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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para inmunoterapia
Antecedentes de la invencion

Cancer de prostata es el cancer mas frecuente en varones en Estados Unidos y la causa de casi 31.000 muertes al
afo. Cuando se diagnostica de manera temprana, el cancer puede tratarse eficazmente mediante cirugia o radiacion.
La enfermedad residual tras la cirugia requiere radiacion y/o terapia hormonal, lo cual puede prevenir la progresion
tumoral y la metastasis. En la actualidad, no existe ningun tratamiento curativo para el cancer de prostata metastasico
que no responde al tratamiento hormonal. La inmunoterapia es una terapia dirigida que en principio proporciona el
tratamiento de tales canceres.

Wilkie et al. (2012) dan a conocer la seleccion doble como diana de ErbB2 y MUC | en cancer de mama usando
receptores de antigeno quiméricos modificados por ingenieria para proporcionar sefalizacion complementaria.
Sadelain et al. (2003) dan a conocer que la modificacion genética de linfocitos T es un enfoque importante para
investigar la biologia de células T normales y aumentar la inmunidad antitumoral. Sadelain et al. revisan estrategias
genéticas dirigidas a aumentar el reconocimiento de antigenos tumorales, potenciar actividades antitumorales y
prevenir el funcionamiento defectuoso de células T. Morgan et al. (2010) dan a conocer un caso clinico de un
acontecimiento adverso grave tras la administracion de células T transducidas con un receptor de antigeno quimeérico
que reconoce ERBB2. Portell ef al. (2012) revisan la terapia con anticuerpos para leucemia linfoblastica aguda (ALL)
y evallan cuatro antigenos en ALL (CD20, CD22, CD52 y CD19) y estrategias terapéuticas para seleccionarlos como
diana.

Las terapias con células T dirigidas que usan células T autélogas genéticamente modificadas estan comenzando a
mostrar evidencias de eficacia terapéutica en melanoma y tumores malignos de células B inactivos. Las estrategias
de modificacion por ingenieria de células T actuales vuelven a dirigir células T del paciente hacia antigenos tumorales
a través de un receptor de células T (TCR) transducido o un receptor de antigeno quimérico (CAR). Sin embargo, la
recién encontrada capacidad de inducir potentes respuestas inmunitarias implica la necesidad de confinar los ataques
inmunitarios al tumor y evitar reacciones contra tejidos normales que pueden expresar el antigeno seleccionado como
diana. Desgraciadamente, la disponibilidad limitada de antigenos realmente restringidos al tumor con frecuencia
impide lograr un direccionamiento altamente especifico. Entre las limitaciones que impiden lograr un direccionamiento
altamente especifico se encuentra la disponibilidad limitada de antigenos realmente restringidos al tumor. Por
consiguiente, se requieren con urgencia nuevos métodos de tratamiento de neoplasia.

Sumario de la invenciéon
La invencioén es tal como se define en las reivindicaciones.

Se dan a conocer células inmunosensibles, incluyendo células T y linfocitos citoliticos naturales (NK), que expresan
un receptor de unidn a antigeno (por ejemplo, CAR o TCR) que tiene actividad de activacion de células inmunitarias y
un receptor coestimulante quimérico (CCR), y métodos de uso de las mismas para el tratamiento de neoplasia,
enfermedad infecciosa y otras patologias.

Ademas se da a conocer una célula inmunosensible aislada que tiene un receptor de reconocimiento de antigeno que
se une a un primer antigeno con baja afinidad, en la que la unién activa la célula inmunosensible, y un receptor
coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno y estimula la célula inmunosensible.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una célula inmunosensible que comprende:

(a) un receptor de antigeno quimérico (CAR) que se une a un primer antigeno y que tras su unién a dicho primer
antigeno puede suministrar una sefial de activacion a la célula inmunosensible, CAR que se une a dicho primer
antigeno con una Kq de 1 x 10 M o mas, mediante lo cual dicha célula inmunosensible muestra actividad citolitica
sustancialmente nula o despreciable contra células que son positivas de manera individual para dicho primer antigeno,

y

(b) un receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno que es diferente del primer antigeno
y que tras su unién a dicho segundo antigeno puede suministrar una sefial coestimulante a la célula inmunosensible,

mediante lo cual la célula inmunosensible muestra un mayor grado de actividad citolitica contra células que son
positivas tanto para el primer antigeno como para el segundo antigeno en comparacién con células que son positivas
de manera individual para el primer antigeno.

Se da a conocer un método de induccién de muerte de células tumorales en un sujeto, comprendiendo el método

administrar una cantidad eficaz de una célula inmunosensible que comprende un receptor de reconocimiento de
antigeno que se une a un primer antigeno con baja afinidad, en el que la unién activa la célula inmunosensible, y un
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receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno y estimula la célula inmunosensible,
induciendo de ese modo muerte de células tumorales en el sujeto.

Se da a conocer un método de tratamiento o prevencioén de una neoplasia en un sujeto, comprendiendo el método
administrar una cantidad eficaz de una célula inmunosensible que comprende un receptor de reconocimiento de
antigeno que se une a un primer antigeno con baja afinidad, en el que la unién activa la célula inmunosensible, y un
receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno y estimula la célula inmunosensible,
tratando o previniendo de ese modo una neoplasia en el sujeto.

