectggggatttpgpottectctggaaaactcatttgecaccactgetgtgectt
ggaatgctagttggagtaataaatctetggaacagattggaatcacacgacctggatggagtggoacagagaaattaa

caattacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagcaagaaaagaatgaacaagaattattggaat
tagataaatgggcaagtttgtggaattgatttaacataacaaattggetgtggtatataaaattattcataatgatagtagga
gecttgptapotttaagaatagtttttgctotactttctatagtgaatagagttagocagggatattcaccattategtttcag

acccaccteccaaccecgaggggaccegacaggeccgaaggaatagaagaagaaggtggagagagagacagag

acagatccattcgattagtgaacggatctcgacggttaacttttaaaagaaaaggpgggattggpogotacagtgcag

geggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaatttt
atcgagctttgcaaagatggataaagttttaaacagagaggaatctttgcagetaatgpaccttctaggtctigaaaggag
tgectegtgaggeteeggtgeccgtcagtgggragagegeacatcgeccacagtccccgagaagttgegoocags

geteggeaattgaaceggtgectagagaaggtogcgegogataaactgggaaagtgatgtegtatactggctecgec
titttccegagggtgggegagaaccgtatataagtgeagtagtegecgtgaacgtictttttcgeaacgggtttgeegee

agaacacaggtaagtgccgtgtgtggttcccgegggcectggectetttacgggttatggcccttgegtgecttgaattac
ttccacctggetgeagtacgtgaticttgatcecgagettegggttggaagtgggtgggagagticgaggecttgegett
aaggagccecttegectegtgcttgagttgaggcctggcctgggcgctggggccgecgegtgcgaatetggteocac
cttecgegoctgtetegetgetttcgataagtctetagecatttaaaatttitgatgacctgetgegacgctttitttctggecaag
atagtcttgtaaatgegggccaagatctgeacactggtatitcggttittgggoccgegggeggegacggggaeccgtg

cgilceccagegeacatgttcggegaggeggggectgegagegeggecaccgagaatcggacgggggtagtctcaag
ctggeeggectgetetggtgectggectegeogecgeegtgtategececegeectgggeggcaaggetggeecggtc

ggcaccagttgegtgageggaaagatgoccgettecccggecetgetgcagegapgctcanaatgeageacgegecy

ctcgggagagegggegggtgagtcacccacacaaaggaaaagggcectttcecgtectecageegtegetteatgtgact

ccacggagtaccgggcgccgtccaggeaccetegattagttctcgagettttggagtacgtegtetttagettogooooa
gegpttttatgegatggagtttccccacactgagtgggtegagactgaagitaggccagettggeacttgatgtaattcte
cttggaatttgccctttitgagtttopatcttggttcatictcaagectcagacagtgpttcagagtttttticttccatttcaget
glcgtgaggaaltegglaccgeggecgeocggggatecatggecttaccagigaccgoecettgetectgecgetggect
tgctgctccacgecgecaggecggatgttottatgacacagacecccgetgagtctgcecgtetecetgggcgaccagy
cctecatttettgecgtagttcacagtecctggtgcactetaacggaaatacctatetgegetggtacctgcagaaacegg
gccagagecccaaagtectgatctataaggtotccaaccgggtgtetggtoticcggategcettticagggageggeag
cggceaccgacttcacactgaagatcaategtgtigaagecagaggatetgggegtetacttttgetctcagagtacacatg
tgccatggactttcgpcgoteggaccaaactggaaattaagagetccgeagatgacgetaaaaaggacgecgegaaa
aaggatgacgecaaaaaggatgacgegaaaaaggatggaggegtcaaactggacgagaceggtgggggactggt

geagecgppcpatocaatgaagctgagttgteteacticagpttttaccticgggcactattggatgaactggpttegtc

agagtccagaaaaaggtcetggagtgggtcgetcagtiicggaacaagecttacaactacgaaacatactactcagatag
cgttaaagggcegcttcactattagecgtgatgactecaagtetagtgtetacctgeagatgaacaatetgegggtteaps
acacaggcatctattactgcacagegggcgtectatggtatggagtatctggggcagggaacaagegteaccgictcaa
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ccacgacgecagegecgegaccaccaacaccggegeccaccatcgegtegeageccctgteectgegeecagag
gegtgceggecageggeggggggcgeagtgcacacgagggooctggacticgectgtgatatctacatetggecy
cecttggecgggacttgtggeptecttetectgtecactggttatcaccctttactgcaasacggggcagaaagaaacteet
gtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagetgecgatttccagang
aagaagaaggaggatgteaactgagagteaagttcageaggagegeagacgeeccecgegtacaageagggocag
aaccagctctataacgagcetcaatctaggacgaagagaggagtacgatgtittggacaagagacgtggeegggaccee
tgagatggeoooaaagecgagaaggaagadaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgecagaaagataagatggce
geaggcctacagtgagattggoatgaaaggcgagegecggageeocdagggocacgatggectttaccagggtot
cagtacagecaccaaggacacctacgacgeccttcacatgecaggecectgeccectecgetaagtcgacaatcaacctct
geattacaaaatttgtgaaagattgactgetattettaactatgttgctecttttacgetatgtggatacgetgetttaatgectt
tgtatcatgctattgcttccegtatggctttcattttctectecttgtataaatectggttgetgtetetttatgaggagttgtgec
cegttgtcaggeaacgtggegtggtotgcactgtgtttgctgacgcaacceccactggttggggcattgecaccaccetg
tcagctectttcegggactttcgetttcececctecctattgecacggeggaactcategeegectgecttgecegetgetg
gacagggecteggctgttggocactgacaattccgtggtottgtcggegaagetgacgtectttccatggetgctegee
tgtgttgccacctggattctgegegggacgtecttetgetacgteecttcggecectcaatccageggaccttecticeege
ggectgetgeeggcetcetgeggcectettcegegtettcgecttecgeectecagacgagteggatctecctttgggecgecte
ccegectggaattcgageteggtacctttaagaccaatgacttacaaggcagcetgtagatcttagecactttttaaaagaa
aagggegoactggaaggectaattcactcccaacgaagacaagatctgetttttgettgtactgggtctetctggttaga
ccagatctgagectgggagcetetetggctaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttgagtgette
aagtagtgtgtgccegtetgttgtgtgactctggtaactagagatcectcagacccttttagtcagtgtggaaaatctetag
cagtagtagttcatgtcatcttattattcagtatttataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggaacttgtttatt
gcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaageatttttttcactgeattctagttgtggt
ttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggctctagetatccegeccctaactecegeccagttcecgeccatteteeg
ccccatggetgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecegecteggectetgagetattccagaagtagtgagga
gecttttttggaggcctaggcttitgegtecgagacgtacccaattcgecctatagtgagtegtattacgegegeteactgg
cegtegttttacaacgtegtgactgggaaaaccetggegttacccaacttaatcgecttgeagceacatecccctticgeca
getggegtaatagegaagaggeccgeaccgatcgeccttcccaacagttgegeagectgaatggegaatggegega
cgegeectgtageggegeattaagegeggegggtetggtogttacgecgeagegtgacegcetacacttgecagegee
ctagcgeccgcetcectttcgetttctteccttecttictecgecacgttegecggetttccecegtcaagetctaaatcgggggct
ccctttagggttcegatttagtgetttacggeacctecgaccecaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtggace
atcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtccacgttetttaatagtggactcttgticcaaactggaacaa
cactcaaccctatcteggtctattcttttgatttataagggattttgecgatttcggectattggttaaaaaatgagetgattta
acaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttcc

LVEF1a-
FITC
(E2)-BBZ

caggtggcacttttcggggaaatgtgcgeggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatga
gacaataaccctgataaatgcettcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtegeccttattee

cttttttgeggeattttgecttcetgtttttgetcacccagaaacgetggtgaaagtanaagatgetgaagatcagttgeote
cacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatg
atgagcacttttaaagttctgcetatgtggcgeggtattatccegtattgacgeecgggcaagageaacteggtegecgeat
acactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaat
tatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgeggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggage

taaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagecatacca
aacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgegeaaactattaactggegaactacttact

ctagcttcccggceaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegeteggecctteegg
ctggctggtttattgctgataaatctggagecggteagegteggtetcgeggtatcattgcageactggggccagatggt
aagcccteccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggceaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgag
ataggtgcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattttta
atttaaaaggatctaggtgaagatcctttitgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtgagttttcgttccactgagegte
agaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaacce

accgctaccageggtegttgtitgccggatcaagagetaccaactetttttccgaaggtaactggettcageagagege
agataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctcg
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ctetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttgeactcaagacgatagttac
cggataaggegeageggicgggcetgaacggggggticgtgeacacageccagetiggagegaacgacctacaccg
aactgagatacctacagegtgagetatgagasagegecacgetticeccgaagguagasaggcgeacaggtatceget
aagcggcaggpteggaacaggagagegcacgaggeagcettccaggogoaaacgectggtatctttatagtectgte
gggtttcgecacctetgacttgagegtegattttigtgatgctegtcaggggggocggagectatggaaaaacgecagea
acgeggcectttttacggttcctggecttitgctggecttttgctcacatgttctttcctgegttatcecctgattetgtggataa
ccgtattaccgectttgagtegagetgataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegag
gaageggaagagegeccaatacgcaaaccgcectcteccegegegttggecgaticattaatgecagetggeacgaca
ggtttcccgactggaaagegggeagtgagegeaacgcaattaatgtgagttagetcactcattaggeaccecaggottt
acactttatgcttceggctegtatgtigtatggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacagetatgaccatgat
tacgccaagegegcaattaaccctcactaaaggeaacaaaagetggagetgeaagcettaatgtagtettatgcaatact
cttgtagtcttgecaacatggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageaccegtgceatgeegattg
gtggaagtaaggtggtacgatcgtgecttattaggaaggcaacagacgggtctgacatggattggacgaaccactgaa
ttgecgeattgecagagatatigtatttaagtgectagetcgatacaataaacgggtetetctggitagaccagatectgagec
tgggagctctctggctaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttgagtgcttcaagtagtutetece
cgtotgttgtgteactetggtaactagagatecectcagacccttttagtcagtgtgeaaaatetetageagtggegecega
acagggacclgaaagegaaagggaaaccagagceteictegacgeaggacteggettgetgaagegegeacggeaa
gaggcgaggogcgocgactggtoagtacgecaaaaattttgactageggaggctagaaggagagagatggetocg
agagegtcagtattaageggggragaattagatcgegatgggaaaaaattcggttaaggecagggpgaaagaaaaa
atataaattaaaacatatagtatgggocaagcagggagctagaacgattcgeagttaatcetggectgttagaaacatcag
aaggctgtagacaaatactgggacagcetacaaccatcecttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataataca
gtagcaaccctctattgtgtecatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaagctttagacaagatagaggaagag
caaaacaaaagtaagaccaccgcacageaageggccgcetgatcttcagacctggaggaggagatatgaggpoacaat
tgpagaagteaattatatagatatanagtagtaaaaattgaaceattaggagtageacccaccaaggeaaagagaaga
gtggtgcagagagaaaaaagageagtggeaataggagctttgticctigggttcttgggagcagcaggaagcactatg
ggegeagecteaatgacgetgacggtacaggecagacaattatigtetggtatagtgeageageagaacaatttgetga
gggctattgaggcgceaacageatctgttgcaactcacagtctggggceatcaageagetccaggeaagaatectggcetg
tggaaagatacctaaaggatcaacagetcetggggatttgggottectetggaaaactcatttgcaccactgetgtgectt
ggaatgctagttgpagtaataaatctetggancagattggaatcacacgacctggatgoagtgogacagagaaattaa
caattacacaagcttaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccagraagaaaagaatgaacaagaattattggaat
tagataaatgggcaagtitgtggaattggtttaacataacaaattggcetgtggtatataaaattattcataatgatagtagga
gecttgptaggetttaagaatagtttttgctgtactttctatagtgaatagagttaggcaggoatattcaccattategtttcag
acccaccleccaaccecgaggggaccegacaggeccgaaggaatagaagaagaaggtggagagagagacagag
acagatccattcgattagtgaacggatctegacggttaacttttaaaagaaaaggooooattgopoaotacagtgcag
gggaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaatttt
atcgagcttigcagagatggatanagttttagacagagageaatctitgcagetaatggaccttetaggetettgaaageay
tgcctCGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCA
CAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCT
AGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGC
TCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGT
CGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTA
AGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCC
CTTGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGAT
CCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTT
AAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTG
GGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCT
TTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCT
TTITTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACT
GOGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCOGTCCC
AGCGCACATOGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCOGCCACCGLAGAA
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TCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCT
CGCGCCGCCATGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGAGTC
GGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGC
AGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGATG
AGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTCGCTTC
ATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTC
TCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATG
CGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAG
CTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGA
TCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTITTITTCTTCC
ATTTCAGGTGTCGTGAggaattcggtaccgcggecgeccggggatccatggecttaccagtgaccgec
ttgeteetgecgetggecettgetgetecacgeegecaggecgCAGGTTCAGCTGGTTGAGAGCG
GAGGCAATCTGGTTCAGCCCGGTGGTAGTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGC
GTCAGGGTTCACTTTCGGTAGTTTITICAATGAGCTGGGTCCGTCAGGCA
CCAGGCGGTGGGCTGGAATGGGTGGCAGGTCTGTCTGCACGTAGCTCC
CTGACCCACTATGCAGATAGTGTTAAAGGGCGGTTCACAATTTCACGCG
ACAACGCTAAGAATAGCGTCTACCTGCAAATGAACTCCCTGCGGGTCG
AGGATACCGCAGTGTATTACTGCGCTCGCCGTTCTTATGACTCTAGTGG
ATACTGGGGCCATTTTTATAGCTACATGGATGTGTGGGGACAGGGCACT
CTGGTGACCGTTTCCGGAGGCGGTGGGTCTGGAGGCGGTGGGAGTGGA
GGCGGTGGGTCAAGCGTTCTGACCCAGCCGTCCTCTGTCAGCGCCGCGC
CAGGCCAGAAAGTGACAATITCCTGTTCTGGAAGTACTTCAAACATCGG
CAACAATTATGTITTCCTGGTATCAGCAGCACCCGGGCAAAGCGCCCAA
GCTGATGATTTATGATGTGTCTAAACGTCCAAGTGGTGTTCCTGACCGG
TTCAGCGGTTCCAAGTCTGGGAATAGTGCCTCACTGGACATCTCAGGCC
TGCAAAGCGAAGATGAGGCGGACTATTACTGCGCAGCTTGGGATGACA
GCCTGTCCGAATTTCTGTTCGGCACCGGGACAAAGCTGACCGTGCTGGG
Caccacgacgecagegecgegaccaccaacaccggegeccaccatcgegtegeagecccetgteectgegeccag
aggegtgccggecageggegggogocecagtgcacacgaggeooctgoacttcgectgtgatatctacatctgeye
cgeectiggeegggactigtggoptectictectgteactggttatcacectttactgecaaacggggcagaaagaaacte
ctgtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgecgatttccagaa
gaagaagaaggaggatgtgaactgagagtgaagticagecaggagegeagacgeccecgegtacaageagggeca
gaaccagcetctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgtittggacaagagacgtggccgggace
ctgagatgoooooiaagcegagaaggaagadccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatgy
cggagpectacagtgagattggpatgaaaggcgagcgccggagggocaagggocacgatggcctttaccagggte
tcagtacagecaccaaggacacctacgacgeccticacatgecaggecctgeccectegetaagtegacaatcaaccte
tggattacaaaatttgtgaaagattgactgptattcttaactatgttgetecttttacgetatgtggatacgetgctttaatgect
ttgtatcatgetattgetteccgtatggettteattttctectecttgtataaatcctggttgctatetetttatgaggagttotgs
ceegltgtcaggeaacgtggegtggtgtgcactgtgtttgetgacgeaacecccactggttggggcattgecaccacct
gtcagetectttecggpactttegetttcceccteectattgecacggeggaactcategecgectgecttgccegetgct
ggacaggggeteggetgttggpcactgacaaticegltggtetigicggggaagetgacgtectttccatggetgetege
ctgtgttgccacctggattetgegegggacgtecttctgetacgteecttcggeocctecaatccageggaccettectteceeg
cggectgetgecggcetetgeggecteticegegteticgecticgeectcagacgagteggatcetcectitgggecgect
cccegectggaattegagetcggtacctttaagaccaatgacttacaaggeagcetgtagatcttagecactttttaaaaga
aaaggguovactggaagooctaattcactcccaacgaagacaagatctgetitttgetigtactggotetctetggttag
accagatctgageetgggagetetetggetaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttgagtgott
caagtagtgtoteccegtetgttptegtgactctggtaactagagatcectcagacccttitagtcagtegtggaaaatetcta
geagtagtagttcatgtcatettattattcagtatttataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggaacttgttta
ttgcagcttataatggttacaaataaagceaatagcatcacaaatticacaaataaageatttttttcactgcattctagttgte
gtttgtccaaactcatcaatgtatettatcatgtctggcetctagetatccecgecectaactecgeccagtteccgeccattcte
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cgecccatggetgactaattttttttatttatgcagaggecgaggecgecteggectctgagetattccagaagtagtgag
gaggcttttttggaggcctaggcttttgcgtecgagacgtacccaattcgecctatagtgagtegtattacgegegetcact
ggccgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaaccetggegttacccaacttaatcgecttgecageacateccecttteg
ccagctggcegtaatagcgaagaggeccgeaccgatcgeccttcccaacagttgegecagectgaatggegaatggcg
cgacgegecctgtageggcegceattaagegeggegggtgtggtggttacgegeagegtgaccgetacacttgecage
gcectagegeccgctectttegetttettcecttectttetcgecacgtticgecggctttceccgtcaagetctaaatcggg
ggctecctttagggttccgatttagtgetttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattaggatoatgottcacgtagtg
ggccatcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtecacgttctttaatagtggactcttgttccaanctgga
acaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgecgatttcggectattggttaaaaaatgagetg
atttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttcc

Tabla 14. Secuencia de nucledtidos del dominio de interaccion con la diana (anticuerpos) de interruptores de CAR-