Se da a conocer un método de tratamiento cancer de prostata en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una célula T que comprende un receptor de
reconocimiento de antigeno que se une a PSCA o CD19 con baja afinidad, en el que la unién activa la célula
inmunosensible, y un receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a PSMA y estimula la célula inmunosensible,
tratando de ese modo cancer de prostata en el sujeto.

Se da a conocer un método para producir una célula inmunosensible especifica de antigeno, implicando el método
introducir en la célula inmunosensible una secuencia de nucleétidos que codifica para un receptor coestimulante
quimérico (CCR), en el que el receptor coestimulante quimérico tiene un dominio de unién a antigeno acoplado a un
dominio de sefalizacion intracelular que estimula una célula inmunosensible, en el que la célula inmunosensible tiene
un receptor de reconocimiento de antigeno que se une a un primer antigeno con baja afinidad, en el que la unién
activa la célula inmunosensible.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir in vitro una célula inmunosensible
especifica de antigeno, comprendiendo el método:

introducir en la célula inmunosensible una primera secuencia de nucleétidos que codifica para un receptor de antigeno
quimérico (CAR) que se une a un primer antigeno y que tras la unién al primer antigeno puede suministrar una sefial
de activacion a la célula inmunosensible, CAR que se une a dicho primer antigeno con una Kq de 1 x 10® M o0 mas,
mediante lo cual dicha célula inmunosensible muestra actividad citolitica sustancialmente nula o despreciable contra
células que son positivas de manera individual para dicho primer antigeno; e

introducir en la célula inmunosensible una segunda secuencia de nucleétidos que codifica para un receptor
coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno que es diferente del primer antigeno y que tras la
union al segundo antigeno puede suministrar una sefial coestimulante a la célula inmunosensible,

mediante lo cual la célula inmunosensible muestra un mayor grado de actividad citolitica contra células que son
positivas para los antigenos tanto primero como segundo en comparacion con células que son positivas de manera
individual para el primer antigeno.

Se da a conocer una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una célula inmunosensible de
la invencioén (por ejemplo, una célula T especifica de antigeno tumoral en una composicion farmacéutica para el
tratamiento de neoplasia) en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una célula
inmunosensible de la presente invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién proporciona una célula inmunosensible de la presente invencién para su uso en el
tratamiento o la prevencion de un neoplasma, o la induccién de muerte de células tumorales en un sujeto.

En aun otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula T para su uso en el tratamiento de cancer de
préstata, en la que la célula T comprende:

un receptor de antigeno quimérico que se une a PSCA y que tras la unién a PSCA puede activar la célula T, CAR que
se une a PSCA con una Kyg de 1 x 10® M o mas, mediante lo cual dicha célula T muestra actividad citolitica
sustancialmente nula o despreciable contra células que son positivas de manera individual para PSCA, y

un receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a PSMA y que tras la union a PSMA puede suministrar una
sefial coestimulante a la célula T,

mediante lo cual la célula T muestra un mayor grado de actividad citolitica contra células que son positivas tanto para
PSCA como para PSMA en comparacion con células que son positivas de manera individual para PSCA.

Se da a conocer un kit para el tratamiento de una neoplasia, infeccion por patdégeno, un trastorno autoinmunitario o un
trasplante alogénico, conteniendo el kit una célula inmunosensible que tiene un receptor de reconocimiento de
antigeno que se une a un primer antigeno y activa la célula inmunosensible, y un receptor coestimulante quimérico
(CCR) que se une a un segundo antigeno viral y estimula la célula inmunosensible. El kit puede comprender ademas
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instrucciones escritas para usar la célula inmunosensible para el tratamiento de un sujeto que tiene una neoplasia,
una infeccion por patégeno, un trastorno autoinmunitario o un trasplante alogénico.

En diversos ejemplos dados a conocer en el presente documento, la célula inmunosensible se selecciona como que
tiene un receptor de reconocimiento de antigeno con baja afinidad. Esto puede implicar seleccionar la célula
inmunosensible como que tiene un receptor de reconocimiento de antigeno que se une a un primer antigeno con baja
afinidad. En diversos ejemplos de cualquiera de los aspectos dados a conocer en el presente documento, el receptor
de reconocimiento de antigeno se selecciona como que tiene baja afinidad para la expresion en la célula.

Esto puede implicar introducir una segunda secuencia de nucleétidos que codifica para un receptor de antigeno
quimérico, en el que el receptor de antigeno quimérico comprende un segundo dominio de unién a antigeno acoplado
a un segundo dominio de sefalizacion intracelular que activa una célulainmunosensible. El receptor de reconocimiento
de antigeno de la célula inmunosensible de la presente invencién es un receptor de antigeno quimérico (CAR) que se
une a un primer antigeno y que tras su unién a dicho primer antigeno puede suministrar una sefial de activacion a la
célula inmunosensible, CAR que se une a dicho primer antigeno con una Kq4 de 1 x 10 M o0 mas, mediante lo cual
dicha célula inmunosensible muestra actividad citolitica sustancialmente nula o despreciable contra células que son
positivas de manera individual para dicho primer antigeno. En diversas realizaciones de la presente invencion, el
dominio de sefializacion intracelular de dicho receptor de reconocimiento de antigeno es el dominio de sefializacion
de cadena CD3. En diversas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular del receptor coestimulante quimérico
(CCR) es un dominio de sefializacion de CD97, CD11a-CD18, CD2, ICOS, CD27, CD154, CD5, OX40, 4-1BB o CD28.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, el receptor de
reconocimiento de antigeno es exdgeno o enddgeno. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos
definidos en el presente documento, el receptor de reconocimiento de antigeno se expresa de manera recombinante.
En diversas realizaciones, el receptor de reconocimiento de antigeno se expresa a partir de un vector. En diversas
realizaciones, el receptor coestimulante quimérico (CCR) se expresa a partir de un vector. En realizaciones
particulares, la célula inmunosensible expresa un receptor de antigeno recombinante o endégeno que es 19z1 o Pz1.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la célula inmunosensible
es una célula T, un linfocito citolitico natural (NK), un linfocito T citotdxico (CTL), una célula T reguladora, una célula
madre embrionaria humana o una célula madre pluripotente a partir de la cual pueden diferenciarse células linfoides.
En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la célula inmunosensible
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que dicha célula inmunosensible es autéloga.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, el antigeno es un
antigeno tumoral o de patdgeno. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente
documento, uno o mas dominios de unién a antigeno son dominios de unién a antigeno tumoral. En diversas
realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, los antigenos o antigenos tumorales
se seleccionan de CAIX, CEA, CD5, CD7,CD10, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD34, CD38, CD41, CD44, CD49f,
CD56, CD74, CD133, CD138, un antigeno de célula infectada por citomegalovirus (CMV), EGP-2, EGP-40, EpCAM,
erb-B2, erb- B3, erb-B4, FBP, receptor de acetilcolina fetal, receptor de folato-a, GD2, GD3, HER-2, hTERT, IL13R-
a2, cadena ligera x, KDR, LeY, molécula de adhesion celular LI, MAGE-AI, MUC1, mesotelina, ligandos de NKG2D,
NY-ESO0-1, antigeno oncofetal (h5T4), PSCA, PSMA, ROR1, TAG-72, VEGF-R2 y WT-1. En diversas realizaciones,
los antigenos primero y segundo se seleccionan de CD133, un antigeno de célula infectada por citomegalovirus (CMV),
erbB2, KDR mesotelina, ligandos de NKG2D, NYESO0-1, antigeno oncofetal (h5T4), PSCA, PSMA, CD19, VEGF-R2 y
WT-1. En realizaciones particulares, los antigenos primero y segundo se seleccionan de HER2, MUC1, CD44, CD49f,
EpCAM, CEA, CD133, un antigeno de célula infectada por citomegalovirus (CMV), EGP-2, EGP-40, EpCAM, erb-B2,
erb-B3, erb-B4, FBP, KDR, mesotelina, ligandos de NKG2D, NYESO-1, antigeno oncofetal (h5T4), PSCA, PSMA,
VEGF-R2 o WT-1. En realizaciones especificas, los antigenos primero y segundo se seleccionan de CD10 y CD19.
En otras realizaciones, los antigenos primero y segundo se seleccionan de CD56 y CD138. En determinadas
realizaciones, los antigenos primero y segundo se seleccionan de mesotelina, receptor de folato-a, CD44 y CD133.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la neoplasia se
selecciona del grupo que consiste en cancer de prostata, cancer de mama, leucemia de células B, mieloma multiple y
cancer de ovarios. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, el
método reduce el numero de células tumorales, reduce tamafo tumoral y/o erradica el tumor en el sujeto.

En diversas realizaciones, la neoplasia es cancer de prostata y los antigenos tumorales primero y segundo son
antigenos distintos seleccionados de PSCA, PSMA, CD19, CD133, un antigeno de célula infectada por citomegalovirus
(CMV), erb-B2, KDR, mesotelina, ligandos de NKG20, NY-ESO0-1, antigeno oncofetal (h5T4), VEGF-R2 y WT-I. En
diversas realizaciones, la neoplasia es cancer de mama y los antigenos tumorales primero y segundo son antigenos
distintos seleccionados de HER2, MUC1, CD44, CD49f, EpCAM, CEA, CD133, un antigeno de célula infectada por
citomegalovirus (CMV), EGP-2, EGP-40, EpCAM, erb-B2,3,4, FBP, KDR, mesotelina, ligandos de NKG2D, NY- ESO-
1, antigeno oncofetal (h5T4), PSCA, PSMA, VEGF-R2 o WT-1. En realizaciones particulares, la neoplasia es leucemia
de células B y los antigenos tumorales primero y segundo se seleccionan de CD10 y CD19. En determinadas
realizaciones, la neoplasia es mieloma multiple y los antigenos tumorales primero y segundo se seleccionan de CD56
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y C0138. En diversas realizaciones, la neoplasia es cancer de ovarios y los antigenos tumorales primero y segundo
son antigenos distintos seleccionados de mesotelina, receptor de folato-a, CD44 y CD133.