EC

NOMBRE SE
QID

SECUENCIA

pBADCD19wt | 5

aagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgecgtcactgcgtcttttactggctcttctcgetaaccaaaccggtaac
cctgattatttgcacggagtcacactttgetatgecatageatttttatccataagattageggatectacctgacgcetttttat
cgcaactctctactgtttctccataccegtttttttgggctagaaataattttgtitaactttaagaaggagaatacatcaacta
gtacgcaagttcacgtaaaaagggtatctagaggttgagotgattitatgaaaaagaatatcgeatttcttcttgetageat
gttegttttttctattgetacaaacgcatacgetgacatccagatgacacagactacatcctceetgtetgectetetggga
gacagagtcaccatcagttgcagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattggtatcagcagaaaccagatggaa
ctgttaaactcctgatctaccatacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtggetctggaaca
gattattctctcaccattagcaacctggagcaagaagatattgeccacttacttttgecaacagggtaatacgettcegtaca
cgttcggaggggooaccaagettgagatcaaacgaactgtggctgcaccatctgtettcatcttcccgecatctgatga
geagttgaaatctggaactgectetgtegtgtgectgetgaataacttctatcccagagaggecaaagtacagtggaag
gtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagageaggacagcaaggacageacctacagee
tcagcagcaccctgacgetgagcaaagceagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcaggg
cetgtectegeccgtcacaaagagetticaacaggggagagtottaagetggegatcctctagaggttgagoteattttat
gaaaaagaatatcgcatttcticttgcatctatgttcgttttttctattgctacaaacgegtacgctgaggtoaaactgeagg
agtcaggacctggectggtggcgecctcacagagectgtecgtcacatgecactgtetcagggptctcattacccgacta
tggtgtaagetggattcgecagecteccacgaaagggtetggagtgoctggpagtaatatgggetagtgaaaccacata
ctataattcagctctcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactccaagagecaagttticttaaaaatgaacagtct
gcaaactgatgacacagccatttactactgtgccaaacattattactacggtggtagetatgetatggactactggggeca
aggaacctcagtcaccgtctectcagectccaccaagggeccateggtcettcceectggeaccetcctecaagageac
ctetggeeecacageggecctgggctgectggtcaaggactacttcceccgaaccggtgacggtgtegtggaactcag
gecgecectgaccageggegtgcacaccttecccggetgtectacagtectcaggactctactecctcageagegtggtga
ctgtgeectctageagettgggeacccagacctacatctgecaacgtgaatcacaageccageaacaccaaggtggac
aagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacataataagtcgaccgatgeccttgagagecttcaacceagt
cagctccttccggtgggegeggggcatgactategtegecgeacttatgactgtettctttatcatgcaactegtaggaca
ggtgccaaacggtctccagettggctgttttggcgeatgagagaagattttcagectgatacagattaaatcagaacgea
gaagcggtctgataaaacagaatttgectggeggceagtagegeggtegteccacctgaccecatgecgaactcagaa
gtgaaacgecgtagegccgatggtagtgtgggotctccccatgegagagtagggaactgecaggeatcaaataaaac
gaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgetctectgagtaggacaaatecge
cgggageggatttgaacgttgcgaagcaacggeceggagggtggcgggeaggacgeccgecataaactgecagg
catcaaattaagcagaaggccatcctgacggatggectttttgegttictacaaactctttttgtttatttttctaaatacattca
aatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgettcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatt
tccgtgtcgececttattcecttttttgcggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatg
ctgaagatcagttggetocacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgecce
gaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgetatgtggegeggtattatccegtgttgacgecgggcaagag
caacteggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaageatettacggatgy
catgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgeggccaacttacttctgacaacgateg
gaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgategttggeaaccggaget
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gaatgaagccataccaaacgacgagcegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaa

ctggcegaactacttactctagettcccggeaacaattaatagactggatggagecgeataaagttgcaggaccacttctg
cgeteggecectteeggetggctggtttattgetgataaatctggageecggtgagegtgggtetegeggtatcattgeage
actgggegccagatggtaagecctcecgtategtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaa
tagacagatcgctgagataggtecctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattg
atttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggteaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttt
tcgttccactgagegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttettgagatectttttttctgegegtaatetgetgett
geaaacadaaaaaccaccgetaccageggtggtttgtttgccggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactg
gettcageagagegceagataccaaatactgtecttctagtgtageegtagttaggccaccacttcaagaactetgtagea
ccgectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgccagtggcgataagtegtgtcttaccgggttggac

tcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcggectgaacggggpottegtgcacacageccagettggage
gaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagetatgagaaagegecacgettcccgaagggagaaagge

ggacaggtatceggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggageticcagggggaaacgectggt
atctttatagtcctgtegggtttcgccacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcaggggggeggagectatg
gaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggttectggccttttoctggccttttgctcacatgttetttectgegttatcee
ctgattctgtggataaccgtattaccgcectttgagtgagetgataccgetcgecgeagecgaacgaccegagcgcageg
agtcagtgagegaggaageggaagagegectgatgeggtattttetecttacgeatetgtgeggtatttcacaccgeata
tggtgcactctcagtacaatctgetetgatgecgeatagttaagecagtatacacteegetatcgetacgtgactgggtea
tggctgegeccegacaccegecaacacccegetgacgegecctgacgggcttgtetgetcceggeatccgettacaga
caagctgtgaccgtctcegggagetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggceageagate
aattcgcgegegaaggcegaageggcatgcataatgtgectgtcaaatggacgaageagggattctgcaaacccetatg
ctactccgtcaagecgteaattgtetgattegttaccaattatgacaacttgacggctacateatteactttttcttcacaacc
ggcacggaactegetegggetggecceggtgcattttttaaatacccgegagaaatagagttgategtcaaaaccaac
attgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtoctcaaaagcagcettcgectggetgatacgttggtectegeg
ccagcttaagacgctaatccctaactgetggcggaaaagatgtgacagacgegacggegacaagcaaacatgetgtg
cgacgctggcgatatcaaaattgctgtetgccaggtgatcgetgatgtactgacaagectegegtaccegattatccate
ggtggatggagegactcegttaatcgettccatgegecgeagtaacaattgetcaageagatttatcgecageageteeg
aatagcgceccttccecttgeccggegttaatgatttgeccaaacaggtegetgaaatgeggetggtgegettcateegg
gcgaaagaacccecgtattggcaaatattgacggccagttaagecattcatgecagtaggegegeggacgaaagtaaa
cccactggtgataccattcgcgagectcecggatgacgaccgtagtgatgaatctetectggeggeaacagceaaaatat
cacccggteggcaaacaaattctcgteectgatttttcaccaccccctgaccgegaatggtgagattgagaatataacctt
tcattcccageggteggtegataaaaaaatcgagataaccgttggectcaateggegttanaccegecaccagatgge
cattaaacgagtatcccggcageaggggatcattttgegcettcagecatacttttcatactcccgecattcagag