La invencién proporciona composiciones y métodos que proporcionan el direccionamiento de células T a células
tumorales. Se aislaron composiciones y articulos definidos por la invencion o se fabricaron de otro modo en relacién
con los ejemplos proporcionados a continuacion. Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes
a partir de la descripcion detallada y a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-C son graficos que representan el disefio y la expresion de vector de receptor de antigeno quimérico
(CAR) y receptor coestimulante quimérico (CCR) mediante transduccion de células T humanas primarias. (A)
representa la generacion de CAR mediante fusion de cadenas pesada y ligera de dominios variables de
inmunoglobulina al dominio transmembrana de CDS, que se fusiona a los dominios de sefializacién de CD3 citosodlicos.
Usando un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) para permitir la expresién bicistrénica, puede detectarse
facilmente la expresién de CAR mediante correlacion con fluorescencia de dsRED (datos no mostrados). El CCR se
generd fusionando un scFv a un dominio transmembrana y de sefializacion de CD28'5 fusionado a un dominio de
sefializacion citosolico de 4-1BB (también conocido como CD137).2" La expresion de CCR puede correlacionarse con
la expresion bicistronica de hrGFP (datos no mostrados). Abreviaturas: LTR - repeticion terminal larga; SD - sitio
donador de corte y empalme; SA - sitio aceptor de corte y empalme; VH o VL - dominios pesado o ligero variables,
respectivamente; EC - dominio extracelular; TM - dominio transmembrana; C - dominio citosdlico; IRES - sitio interno
de entrada al ribosoma; dsRED - proteina roja fluorescente de Discosoma sp., hrGFP - proteina verde fluorescente
recombinante humana. (B) representa eficiencias de transduccion representativas de células T humanas primarias
usando estos vectores retrovirales. (C) representa la transduccion de CTL con CAR diferentes y multiples para los
presentes estudios.

Las figuras 2A-D muestran que la activacion de células T humanas mediada por CAR/CCR, de receptor doble, permitio
una funcidon de CTL robusta, proliferacion a largo plazo y erradicacion de tumor potenciada tras la unién de dos
antigenos. (A) muestra que las células T que expresan receptores quiméricos produjeron la lisis de células positivas
para antigeno cuando el CAR especifico para CD19 se expresa por las células T en ensayos de CTL, en comparacion
con células T no transducidas o transducidas con P28BB. Las representaciones graficas son representativas de n > 4
experimentos, con barras de error que representan la desviacion estandar de la media de 3 repeticiones. (B) muestra
la proliferacion a largo plazo de células T mediante cuentas de células T absolutas a lo largo de 31 dias de células T
que expresaban ninguno, uno o ambos de los receptores quiméricos que se cultivaron conjuntamente con lineas de
células tumorales humanas que expresaban ambos o cualquiera de los antigenos solos. Las flechas indican la nueva
estimulacion de células T usando células tumorales recién irradiadas. Sélo se observa proliferacion a largo plazo
robusta cuando células T que expresan receptor doble encuentran ambos antigenos. Las representaciones graficas
son representativas de n > 4 experimentos con barras de error que representan la desviaciéon estandar de la media de
3 repeticiones. (C) representa la eficacia de la erradicacion de tumor sistémica mediante células T que detectan
tumores (TTS) evaluada mediante infusion de 1,0 x 108 células T por via intravenosa (i.v.) en ratones NSG que portan
tumor de préstata humano PC3 CD19*PSMA* que expresa luciferasa. Se midié cuantitativamente la carga tumoral
semanalmente usando BLI. Se muestran imagenes de dos ratones representativos de cada grupo con la intensidad
en pixeles a partir de la luminiscencia de tumores representada en color. Se representd graficamente un promedio de
la carga tumoral con barras de error que representan la desviacion estandar a partir de la media de valores de 6
ratones por grupo. (D) representa la erradicacion selectiva de tumores DP usando un modelo de ratén de tres tumores
inyectando por via subcutanea 1 x 10° células de tumor PC3, cada una de las células positivas para CD19 solo en los
costados izquierdos, células positivas para PSMA solo en los costados derechos, y células positivas tanto para CD19
como para PSMA en los lomos de los ratones. Se aplicaron por infusién intravenosa células T que expresaban 19z1,
P28BB o ambos de 19z1 + P28BB de los receptores quiméricos 7 dias tras la infusion de tumor. Se muestran imagenes
representativas de 2 ratones por grupo que portan estos tumores con luminiscencia de los tumores representada en
color. Se midieron cuantitativamente los tumores usando calibres y se representaron graficamente los volimenes
tumorales frente al tiempo para cada tumor. Las barras de error representan la desviacion estandar a partir de la media
de 6 ratones. Se determind la significacion estadistica usando pruebas t para datos independientes bilaterales para
comparar valores obtenidos a partir de células T 19z1 y células T 19z1 + P28BB y los valores p se representan como
* para <0,05 o ** para <0,01.