pBAD-CD19
LS202X mt

aagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgecgtcactgegtcttttactgectettctcgctaaccaaaccggtaac
cctgattatttgcacggagtcacactttgctatgccatagceatttttatccataagattagcggatcctacetgacgctttttat
cgcaactctctactgtttctccataccegtttttttggoctagaaataattttgtttaactttaagaaggagaatacatcaacta
gtacgcaagttcacgtaaaaagggtatctagaggttgaggteattttatganaaagaatatcgeatttettcttgetageat
gttegttttttctattgetacaaacgcatacgetgacatccagatgacacagactacatecteectgtetgectctetggga
gacagagtcaccatcagttgcagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattggtatcagcagaaaccagatggaa
ctgttaaactcctgatctaccatacatcaagattacactcaggagteccatcaaggttcagtggeagtgggtctggaaca
gattattctctcaccattagcaacctggagceaagaagatattgccacttacttttgccaacagggtaatacgcettccgtaca
cgttcggaggggeeaccaagettgagatcaaacgaactgtggctgcaccatetgtcttcatettecccgecatctgatga
geagttgaaatctggaactgcectetgtegtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaag
gtggataacgecctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacageacctacagee
tcagcagcaccctgacgctgagcaaageagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcaggg
cctgTAGtcgeccgtcacaaagagettcaacaggggagagtottaagctgpgppatectctagagpttgagptoattt
tatgaaaaagaatatcgcatttcttcttgeatctatgttegttttttctattgctacaaacgegtacgetgaggtgaaactgea
ggagtcaggacctggectggtggegecctecacagagectgteegtcacatgeactgtetcaggggteteattaccega
ctatggtgtaagctggattcgecagectccacgaaagggtctggagtggctgggagtaatatgggotagtgaaaccac
atactataattcagctctcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactccaagagecaagttticttaaaaatgaacag
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tctgcaaactgatgacacagcecatttactactgtgecaaacattattactacggtggtagetatgetatggactactgggg
ccaaggaacctcagtcaccgtetectecagectccaccaagggcccatcggtettcceectggeaccetectccaagag
cacctctggegecacageggecctgggcetgectggtcaaggactacttcceegaaccggtgacggtgtegtgcaact
caggcgecctgaccageggegtgeacaccttcceggetgtectacagtectcaggactctacteectcageagegtag
tgactgtgccctetagcagettggocacecagacctacatetgeaacgtgaatcacaageccageaacaccaaggteg
acaagaaagttgagcccaaatctigtgacaaaactcacacataataagtcgaccgatgeccttgagagecttcaaccea
gtcagetccttccggtogopcgcgpoacatgactatcgtegecgeacttatgactgtctictttatcatgcaactegtagga
caggtgccaaacggtctccagetiggetgtittggcggatgagagaagattttcagectgatacagattaaatcagaacg
cagaagcggtctgatagaacagaatttgcctggcgpcagtagepcggtgpteccacctgaccccatgecgaactcag
aagtgaaacgcecgtagegecgatggtagtgtgoootctccccatgegagagtagggaactgecaggceatcaaataaa
acgaaaggctcagtcgaaagactggacctttegttttatctgtigtttgtcggtgaacgcetetectgagtaggacaaatee
gocgggageggatttgaacgttgcgaageaacggeecggagggtggegggcaggacgeecgecataaactgeca
gecatcaaattaageagaaggccatcetgacggatggectitttgcgtttctacaaactetttttgtttatttitctaaatacatt
caaatatgtatccgcetcatgagacaataaccetgataaatgcticaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaac
atttccgtgtegeccttatteccttttttgeggeattttgecttectgttittgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaaga
tgctguagatcagttgeotocacgagtggottacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcgee
ccgaagaacgttticcaatgatgagcacttttaaagtictgctatgtggcgegetattatcecegtgttgacgecggecaag
agcaactcggtegccgeatacactattctcagaatgacttgattouptactcaccagtcacagaaaageatcttacggat
geceatgacagtaagagaattatgcagtgetgecataaccatgagtgataacactgeggecaacttacttetgacaacga
tcggaggaccgaaggagctaacegctttittgcacaacatgggegateatgtaactegectigategtigggaacegga
gctgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgeaaactatt
aactggcgaactacttactctagettcceggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccactt
ctgcgeteggccctteccggotggetgptttattgctgatanatctggagecgetoapcgtggpotetcgeggtatcattge
agcactgggeoccagatgetaagccctccegtategtagttatctacacgacgggpagtcaggcaactatggatgaacg
aaatagacagatcgetgagataggtecctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttag
attgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtga
gttttcgttccactgagegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatceticttgagatectttttttctgegegtaatctget
gettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtogtttottteccggatcaagagcetaccaactctttttccgaageta
actggcttcagcagagegceagataccaaatactgtecttetagtgtageegtagttaggccaccacttcaagaactctgt
agcaccgectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtgecgataagtegtgtettacegggtt
gractcaagacgatagttaccggataaggcgcageggtcggactgaacgggegttcgtocacacageccagettg
gagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgagaaagegecacgettcccgaagggagaa
aggcggacaggtatccggtaageggcagggteggaacaggagagegeacgagggageticcagggegaaacge
ctggtatctttatagtectgtegggtitcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcagggggecggage
ctatggaaaaacgecagceaacgeggcctttttacggttcctggccttttgetggecttttgetcacatgtictttectgegtta
tceectgattetgtggataacegtattacegectttgagtgagetgatacegetegeegeagecgaacgacegageca
gegagtcagtgagegagoaagcgeaapagcgcctgatgegetattitcteccttacgeatctgtgcggtatttcacaccg
catatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgecgeatagttaagecagtatacacteegetategetacgtgactgg
gteatggetgegeeccgacaccegecaacaccegetgacgegecctgacgggcttatetgctecocggeuateegetta
cagacaagctgtgaccgtetccgggagcetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggcage
agatcaattcgegegegaaggegaageggcatgeataatgtgectgteaaatggacgaagcagggatictgeaaace
ctatgctactcegtcaagecgtcaattgtetgattcgttaccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttticttcac
aaccggeacggaactcgetcgggetggecccggtgcatttttaaatacccgegagaaatagagttgatcgtcaaaac
caacattgcgaccgacggtegegataggcatcegggtgotectcaaaagecagettcgoctggetgatacgttggtect
cgegecagettaagacgetaatcectaactgelggeggaaaagalgtgacagacgegacggegacaageaaacalg
ctgtgcgacgetggegatatcaaaattgetgtetgccaggtgatcgetgatgtactgacaagectegegtaccegattat
ccatcggtgoatgpagegactcgttaatcgettccatgegecgeagtaacaattgctcaageagatttatcgecageag
ctecgaatagegecectteccettgeccggcgttaatgatttgeccaaacaggtegetganatgeggctggtacgcttcat
ccgggegaaagaacccecgtattiggeaaatattgacggccagttaagecattcatgeccagtaggegegeggacgaaag
taaacccactggtgataccattcgegagectecggatgacgacegtagtgatgaatetctectggegggaacagcaaa
atatcacccggtcggcaaacaaattctcgtecctgatttttcaccacceectgaccgegaatggtgagattgagaatataa
cetttcattcccageggteggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggectcaatcggegttaaacccgecaccagat
ggucattaaacgagtatcceggeageaggggatcattttgegettcagecatacttttcatactcccgecattcagag
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pBAD-CD19
HK136X mt

aagaaaccaattgtccatattgeatcagacattgeegtcactgegtettttactggctettetcgetaaccaaaccggtaac
cctgattatttgcacggagtcacactttgctatgecatageatttttatccataagattagcggatectacctgacgetttttat
cgcaactctctactgtttctccataccegtttitttgggctagaaataattitgtitaactttaagaaggagaatacatcaacta
gtacgcaagttcacgtaaaaagggtatctagaggttgaggtgatittatgaaaaagaatatcgeatttcttcttgctageat
gttcgttttttctattgctacaaacgeatacgetgacatccagatgacacagactacatccteectgtetgectetetggga
gacagagtcaccatcagttgecagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattggtatcagcagaaaccagatggaa
ctgttaaactcotgatctaccatacatcaagattacactcaggagteccatcaaggttcagtggeagtgggtetggaaca
gattattctctcaccattagcaacctggageaagaagatattgccacttacttttgccaacagggtaatacgetteegtaca
cgttcggaggooooaccaagettgagatcaaacgaactgtggctgcaccatctgtettcatettccegecatetgatga
geagttgaaatctggaactgectetgtegtgtgectgetgaataacttetatcccagagaggcecaaagtacagtggaag
gtgeataacgecctccaategggtaactcccaggagagtgtcacagageaggacagcaaggacageacctacagee
tcagcagcaccctgacgctgagcaaageagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcaggg
cctgtectegecegtcacaaagagctticaacaggggagagtottaagctggggatcctctagaggttgaggtoattttat
gaaaaagaatatcgcatttcttettgcatctatgttegttttttctattgctacaaacgegtacgetgaggtgaaactgcagg
agtcaggacctggectgptegcgccctcacagagectgtecgteacatgeactgtetcagggpetcteattaccegacta
tggtgtaagetggaticgecagectecacgaaagggtetggagtepctgggagtaatatgggetagtgaaaccacata
ctataattcagctctcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactccaagagccaagttttcttaaaaatgaacagtet
gcaaactgatgacacagccatttactactgtgecaaacattattactacggtggtagctatgctatggactactggggcca
aggaacctcagtcaccgtctectcagectecaccaagggceccateggtettceecctggeaccetectcc TAGage
acctctggeeecacageggecctgggetgectggtcaaggactacttceccgaaceggtgacggtegtegtggaacte
aggcgecctgaccageggegtgeacaccttcecggetgtectacagtectcaggactctactcectcagcagegtggt
gactgtgecctetageagettigggeacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaageccagceaacaccaaggtgg
acaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacataataagtcgaccgatgeccttgagagecttcaaccea
gtcagcetecttecggtgggcegegggecatgactategtegecgeacttatgactgtettctttatcatgcaactegtagga
caggtgccaaacggtctccagettggetgtittggegeatgagagaagattttcagectgatacagattaaatcagaacg
cagaagcggtctgataaaacagaatttgcctggeggeagtagegeggtggteccacctgaceccatgecgaactcag
aagtgaaacgccgtagcgecgatggtagtgtggootctecccatgegagagtagggaactgecaggeatcaaataaa
acgaaaggctcagtcgaaagactggocctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgcetetectgagtaggacaaatee
gccgggageggatttgaacgttgcgaageaacggeecggagggtggegggeaggacgeccgecataaactgeca
ggcatcaaattaagcagaaggcecatcctgacggatggccttittgcgtttctacaaactctttttgtttatttttctaaatacatt
caaatatgtatccgetcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaanaaggaagagtatgagtattcaac
atttecgtgtegeccttatteecttttttgeggcattttgecttectgtttttgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaaga
tgctgaagatcagttgggtecacgagtgggttacatcgaactggatctecaacageggtaagatecttgagagttttcgee
ccgaagaacgttitccaatgatgageacttttaaagtictgctatgtggcgeggtattatccegtgttgacgecgggcaag
agcaactcggtcgecgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggat
gocatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggecaacttacttctgacaacga
tcggaggaccgaaggagcetaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccgga
gctgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgegcaaactatt
aactggcegaactacttactctagettcccggeaacaattaatagactggatggaggeggataaagtigcaggaccactt
ctgegeteggecctteeggetgpetggatttattgctgataaatctggapecggtpagegtegptctegeggtatcattge
ageactggggccagatggtaagecctecccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacg
aaatagacagatcpctgagatagptpcctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttag
attgatttaaaacttcatttttaatttanaaggatctaggtoaagatectttttgataatctcatgaccaaaateccttaacgtga
gttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatettettgagatecttttittetgegcgtaatctget
gettgecaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttgtitgccggatcaagagetaccaactcttittccgaaggta
actggcttcagcagagegeagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactctgt
agedaccgcectacatacctegctetgctaatectgtiaccagtggctectgccagtggcgataagtegtetcttaccgggtt
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ggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtcgggctgaacgggggettcgtocacacageccagettg
gagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgettcccgaagggagaa
aggcggacaggtatceggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccaggggeanacge

ctggtatctttatagtcctgtegggtticgecacctetgacttgagegtegatttitgtgatgetegtecaggggegeggage
ctatggaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggttectggecttttgctggecttttgetcacatgttctttcetgegtta
tccectgattetgtgpataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegecgeagecgaacgaccgagegea
gegagtcagtgagegaggaageggaagagegectgatgeggtattttctcettacgeatctgtgegetatttcacaceg
catatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgeccgeatagttaagecagtatacactcecgetatcgctacgtgactgg

gteatggetgegecccgacaccegecaacaccegcetgacgegeectgacgggcttgtetgeteccggeatecgetta

cagacaagctgtgaccgtetcecgggagetgeatgtgtcagaggttticaccgteatcaccgaaacgegegaggeage

agatcaattcgcgegegaaggegaageggeatgcataatgtecctgtcaaatggacgaageagggattctgeaaace
ctatgctactcegtcaagecgtcaattgtetgattcgttaccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcac
aaccggcacggaactcgetcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgegagaaatagagttgatcgtcaaaac

caacattgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtoctcaaaageagettcgectggetgatacgttggtect

cgegecagcttaagacgetaatcectaactgetggeggaaaagatgtgacagacgegacggegacaageaaacatg
ctgtgegacgetggegatatcaaaattgetgtetgecaggtgategetgatgtactgacaagectegegtaceegattat

ccatcggtggatggagegactcgttaatcgettccatgegecgeagtaacaattgetcaageagatttatcgecageag

ctcegaatagegecectteceecttgeccggegttaatgatttgcccaaacaggtegetgaaatgeggetggtgegetteat
ccggecgaaagaaccecgtattggcaaatattgacggecagttaagecattcatgecagtaggegegeggacgaaag
taaacccactggtgataccattcgcgagectccggatgacgaccgtagtgatgaatctetcetggecgggaacageaaa
atatcacceggteggeaaacaaattetegtecctgatttttcaccaccccctgaccgegaatggteagattgagaatataa
cctttcattcccageggteggtcgataaaaaaatcgagataaccgtiggectcaatcggegttaaaccecgecaccagat

gggcattaaacgagtatcceggeageaggggatcattttgegettcagecatacttttcatactcccgecattcagag

pBAD-CD19
LS202/H
K136X mt

aagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgccgtcactgegtettttactggctcttctcgetaaccaaaccggtaac
cctgattatttgcacggagtcacactttgctatgecatageatttttatccataagattageggatcctacctgacgetttttat
cgcaactctctactgtttctccataccegtttttttggectagaaataattttgtitaactttaagaaggagaatacatcaacta
gtacgcaagttcacgtaaaaagggtatctagaggttgaggotoattttatgaaaaagaatatcgeatttcttettgetageat
gttcgttttttctattgctacaaacgceatacgctgacatccagatgacacagactacatccteectgtetgectetetggga
gacagagtcaccatcagttgcagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattggtatcagcagaaaccagatggaa
ctgttaaactcctgatctaccatacatcaagattacactcaggagtcecatcaaggttcagtggcagtggotctggaaca
gattattctctcaccattagcaacctggagcaagaagatattgccacttacttttgccaacagggtaatacgcticegtaca
cgticggagggoooaccaagcttgagatcaaacgaactgtggctgcaccatctgtettcatcttcccgecatctgatga
geagttgaaatctggaactgectctgtegtgtecctgetgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtgeaag
gtggataacgecctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagageaggacagcaaggacageacctacagee
tcagcagcaccctgacgetgagcaaageagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacccatcaggg
cctgTAGtcgeccgtcacaaagagcettcaacaggggagagtgttaagetggggateetetagaggttgaggtgattt
tatgaaaaagaatatcgcatttcttcttgcatctatgttcgtittttctattgctacaaacgegtacgetgaggtgaaactgea
ggagtcaggacctggectggtggegeectcacagagectgteegtecacatgeactgtetcaggggtetcattaccega
ctatggtgtaagetggattcgecagecteccacgaaagggtetggagtogctggpagtaatatgggetagtgaaaccac
atactataattcagctctcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactccaagagecaagttttcttaaaaatgaacag
tctgcaaactgatgacacagcecatttactactgtgecaaacattattactacggtggtagctatgctatggactactggeg
ccaaggaacctcagtcaccgtetectcagectecaccaagggeccateggtctteecccetggeaccctectccTAG
ageacctctggggegcacageggcecctgggetgectggtcaaggactacttccccgaaceggtgacggtgtegtgga
actcaggcegecctgaccageggegtgeacaccttceeggetgtectacagtectcaggactctactcectcageageg
tggtgactgtgcectetageagettgggcacccagacctacatetgeaacgtgaatcacaageccagceaacaccaagg
tggacaagaaagttgageccaaatettgtgacaaaactcacacataataagtcgaccgatgeccttgagagecttcaac
ccagtcagcetecttceggtgggegeggggcatgactatcgtegeegeacttatgactgtettetttatcatgcaactegta
ggacaggtgccaaacggtcteccagettggctgttttgocggatgagagaagattttcagectgatacagattaaatcaga
acgcagaageggtctgataaaacagaatttgectggeggeagtagegcggtggtececcacctgaccecatgecgaact
cagaagtgaaacgccgtagegcecgatggtagtgtgpootetccccatgcgagagtaggpaactgccaggcatcaaat
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aaaacgaaaggctcagtcgaaagactggecctttcgttttatctgttgtttotcggteaacgetctectgagtaggacaaa
tccgecgggageggatttgaacgttgecgaageaacggeccggagggtggegggcaggacgeccgecataaactge
caggcatcaaattaagcagaaggccatcctgacggatggcctttttgcgtttctacaaactctttttgtttatttttctaaatac
attcaaatatgtatccgcetcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattca
acatttccgtgtcgeccttattcecttttttgeggcattttgectteetgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaa
gatgctgaagatcagttgggtecacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcg
ccccgaagaacgttttccaatgatgagceacttttaaagttetgetatgtggegeggtattatceegtgttgacgecgggea
agagcaactcggtcgecgceatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaageatcttacgg
atggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgeggecaacttacttetgacaac

gatcggaggaccgaaggagcetaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactegecttgategttgggaaceg
gagctgaatgaagccataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgegcaaact
attaactggcegaactacttactctagettcceggeaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggacca

cttetgegeteggececticeggetggetggtttattgctgataaatetggageeggtgagegtgggtetegeggtatcatt
geagcactggggcecagatggtaagecctececgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaa
cgaaatagacagatcgcetgagataggtocctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatacttt
agattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgt
gagttttcgttccactgagegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatetg
ctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttatttoccggatcaagagcetaccaactctttticcgaagg
taactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactct

gtagcaccgcectacatacctegetctgetaatectgttaccagtggctgctgecagtggcgataagtegtgtettacegg

gttggactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtcgggctgaacgggggottcgtgcacacageccage
ttggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetatgagaaagegecacgettcccgaaggga

gaaaggcggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccaggggeaaa

cgectggtatctttatagtectgtcgggtttcgecaccetctgacttgagegtegatttttgtgatgctegtcaggggggcgg
agcctatggaaaaacgecagcaacgeggcectttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttetttectge
gttatccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgetcgecgeagecgaacgaccgage
geagcgagtcagtgagegaggaageggaagagegectgatgeggtattttctccttacgeatctgtgeggtatttcaca
ccgcatatggtgeactctcagtacaatctgetctgatgecgceatagttaagecagtatacacteegetategetacgtgac
tgggteatggetgegeccegacaccegecaacacccgetgacgegecctgacgggettgtetgeteeeggeateege
ttacagacaagctgtgaccgtetcecgggagetgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggea

gcagatcaattcgegegegaaggegaageggcatgcataatgtgectgtcaaatggacgaageagggattctgeaaa
ccctatgetactecgtcaagecgteaattgtetgattegttaccaattatgacaacttgacggctacatcatteactttttctte
acaaccggeacggaactecgetcgggcetggecceggtgcattttttaaataccegegagaaatagagttgatcgtcaaa

accaacattgcgaccgacggtggegataggeatccgggtgpotoctcaaaageagettegectggctgatacgttggte
ctcgegecagettaagacgctaatcectaactgetggeggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagceaaacat
gctgtgcgacgcetggcgatatcaaaattgetgtetgccaggtgatcgctgatgtactgacaagecetcgegtaccegatta
tccatcggtggatgoagcgactcgttaatcgettccatgegecgeagtaacaattgetcaagcagatttatcgeccageag
ctccgaatagegceccttccecttgeceggegttaatgatttagcccaaacaggtegetgaaatgeggetggtocgcttcat
ccgggcgaaagaaccecgtattggcaaatattgacggecagttaagecattcatgecagtaggegegeggacgaaag
taaacccactggtgataccattcgegagectecggatgacgacegtagtgatgaatctctectggegggaacageaaa
atatcacccggtcggcaaacaaattctcgteectgatttttcaccaccecctgaccgegaatggteagattgagaatataa
cctttcattcccageggteggtegataaaaaaatcgagataaccgttggectcaatcggegttaaacccgecaccagat