Las figuras 3A-E representan que las células T que detectan tumores (TTS) erradicaron de manera selectiva tumores
de prostata humanos cuando se seleccionaron como diana dos antigenos de tumor de prostata. (A) representa la
evaluacion de tres scFv diferentes especificos para PSCA para su ensamblaje para dar anticuerpos biespecificos que
también contienen especificidad para CD3. Se cultivaron conjuntamente células T a una razén de 20:1 con células de
tumor PC3 PSCA" y se afadieron anticuerpos a diversas cantidades y se midi6 la lisis especifica. (B) representa la
generacion de CAR usando los scFv anti-PSCA que presentan una eficacia variada en ensayos de citotoxicidad. La
lisis especifica mediada por CAR de células diana que expresaban PSCA corroboré la eficacia reducida del scFv de
Lzl requiriendo una razén de efector: diana 50 veces superior para lograr el mismo nivel de lisis que el de cualquiera
de Hzl o Mzl. (C) y (D) representan la erradicacion selectiva de tumores de prostata sistémicos que expresaban PSCA
y PSMA que se investigdé usando estos scFV ineficaces. Se establecieron tumores (figura 5) y se trataron tal como se
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describié en la figura 2. Después de 14 dias, se aplicaron por infusién intravenosa 1,0 x 108 células T positivas para
receptor quimérico para Mzl +P28BB (figura 3C) o Lzl + P28BB (figura 3D). Se muestran imagenes de dos ratones
representativos de cada grupo con luminiscencia a partir de tumores representada en color (desde azul = 5 x 10° hasta
rojo = 2 x 107 fotones). Se cuantifico la carga tumoral promedio mediante luminiscencia y se represent6 graficamente
con barras de error que representan la desviacion estandar a partir de la media de valores de 5 ratones por grupo.
Dos ratones que recibieron tumor PSMA (linea verde) murieron después del dia 49 y por tanto se calculé el promedio
del valor medio para la luminiscencia a partir de 3 valores para los dias 56 y 63. La figura 3E muestra que respuestas
antitumorales selectivas Unicamente frente a tumores PSCA*PSMA" se lograron mediante células T Lzl + P28BB en
ratones que también tenian tumores PSCA-PSMA* y PSCA*PSMA, de manera similar a la figura 2D. Se determind la
significacion estadistica usando pruebas t para datos independientes bilaterales para comparar valores obtenidos a
partir de células T Lzl y células T Lzl + P28BB y los valores p se representan como * para <0,05 o ** para <0,01.

Las figuras 4A-D representan la secrecion de citocinas potenciada y la expresion de Bc1xL que se encuentra mediante
células TTS cuando se cultivan conjuntamente con tumores DP. (A) representa el andlisis de citocinas de tipo multiplex
de células T no transducidas o células T transducidas con 19z1, P28BB o ambos 48 horas tras la estimulacién con
primer antigeno usando o bien células de PC3 no transducidas (vacias) o bien células de PC3 CD19*PSMA*. Las
barras de error representan la desviacion estandar a partir de la media de 2 repeticiones bioldgicas. (B-D) representan
el analisis de citocinas de tipo multiplex de células T no transducidas o células T transducidas con CAR anti-PSCA Hzl
(B), Mzl (C) y Lz1 (B), CCR P28BB, o ambos de CAR + CCR que se muestra 48 horas tras la estimulacion con segundo
antigeno usando o bien células vacias o bien células PC3 PSCA+PSMA*. (E) representa el analisis de
inmunotransferencia de tipo Western para Bc1xl realizado usando lisados celulares de células T no transducidas o
células T transducidas con 19z1, P28BB o ambos tras 24 horas tras la estimulacién con antigeno inicial. Se uso la
cantidad total de Akt como control de carga.

La figura 5 representa la generacion de células de tumor de préstata para la expresion de proteina de fusion GFP-
luciferasa de luciérnaga (GFP/Luc) y antigenos tumorales. Se transdujeron células PC3 no transducidas (vacias) con
GFP/Luc y CD19, PSMA, PSCA o una combinacion de dos antigenos usando constructos de expresion retrovirales.
Se purificaron las células mediante FACS de pureza doble para GFP/Luc, CD19, PSMA y/o PSCA.

Las figuras 6A-C ilustran el concepto de células T que detectan tumores. (A) representa que las células TTS que
expresan un CAR eficiente se estimulan de manera potente mediante células A*113* para facilitar la respuesta
inmunitaria frente a células A*. Las células CAR*CCR* pueden unirse a células de antigeno tumoral A* con un CAR
que suministra sefiales de activaciéon de CD3. Esto puede dar como resultado lisis celular a corto plazo. Las células
CAR*CCR* pueden unirse a células de antigeno tumoral B* con un CCR que suministra sefiales de CD28 y CD137.
Esta sefal por si sola no es suficiente para inducir lisis o proliferacién. Sélo cuando se unen células CAR*CCR* a
células de antigeno tumoral A*B* con un CAR y CCR puede proporcionarse tanto activacion como estimulacion. Esto
da como resultado una lisis robusta, proliferacion de células T, secrecion de citocinas potenciada, regulaciéon por
incremento de BclxL, y la capacidad de erradicar de manera selectiva tumores in vivo. Sin embargo, dependiendo de
la eficacia del CAR, estas células CAR*CCR* pueden recircular posiblemente para producir la lisis de células positivas
de manera individual para antigeno especifico para el CAR. La figura 6B representa que reduciendo la eficacia del
CAR, las células TTS pueden rescatarse funcionalmente mediante unién a CCR cuando se encuentran células A*B*
para responder de manera selectiva y erradicar células A*13*, al tiempo que se evita la respuesta frente a células A*.
(C) muestra que expresando de manera conjunta un CAR que suministra una sefial de activacion de TCR tras la unién
a un antigeno tumoral y un segundo CAR que suministra sefiales de estimulacion tras la union a un antigeno tumoral
diferente, los linfocitos T sélo erradicaran tumores que expresan ambos antigenos, pero no tumores que expresan
cualquiera de los antigenos solos.

Descripcion detallada de la invencion
La invencion es tal como se define en las reivindicaciones.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el significado habitualmente entendido por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Las siguientes
referencias proporcionan a un experto una definicién general de muchos de los términos usados en esta invencion:
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science
and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5% ed., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991);
y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Tal como se usan en el presente documento, los
siguientes términos tienen los significados que se les asignan a continuacion, a menos que se especifique lo contrario.

Por “activa una célula inmunosensible” quiere decirse la induccion de transduccion de sefial o cambios en la expresion
de proteina en la célula dando como resultado el inicio de una respuesta inmunitaria. Por ejemplo, cuando se agrupan
cadenas de CD3 en respuesta a la union de ligando y motivos de inhibicion basados en tirosina de inmunorreceptor
(ITAM), se produce una cascada de transduccion de sefial. En determinadas realizaciones, cuando un TCR enddégeno
o un CAR exdgeno se une a antigeno, se produce una formaciéon de una sinapsis inmunolégica que incluye la
agrupacion de muchas moléculas cerca del receptor unido (por ejemplo CD4 o CD8, CD3///, etc.) Esta agrupacion
de moléculas de sefializacion unidas a membrana permite que los motivos ITAM contenidos dentro de las cadenas de
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CD3 se fosforilen. Esta fosforilacion inicia a su vez una ruta de activacion de células T que en Ultima instancia activa
factores de transcripcion, tales como NF-KB y AP-1. Estos factores de transcripcion inducen expresion génica global
de la célula T para aumentar la produccion de IL-2 para la proliferacion y expresar proteinas de células T reguladoras
maestras con el fin de iniciar una respuesta inmunitaria mediada por células T. Por “estimula una célula
inmunosensible” quiere decirse una sefial que da como resultado una respuesta inmunitaria robusta y sostenida. En
diversas realizaciones, esto se produce tras la activacion de células inmunitarias (por ejemplo, células T) o esta
mediado de manera concomitante a través de receptores incluyendo, pero sin limitarse a, CD28, CD137 (4-1BB),
0OX40 e ICOS. Sin limitarse a ninguna teoria particular, recibir multiples sefiales estimulantes es importante para
montar una respuesta inmunitaria mediada por células T robusta y a largo plazo. Sin recibir estas sefiales estimulantes,
las células T rapidamente se inhiben y se vuelven insensibles frente al antigeno. Aunque los efectos de estas sefiales
coestimulantes varian y siguen parcialmente sin entenderse, generalmente dan como resultado un aumento de la
expresion génica con el fin de generar células T antiapoptéticas, proliferativas y de larga duracion que responden de
manera robusta al antigeno para una erradicacion completa y sostenida.

El término “receptor de reconocimiento de antigeno” tal como se usa en el presente documento se refiere a un receptor
que puede activar una célula inmunitaria (por ejemplo, una célula T) en respuesta a la union de antigeno. Los
receptores de reconocimiento de antigeno a modo de ejemplo pueden ser receptores de células T nativos o endégenos
o receptores de antigeno quiméricos en los que un dominio de unién a antigeno tumoral se fusiona a un dominio de
sefializacion intracelular que puede activar una célula inmunitaria (por ejemplo, una célula T). En diversas
realizaciones, un receptor de reconocimiento de antigeno se selecciona para tener una afinidad o avidez baja o minima
por el antigeno.

Por “afinidad” quiere decirse una medida de la fuerza de union entre anticuerpo y un determinante antigénico o hapteno
simple. Sin limitarse a la teoria, la afinidad depende de la proximidad de ajuste estereoquimico entre sitios de
combinacién de anticuerpo y determinantes antigénicos, del tamafo del area de contacto entre los mimos y de la
distribucion de grupos cargados e hidrofobos. La afinidad también incluye el término “avidez”, que se refiere a la fuerza
de la unién antigeno-anticuerpo tras la formacion de complejos reversibles. En la técnica se conocen métodos para
calcular la afinidad de un anticuerpo por un antigeno, incluyendo el uso de experimentos de unién para calcular la
afinidad. En el caso de un anticuerpo (Ac) que se une a un antigeno (Ag), se usa la constante de afinidad (expresada
como la inversa de la constante de disociacion).

Ac + Ag = AcAg

Ka = [AcAq] = 1
[Ac)[AG] Ka

El equilibrio quimico de union de anticuerpo también es la razén de la constante de asociacion (Kairecta) Y COnstante de
disociacion (kinversa)- DOs anticuerpos pueden tener la misma afinidad, pero uno puede tener una constante tanto de
asociacién como de disociacion altas, mientras que el otro puede tener una constante tanto de asociacién como de
disociacion bajas.

Ka= kdirecta = constante de

asociacion

constante de

kinversa disociacion

La actividad de anticuerpo en ensayos funcionales (por ejemplo, ensayo de lisis celular) también refleja la afinidad de
anticuerpo. El receptor de reconocimiento de antigeno de la célula inmunosensible de la presente invencion tiene una
baja afinidad en el intervalo de Ky de 1 x 10 M o0 mas (por ejemplo 10, 50, 106, 5 x 107, 107, 5 x 108, 108 M). El
anticuerpo y las afinidades pueden caracterizarse de manera fenotipica y compararse usando ensayo funcional (por
ejemplo, ensayo de lisis celular).