gggcattaaacgagtatcceggceagcaggggatcattttgegettcagecatacttttcatactcccgecattcagag

LV-EF1a-
CD19(FMC63)
-BBZ

caggtggcacttttcggggaaatgtgegeggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatcegetcatga
gacaataaccctgataaatgcticaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttcegtgtegeccttattee

cttttttgcggcattttgccttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttggots
cacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgecccgaagaacgttttccaatg
atgagcacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatccegtattgacgecgggcaagagcaactcggtegecgeat
acactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggeatgacagtaagagaat
tatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgeggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagc
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taaccgcttttttgcacaacatgggpegatcatgtaactcgecttgategttggoaaccggagetgaatgaagecatacea
aacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggegaactacttact
ctagcttcccggeaacaattaatagactggatggaggeggataaagttgcaggaccacttctgegeteggeectteegg
ctggctggtttattgctgataaatctggageceggtgagegtgggtctcgeggtatcattgcageactggggccagatggt
dagcectceegtatcgtagttatctacacgacggopagtcagpcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgag
ataggtocctcactgattaagceattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcattttta
atttaaaaggatctaggtgaagatectttttgataatcteatgaccaaaateecttaacgtgagttttegttccactgagegte
agacccogtagaaaagatcaaaggatcticttgagatectttttttetgegegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaace
accgcetaccageggtggtttgtttgccggatcaagagcetaccaactetttttccgaaggtaactggettcageagagege
agataccaaatactgtccttctagtgtageegtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgectacataccteg
ctctgetaatcetgttaccagtgactgctgecagtegcgataagtegtgtettaccgggttggactcaagacgatagttac
cggataaggegeageggtcggoctgaacggggooticgtgcacacageccagettggagegaacgacctacaceg
adactgagatacctacagegtgagetatgupgagagegecacgetteccgaaggeagaaagecgpacagetatcegat
aagcggceagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaacgectggtatetttatagtectgte
gggtttcgecacctctgacttgagegtegattittgtgatgetcgtcagggggocggagectatggaaaaacgecagea
acgcggcctttttacggttcctggcecttttgetggocttttgetcacatgttetttcctgegttatccectgattetgtggataa
ccgtattaccgoctttgagtgagctgatacegetegeegeagecgaacgaccgagegeagegagteagtgagegag
gaagcggaagagegeccaatacgeaaaccgecteteccecgegegttggecgattecattaatgeagetggcacgaca
getttcccgactggaaageggecagtgagegcaacgeaattaatgtgagttagetcactcattaggeaccecaggcttt
acactttatgcttccggetegtatgttgtgtogaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacagetatgaccatgat
tacgccaagegegeaattaacccetcactaaagggaacaaaagetggagetgeaagcttaatgtagtcttatgcaatact
cttgtagtottgcaacatggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageaccgtgcatgecgattg
gtggaagtaaggtostacgatcgtgecttattaggaagecaacagacgggtetgacatggattggacgaaccactgaa
ttgcegeattgecagagatattgtatttaagtgectagetegatucaataaacgggtetetetggttagaccagatctgagec
tgggagctctetggetaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgecttgagtgcttcaagtagtgtotace
cgtetgttgtoteactctggtaactagagatcectcagaccecttttagtcagtgtggaaaatctctageagtggegeccga
acagggeacctganagegasageoaadccagagetctetcgacgcageacteggcttgctgaagegcgcacggcaa
gaggegagggecggegactggtoagtacgecaaaaattttgactageggaggctagaaggagagagatggotocy
agagcgtcagtattaageggpegagaattagatcgegatgggaaaaaatticggttaaggecagggggaaagaaaaa
atataaattaaaacatatagtatggocaagcagggagctagaacgattcgcagttaatcctggectgttagaaacatcag
aaggctgtagacaaatactgggacagctacaaccatcccticagacaggatcagaagaacttagatcattatataataca
gtagcaaccetctattgtgtpcatcasaggatagagataaaagacaccaaggaagetttagacaagatagaggaagag
caaaacaaaagtaagaccaccgeacagcaageggecegetgatcticagacetggaggageagatatgaggoacaat
tggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaattgaaccattaggagtageacccaccaaggcaaagagaaga
gtggtocagagagaaaaaagagcagtgeoaataggagctttgttecttgggticttgggagcageaggaageactatg
ggcgcagcectcaatgacgetgacggtacaggecagacaattattgtctggtatagtgcagcagcagaacaatttgetga
gogctattgagpepcaacagceatctgttgcaactcacagtetgggecatcaageagetecaggcaagaatectggetg
tggaaagatacctaaaggatcaacagetectggggatttggepttoctctggaaaactcatttgecaccactgetgtgectt
ggaatgctagttggagtaataaatctctggaacagattggaatcacacgacctggatggagtggpacagagaaattaa
caattacacaagettaatacactccttaattgaagaatcgcaaaaccageaagaaaagaatgaacaagaattattggaat
tagataaatgggcaagtttgtggaattgotttaacataacaaattggcetptgptatataaaattattcataatgatagtagga
ggcttggtaggtttaagaatagittttgetgtactttctatagtgaatagagttaggcagggatattcaccattategtttcag
acccaccteccaacceegaggggaccegacageccegaaggaatagaagangaagptgragapagagacagag
acagatccattcgattagtgaacggatctcgacggttaacttttaaaagaaaaggggegattggopootacagtgcag
gogaaagaatagtagacataatagcaacagacatacaaactaaagaattacaaaaacaaattacaaaaattcaaaatttt
atcgagctttgcaaagatgoataaagttttaaacagagaggaatctttgcagcetaatggacctictaggtcttgaaaggag
tgcctCGTGAGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCA
CAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGUOGTCGGCAATTGAACCGGTGCCT
AGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGC
TCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGT
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CGCCGTGAACGTTCTTITICGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTA
AGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCC
CTITGCGTGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGAT
CCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGTGGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTT
AAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGCGCTG
GGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCT
TTCGATAAGTCTCTAGCCATTTAAAATTTTITGATGACCTGCTGCGACGCT
TTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCCAAGATCTGCACACT
GGTATTTCGGTTTTITGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCATCCC
AGCGCACATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAA
TCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCCGGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCT
CGCGCCGCCATGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGOTC
GGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGL
AGGGAGCTCAAAATGGAGGACGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGOGTG
AGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCGTCGCTTC
ATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTC
TCGAGCTTTTGGAGTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATG
CGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGACTGAAGTTAGGCCAG
CTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTITGGA
TCTTGGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTITCTTCC
ATTTCAGGTGTCGTGAggaatteggtaccgeggecgeccggggatecatggecttaccagtgaccgee
ttgetectgecgetggecttgetgetccacgecgecaggecggacatccagatgacacagactacatccteectgtetg
cctetetgggagacagagtcaccatcagttgcagggcaagtcaggacattagtaaatatttaaattggtatcagcagaaa
ccagatggaactgttaaactcctgatctaccatacatcaagattacactcaggagtcecatcaaggttcagtggcagtes
gtetggaacagattattctctcaccattagcaacctggageaagaagatattgecacttacttttgccaacagggtaatac

getteegtacacgticggaggggooaccaagetggagatcacaggtggeggtegctegggcggtogtegoteggot
geeggoggatctgaggtgaaactgeaggagteaggacctggectggtggegeectcacagagectgtecgteacat

geactgtctcaggggtctcattaccegactatggtgtaagetggattcgecagectccacgaaagggtctggagtgoct
gegagtaatatggeggtagtgaaaccacatactataattcagetctcaaatccagactgaccatcatcaaggacaactcec

aagagccaagttttcttaaaaatgaacagtctgcaaactgatgacacagecatttactactgtgecaaacattattactacg
gtggtagctatgctatggactactgggeccaaggaacctcagtecaccgtetectcaaccacgacgecagegecgega

ccaccaacaccggegeccaccategegtegeagececctgtecetgegeccagaggegtgecggecageggeggs

gggegcagtgcacacgagggeoctggacticgectgtgatatctacatetggeegeccttggecggpacitgtpoey
tcetictectgteactggttatcacectttactgeaaacggggcagaaagaaactectgtatatatticaaacaaccatttatg
agaccagtacaaactactcaagaggaagatgoctgtagctgccgatttccagaagaagaagaaggagoatgteaact
gagagtgaagttcagcaggagegeagacgececcgegtacaageagggccagaaccagetctataacgagetcaat
ctaggacgaagagagaagtacgatgttttggacangagacgtggecggeacectgagatgguoooaaagccgasd
aggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggagocctacagtgagattggoa
tganaggegagcgecgpagggocaageercacgatggectttaccagggtetcagtacagecaccaaggucacct
acgacgcccttcacatgeaggecctgeccectegetaagtcgacaatcaacctctggattacaaaatttgtgaaagattg
actggtattcttaactatgttgctecttttacgetatgtggatacgetgctttaatgoctttgtatcatgetattgettceegtaty
gotttcattttctectecttgtataaatcetggttoctgtetetttatgaggagttotpeccogttgtcaggcaacgtgecate

gtotgcactgtgtttgctgacgeaacceccactggttgggocattgecaccacctgtcagetectttececgggactticget
ttcceecteectattgecacggeggaactcategecgectgectigecogetgetggacagggocteggctgtiggec