Por “afinidad” quiere decirse una medida de la fuerza de unién entre anticuerpo y un simple. El término “receptor
coestimulante quimérico” (CCR), tal como se usa en el presente documento se refiere a un tipo especifico de receptor
de antigeno quimérico (CAR) que media en la coestimulacion independientemente de la activacion. Cuando se expresa
en células inmunosensibles en combinacién con un receptor de reconocimiento de antigeno (por ejemplo, CAR o TCR
que activa la célula), el CCR se dirige a un segundo antigeno. En determinadas realizaciones, el CCR tiene una
afinidad media o alta por su antigeno diana.

El término “receptor de antigeno quimérico” (CAR) tal como se usa en el presente documento se refiere a un dominio
de unién a antigeno tumoral que se fusiona a un dominio de sefializacion intracelular que puede activar o estimular
células T. De la manera mas habitual, el dominio de unién extracelular de CAR esta compuesto por un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) derivado a partir de la fusion de las regiones pesada y ligera variables de un
anticuerpo monoclonal murino o humanizado. Alternativamente, pueden usarse scFv que se derivan a partir de Fab
(en lugar de a partir de un anticuerpo, por ejemplo, obtenido a partir de bibliotecas de Fab). En diversas realizaciones,
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este scFv se fusiona a un dominio transmembrana y después a un dominio de sefalizacion intracelular. Los CAR de
“primera generacion” incluyen aquellos que unicamente proporcionan sefales de CD3 tras la uniéon de antigeno, los
CAR de “segunda generacion” incluyen aquellos que proporcionan tanto coestimulacion (por ejemplo CD28 o CD137)
como activacion (CD3). Los CAR de “tercera generacion” incluyen aquellos que proporcionan coestimulacion multiple
(por ejemplo CD28 y CD137) y activacion (CD3). En las aplicaciones de CAR hasta ahora, el CAR se selecciona para
tener una alta afinidad o avidez por el antigeno, lo cual es diferente y distinguible de la invencion descrita en el presente
documento.

Por “polipéptido de CD3” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o
el 100% de identidad con respecto al n.° de referencia de NCBI: NP_932170 o un fragmento de la misma que tiene
actividad activante o estimulante. Un CD3 a modo de ejemplo se proporciona en la tabla 1 a continuacion. Por
“molécula de acido nucleico de CD3” quiere decirse un polinucleétido que codifica para un polipéptido de CD3.

Por “polipéptido de CD8” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o
el 100% de identidad con respecto al n.° de referencia de NCBI: NP_001759 o un fragmento de la misma que tiene
actividad estimulante. Un CD8 a modo de ejemplo se proporciona en la tabla 1 a continuacion. Por “molécula de acido
nucleico de CD8” quiere decirse un polinucleétido que codifica para un polipéptido de CD8.

Por “polipéptido de CD28” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99
o el 100% de identidad con respecto al n.° de referencia de NCBI: NP_006130 o un fragmento de la misma que tiene
actividad estimulante. Un CD28 a modo de ejemplo se proporciona en la tabla 1 a continuacion. Por “molécula de
acido nucleico de CD28” quiere decirse un polinucleétido que codifica para un polipéptido de CD28.

Por “polipéptido de 4-1BB” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99
o el 100% de identidad con respecto al n.° de referencia de NCBI: P41273 o NP_001552 o un fragmento de la misma
que actua como ligando de factor de necrosis tumoral (TNF). Un 4-1BB a modo de ejemplo se proporciona en la tabla
1 a continuacioén. Por “molécula de acido nucleico de 4-1BB” quiere decirse un polinucleétido que codifica para un
polipéptido de 4-1BB.

Por “polipéptido de CD80” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99
o el 100% de identidad con respecto al n.° de referencia de NCBI: NP_005182 o un fragmento de la misma que actua
como un ligando de la superfamilia de Ig. Un polipéptido de CD80 a modo de ejemplo se proporciona en la tabla 1 a
continuacion.

Por “molécula de acido nucleico de CD80” quiere decirse cualquier polinucleétido que codifica para un polipéptido de
CD80. Una molécula de acido nucleico de CD80 a modo de ejemplo es NM_005191.

Por “polipéptido de OX40L” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99
o el 100% de identidad con respecto al n.° de referencia de NCBI: BAB18304 o NP_003317 o un fragmento de la
misma que es un ligando de factor de necrosis tumoral (TNF). Por “molécula de acido nucleico de OX4OL” quiere
decirse un polinucleétido que codifica para un polipéptido de OX40L.

Por “polipéptido de 19z1” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o
el 100% de identidad con respecto a la secuencia proporcionada a continuacion y que tiene actividad activante cuando
se une a CD19.

Por “polipéptido de P28z” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o
el 100% de identidad con respecto a la secuencia proporcionada a continuacion.

Por “CD19” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o el 100% de
identidad con respecto a la secuencia proporcionada a continuacion y puede unirse a CD19.

Por “PSMA” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o el 100% de
identidad con respecto a la secuencia proporcionada a continuacion y puede unirse a PSMA.