actgacaattcegtggtotteteggppaagetgacgtecttteccatggctgetcgectgtgttuccacctggattetgege
gggacgtecttetgetacgteccttecggecctcaatccageggaccttecttcececgeggectgetgecggetctgeggce
ctettcegegtettcgecttcgecctecagacgagtcggatetecctttgggecgecteccegectggaaticgagetegg
tacctttaagaccaatgacttacaaggcagcetgtagatcttagecactttttaaaagaaaaggggpgoactggaagegcta
attcactcccaacgaagacaagatctgettittgettgtactggetetctetggttagaccagatetgagectgggagctet
ctgpctaactagggaacccactgcttaagectcaataaagettgectigagtgcticaagtagtgtgtgecegtetgtigt
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gtgactctggtaactagagatccctcagacccttttagtcagtgtggaaaatctctagecagtagtagttcatgtcatcttatt

attcagtatttataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggaacttgtttattgcagcttataatggttacaaata

aagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatct
tatcatgtctggcetetagetatccegeccctaacteegeccagttccgeccattcteccgececatggetgactaatttttttta
tttatgcagaggecgaggecgecteggectcetgagetattccagaagtagtgaggagecttttitggaggcectaggcettt
tgcgtcgagacgtacccaattcgecctatagtgagtegtattacgegegetcactggecegtegttttacaacgtegtgact
gggaaaaccctggegttacccaacttaatcgecttgecageacateccectttegecagetggegtaatagegaagagg

cccgeaccgatcgeccttcccaacagttgegeagectgaatggegaatggegegacgegecctgtageggegceatta
agegcggegggtateotopttacgcgcagegtgaccgctacacttgecagegecectagegeccgetectttcgetttet
tcecttectttetcgecacgttcgecggcetttccccgtcaagetctaaatcggggoctecctttagggattcegatttagtoct
ttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattaggoteatgettcacgtagtggoccatcgecctgatagacggttttteg

ccctttgacgttggagtecacgttetttaatagtgeactcttgticcaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctatt

cttttgatttataagggattttgccgatttcggcectattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgegaattttaa

caaaatattaacgtttacaatttcc

Para la tabla 12: EN NEGRITA, SUBRAYADO, MAYUSCULAS = sitio mutante ambar

Tabla 15. Secuencia de aminoacidos de dominios de interaccion con la diana (anticuerpos) de interruptores de

CAR-EC

NOMBRE ISDEQ SECUENCIA

Cadena ligera | 10 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVGIAVAWYQQKPGK

Sotcot do e VPKLLIYWASTRHTGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATY

natural YCQQYSSYPYTFGQGTKLEIK

Cadena pesada | 11 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFSRYWMSWVRQAP

Sotcot ot GKGLEWIGEINPDSSTINY APSLKDKFIISRDNAKNSLYLQMNS

natural LRAEDTAVYYCARPDGNYWYFDVWGQGTLVTVSS

Cadena ligera | 12 | DIQMTQSPSSMSVSVGDRVTITCHSSQDINSNIGWLQQKPGKSF

do poriiouePo KGLIYHGTNLDDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYC

(Hu806 VL) VQYAQFPWTFGGGTKLEIK

Cadena pesada | 13 QLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDFAWNWIRQPPGKG

g0 paousrPo LEWMGYISYSGNTRYQPSLKSRITISRDTSKNQFFLKLNSVTAA

(Hu806 HL) DTATYYCVTAGRGFPYWGQGTLVTVSS

Cadena ligera | 14 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRANQGISNNLNWY QQKPGKA

de  paneuerpo PKPLIYYTSNLQSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYC

(BCMA98) QQFTSLPYTFGQGTKLEIK

Cadena pesada | 15 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNFDMAWVRQAPG

o BP0 KGLVWVSSITTGGGDTYYADSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMD

(BCMA98) SLRSEDTAVYYCVRHGYYDGYHLFDYWGQGTLVTVSS

Cadena figera | 16| DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGT

CD19 VKLLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFC
QQGNTLPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada | 17

de Fab anti-CD
19

EVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRK
GLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQ
TDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV

HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHT
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Tabla 16. Secuencia de aminoacidos de TID de interruptores de molécula pequefia de CAR-EC

NAME SEQID SECUENCIA

SS-14 (analogo de somatostatina) | 18 Ala-Gly-ciclo(Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-
Cys)

OC (analogo de somatostatina) 19 D-Phe1-ciclo(Cys2-Phe3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr(ol)8

TOC (analogo de somatostatina) 20 D-Phe1-ciclo(Cys2-Tyr3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr(ol)8

TATE (analogo de somatostatina) | 21 D-Phe1-ciclo(Cys2-Tyr3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr8

NOC (analogo de somatostatina) 22 D-Phe1-ciclo(Cys2-1-Nal3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr(ol)8

NOC-ATE (analogo de | 23 D-Phe1-ciclo(Cys2-1-Nal3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr8

somatostatina)

BOC (analogo de somatostatina) 24 D-Phe1-ciclo(Cys2-BzThi3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr(ol)8

BOC-ATE (analogo de | 25 D-Phe1-ciclo(Cys2-BzThi3-D-Trp4-Lys5-Thr6-Cys7)Thr8

somatostatina)

KE108 (analogo de somatostatina) | 26 Tyr-ciclo(DAB-Arg-Phe-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe)

LM3 (analogo de somatostatina) 27 p-Cl-Phe-ciclo(D-Cys-Tyr-D-Aph(Cbm)-LysThr-Cys)D-Tyr-NH2

BN (analogo de bombesina) 28 pGlu1-GIn2-Arg3-Leu4-Gly5-Asn6-GIn7-Trp8-Ala9-Val10-Gly11-
His12-Leu13-Met14-NH2

RP527 (analogo de bombesina) 29 N3S-Gly-5-Ava-[GIn7-Trp8-Ala9-Val10-Gly11-His12-Leu13-Met14-
NH2]

Demobesin 1 (andlogo de | 30 N40-1-bzig0 [D-Phe6-GIn7-Trp8-Ala9-Val10-Gly11-His12-Leu-

bombesina) NHEt13]

Demobesin 4 (andlogo de | 31 N4-[Pro1-GIn2-Arg3-Tyr4-Gly5-Asn6-GIn7-Trp8-Ala9-Val10-

bombesina) Gly11-His12-Leu13-Nle14-NH2]

BBS-38 (analogo de bombesina) 32 (NaHis)Ac-B-Ala-B-Ala-[GIn7-Trp8-Ala9-Val10-Gly11-His12-
Cha13- Nle14-NH2]

BAY 86-4367 (andlogo de | 33 3-ciano-4-trimetilammonio-benzoil-Ala(SO3H)-Ala(SO3H)-Ava-

bombesina) [GIn7-Trp8-Ala9-Val10-NMeGly11-His12-Sta13-Leu14-NH2]

MG (analogo de minigastrina) 34 Leu1-Glu2-Glu3-Glu4-Glu5-Glu6-Ala7-Tyr8-Gly9-Trp10-Met11-
Asp12-Phe13-NH2

MGO (analogo de minigastrina) 35 D-Glu1-Glu2-Glu3-Glu4-Glu5-Glu6-Ala7-Tyr8-Gly9-Trp10-Met11-
Asp12-Phe13-NH2

MG11 (analogo de minigastrina) 36 D-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

H2-Met (andlogo de minigastrina) | 37 His-His-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

H2-Nle (analogo de minigastrina) | 38 His-His-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH2

Demogastrin (analogo de | 39 N4-D-Glu-(Glu)5-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

minigastrina)

Ciclo-MG1 (anéalogo de | 40 c(y-D-Glu-Ala-Tyr-D-Lys)-Trp-Met-Asp-Phe-NH2

minigastrina)

MGD5 (analogo de minigastrina) 41 Gly-Ser-Cys(succinimidopropionil-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-
Phe-NH2)-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Nle-Asp-Phe-NH2

Buserelina (analogo de GnRHg) 42 pGlu1-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-D-Ser(tBu) 6-Leu7-Arg8-Pro9-
NHC2H5

Goserelina (analogo de GnRH) 43 pGlu1-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-D-Ser(tBu) 6-Leu7-Arg8-Pro9-
AzGly10-NH2

Leuprolida (analogo de GnRH) 44 pGlu1-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-D-Leu6-Leu7-Arg8-Pro9-NHC2H5

Nafarelina (analogo de GnRH) 45 pGlu1-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-D-Nal (2) 6-Leu7-Arg8-Pro9-NHC2H5

Triptorelina (analogo de GnRH) 46 pGlu1-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-D-Trp6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10-NH2

Abarelix (analogo de GnRH) 47 Ac-D-Ala1-D-Cpa2-D-Ala3-Ser4-Tyr5-D-Asp6-Leu7-llys8-Pro9-
DAla10-NH2

Acilina (analogo de GnRH) 48 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-Aph(Ac)5-D-Aph(Ac)6-Leu7-
llys8-Pro9-D-Ala10-NH2

Antarelix (analogo de GnRH) 49 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-Tyr5-D-Hci6-Leu7-llys8-Pro9-
DAla10-NH2

Antida (analogo de GnRH) 50 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-Lys(Nic)5-D-Lys(Nic)6-Leu7-
llys8-Pro9-D-Ala10-NH2

Azalina B (analogo de GnRH) 51 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-Aph (Atz) 5-D-Aph(Atz)6-Leu7-
llys8-Pro9-D-Ala10-NH2

Cetrorelix (analogo de GnRH) 52 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-Tyr5-D-Cit6-Leu7-Arg8-Pro9-
DAla10-NH2

Degarelix (analogo de GnRH) 53 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-Aph(L-hidroorotil)5-D-Aph
(carbamoil)6-Leu7-llys8-Pro9-D-Ala10-NH2

Ganirelix (analogo de GnRH) 54 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pa13-Ser4-Tyr5-D-hArg  (Et2)6-Leu7-hArg
(Et2)8-Pro9-D-Ala10-NH2

Ozarelix (analogo de GnRH) 55 Ac-D-Nal1-D-Cpa2-D-Pal3-Ser4-N-MeTyr5-D-hCit6-Nle7-Arg8-
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Pro9-D-Ala10-NH2

LHRH 56 Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2
Tabla 17. Secuencia de aminoacidos de ligador de interruptor de CAR-EC
NOMBRE SEQID SECUENCIA
Ligador 57 (GGGGS)n, en la que n=1
Ligador de 25 aminoacidos 58 SSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDG

115




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741308 T3

REIVINDICACIONES

Interruptor para activar una célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC), comprendiendo el
interruptor:

a. un dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor
de antigeno quimérico en la CAR-EC; y

b. un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el TID
interacciona con una molécula de superficie en una célula diana, y en el que el CAR-ID se une al TID por
medio del aminoacido no natural.

Interruptor segun la reivindicacion 1,

a. que comprende ademas un ligador,

(i) en el que el ligador une el CAR-ID al TID por medio del aminoacido no natural,

(i) en el que el ligador une de manera especifica de sitio el CAR-ID al aminoacido no natural del TID, o

(iii) en el que el ligador comprende preferiblemente un grupo aminooxilo, grupo azida, grupo ciclooctino, o
una combinacion de los mismos en uno o mas extremos terminales; o

b. en el que el CAR-ID comprende una molécula pequefia, en el que la molécula pequeia es
(i) un hapteno,

(ii) isotiocianato de fluoresceina (FITC), en el que el TID se conjuga con un isotiocianato de FITC o comprende
ademas un ligador que se conjuga con un isotiocianato de FITC, o

(iii) biotina.
Interruptor segun la reivindicacion 1,
a. en el que el TID se basa en o se deriva de al menos una porcién de un anticuerpo; o

b. en el que el TID se basa en o se deriva de al menos una porcion de un fragmento variable de cadena
sencilla (scFv); o

c. en el que el TID se basa en o se deriva de al menos una porcién de un anticuerpo anti-CD 19; o

d. en el que el TID se basa en o se deriva de al menos una porcién de un dominio variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo anti-CD 19; o

e. en el que el TID se basa en o se deriva de al menos una porcién de un anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y
anti-Her2; o

f. en el que el TID se basa en o se deriva de al menos una porciéon de un dominio variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA,
anti-CEA, anti- CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2 y en el que el aminoacido no natural se inserta en la
porcién del anticuerpo a partir de la cual se basa o se deriva el TID, o reemplaza a un aminoacido del
anticuerpo a partir del cual se basa o se deriva el TID.

Composiciéon que comprende una pluralidad de interruptores para activar una célula efectora con receptor de
antigeno quimérico (CAR-EC), en la que un interruptor de la pluralidad de interruptores comprende (a) un
dominio de interacciéon con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un receptor de
antigeno quimérico en la CAR-EC; y (b) un dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un
aminoacido no natural, en la que el TID interacciona con una molécula de superficie en una célula diana, en
la que el CAR-ID se une al TID por medio del aminoacido no natural y en la que al menos aproximadamente
el 60% de los interruptores son estructuralmente homologos.

Composicion segun la reivindicacion 4,

a. en la que el CAR-ID comprende una molécula pequefia; o
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b. en la que el CAR-ID comprende isotiocianato de fluoresceina (FITC); o

c. en la que el TID comprende una molécula pequefia seleccionada del grupo que consiste en acido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico, folato, o un derivado del mismo; o

d. en la que el interruptor de la pluralidad de interruptores comprende ademas un ligador, en la que el ligador
une el CAR-ID al TID.

Composicion segun la reivindicacion 4,

a. en la que el CAR-ID se une al mismo sitio predeterminado en el TID en al menos aproximadamente el 80%
de los interruptores.

Primer interruptor de célula efectora con receptor de antigeno quimérico (CAR-EC) para su uso en un método
de tratamiento de una enfermedad, comprendiendo el interruptor:

i. un primer dominio de interaccion con receptor de antigeno quimérico (CAR-ID) que interacciona con un
receptor de antigeno quimérico en la CAR-EC; y

ii. un primer dominio de interaccion con la diana (TID) que comprende un aminoacido no natural, en el que el
TID interacciona con una primera molécula de superficie en una célula diana y en el que el TID comprende
un CAR-ID unido de manera especifica de sitio al TID por medio del aminoacido no natural,

en el que el método comprende administrar el primer interruptor de CAR-EC y administrar ademas una
primera célula efectora con receptor de antigeno quimérico que comprende un receptor de antigeno quimérico
que se une al primer CAR-ID del primer interruptor de CAR-EC a un sujeto.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 7, en el que un ligador une de manera especifica de sitio el
primer CAR-ID al aminoacido no natural del primer TID.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 7, en el que el primer CAR-ID comprende una molécula
pequena.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 9, en el que la molécula pequefia se selecciona de (i) un
hapteno vy (ii) un hapteno seleccionado de isotiocianato de fluoresceina (FITC) o biotina.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 7, en el que el primer TID comprende al menos un fragmento
de unién a antigeno de un anticuerpo o al menos un fragmento de unién a antigeno de un fragmento variable
de cadena sencilla (scFv).

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 7, en el que el primer TID comprende al menos un fragmento
de unién a antigeno de un anticuerpo anti-CD19 o al menos un fragmento de unién a antigeno de un dominio
variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-CD 19.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 7, en el que el primer TID comprende al menos un fragmento
de unioén a antigeno de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-
CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-Her2 o al menos un fragmento de union
a antigeno de un dominio variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en anti-CD20, anti-CD22, anti-CD33, anti-BMSA, anti-CEA, anti-CLL1, anti-CS1, anti-EGFR y anti-
Her2.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 7, que comprende ademas administrar uno o mas segundos
interruptores de CAR-EC al sujeto, comprendiendo cada segundo interruptor de CAR-EC:

i. un segundo CAR-ID que interacciona con un receptor de antigeno quimérico en una célula efectora; y

ii. un segundo TID que comprende un aminoacido no natural, en el que el segundo TID comprende el segundo
CAR-ID unido de manera especifica de sitio por medio del aminoacido no natural; y

en el que el segundo TID interacciona con una molécula de superficie en una célula diana;
en el que el segundo CAR-ID comprendido en cada segundo interruptor de CAR-EC es opcionalmente
(i) el mismo que el primer CAR-ID comprendido en el primer interruptor de CAR-EC o

(i) un segundo CAR-ID que difiere del primer CAR-ID comprendido en el primer interruptor de CAR-EC;

117



10

15

15.

16.

ES 2741308 T3

siempre que si el segundo CAR-ID que difiere del primer CAR-ID, el método comprende ademas administrar
un segundo CAR-EC que comprende un receptor de antigeno quimérico que interacciona con el segundo
CAR-ID del segundo interruptor de CAR-EC.

Interruptor para su uso segun la reivindicacion 14, en el que

(i) el primer TID comprende un anticuerpo anti-CD20 o una porcion de union a antigeno del mismo vy el
segundo TID comprende un anticuerpo anti-CD 19 o un fragmento de union a antigeno del mismo; o

(ii) el primer TID comprende un anticuerpo anti-CD 19 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y el
segundo TID comprende un anticuerpo anti-CD20 o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

Interruptor para su uso segun una cualquiera de la reivindicacién 7-15, en el que la enfermedad es un cancer.
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FIG. 1
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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FIG. 3A-B
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FIG. 3C-D
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FIG. 5B
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FIG. 5C
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FIG. 6A

FIG. 6B
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FIG. 7

Antagonista de CCK2

FIG. 8

Sitio de conjugacion
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FIG. 12

Nalm-6 (ET 5 con respecto a 1 - 24h)

@ LOARY  wFa
A RTIOEY
s Q’?. - VA YR .

& }f‘"";}\ e Especifico de
S HATZIN o pessooss | sitio

- LEAOZK &

e HKIEH o

e LERRKHIKINX

»
<

40+

e DAR QS
S AR Aleatorio
A AR R

20

Citotoxicidad (%)

104 107 10% 102 104 10
Concentracion (pM)

DAR: Razén de FITC con respecto a anticuerpo
promedio de interruptores anti-CD19-FITC
conjugados aleatoriamente

FIG. 13

Modelo de xenoinjerto de C4-2

Vehiculo

" .,
W %///A’;//;Z’/////ﬂ//‘;
§
>

Volumen tumoral (mm?)

NSy
L
NN Y BN
Yo
—_—
ke
K S NS
- . SRS ~
™ OO v e o o N oo PP SN s
13 FERo PR S e S o i 3 3
& o M o Y -y M
N ¥, 133 T RERN RS AR
i3 3 1 s SR SR SR

135



ES 2741308 T3

FIG. 14
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FIG. 16
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FIG. 18
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FIG. 21
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FIG. 22A-D
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FIG. 22E-H
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