Por “P28BB” quiere decirse una proteina que tiene al menos el 85, el 90, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99 o el 100% de
identidad con respecto a la secuencia proporcionada a continuacion y que tiene actividad estimulante cuando se une
a PSMA.

Tabla 1

| SEQIDNO. [ Nombre |
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CD3¢

mkwkalftaa
iygviltalf
eeydvldkrr
eayseigmkg
galppr

ilgaglpite
lrvkfsrsad
grdpemggkp
errrgkghdg

agsfglldpk

apayqqgang
grrknpgegl

lcylldgilf
lynelnlgrr
ynelgkdkma

lygglsta tkdtydalhm

CD8

malpvtalll
lkecqgvllsnp
aegldtgrts
simyfshfvp

peacrpaagg
vitlycnhrn

plalllhaar
tsgecswlfqgp
gkrlgdtfvl
vilpakpttt
avhtrgldfa
rrrvckcprp

psgfrvspld
rgaaasptfl
tlsdfrrene
paprpptpap
cdiyiwapla
vvksgdkpsl

rtwnlgetve
lylsagnkpka
gyyfcsalsn
tiasgplslr
gtcgvlllsl
saryv

CD28

mlrlllalnl
kysynlfsre
ktgfncdgkl
pyldneksng
gvlacysllv

ptrkhygpya

fpsigvtgnk
fraslhkgld
gnesvtfylqg
tiihvkgkhl
tvafiifwvr
pprdfaayrs

ilvkgspmlv
savevcevvyg
nlyvngtdiy
cpsplipgps
skrsrllhsd

aydnavnlsc
nysqglqvys
fckievmypp
kpfwvlvvvg
ymnmtprrpg

4-1BB

mgnscyniva
rngicspcpp
tcdicrgckg
mceqgdckggg
ldgksvlvng
pghspgiist
lyifkgpfmr

tlllvinfer
nsfssaggqr
virtrkecss
eltkkgckdc
tkerdvvcgp
flaltstall
pvgttgeedg

trslgdpcsn

tsnaecdctp
cfgtfndgkr
spadlspgas
fl11ffltlrf
cscripeeee

cpagtfcdnn

gfthclgagcs
gicrpwtncs
svtppapare
svvkrgrkkl
ggcel

CD80

mghtrrggts
evkevatlsc
mniwpeyknr
yekdafkreh
icstsggfpe
sskldfnmtt
dnllpswait
rresvrpv

pskcpylnff
ghnvsveela
tifditnnls
laevtlsvka
phlswlenge
nhsfmcliky
lisvngifvi

gllvlaglsh
gtriywgkek
ivilalrpsd
dfptpsisdf
elnainttvs
ghlrvngtfn
ccltycfapr

fcsgvihvtk
kmvltmmsgd
egtyecvvlk
eiptsnirri
gdpetelyav
wnttkgehfp
crerrrnerl

OX40L

mervgpleen
tyiclhfsal
kedeimkvgn
kdeeplfqglk
ddfhvnggel

vgnaarprfe
gqvshrypriqg
nsviincdgf
kvrsvnslmv
ilihgnpgef

rnklllvasv
sikvgftevk
vlislkgyfs
asltykdkvy
cvl

igglglllct
kekgfiltsg
gevnislhyqg
Invttdntsl

1921

MALPVTALLLPLALLLHAEVKLQOSGAELVRPGSSVKISCKAS
GYAFSSYWMNWVKORPGOGLEWIGQIYPGDGDTNYNGKEFKGOA
TLTADKSSSTAYMQOLSGLTSEDSIWYECARKTISSVVDFEYFEFDY
WGQGTTVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPKEMST SVGD
RVSVTCKASONVGTNVAWYQOKPGOSPKPLIYSATYRNSGVPD
RFETGSGSGTDFTLTITNVQOSKDLADYFCOOYNRYPYTSGGGTK
LEIKRAAAPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGA
VHTRGLDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRVKEFSR
SAEPPAYQQOGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKP
RRKNPOQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMKGERRRGKGHDGLYQG
LSTATKDTYDALHMOALPPR
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8 P28z MALPVTALLLPLALLLHAEVQLOOSGPELVKPGTSVRISCKTSGYTF
TEYTITHWVKQSHGKSLEWIGNINPNNGGTTYNQKFEDKATLTVDKSS
STAYMELRSLTSEDSAVYYCAAGWNEFDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGG
GSGGGGSDIVMTQSHKFMSTSVGDRVSIICKASQDVGTAVDWYQQOKP
GOSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSEDLADYF
COOYNSYPLTFGAGTMLDLKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVK
GKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKR
SRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKEFSRSADA
PAYQOQOGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEG
LYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDAL
HMQALPPR

9 CD19 EVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEW
IGQIYPGDGDTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMOLSGLTSEDSAVY
FCARKTISSVVDEFYFDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIEL
TQSPKFMSTSVGDRVSVTCKRKASONVGTNVANYQQOKPGQSPKPLIYSA
TYRNSGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADYEFCQQYNRYPYTS

GGGTKLETIKR
10 PSMA MMALPVTALLLPLALLLHAEVQLOOSGPELVKPGTSVRISCKTSGYT

FTEYTIHWVKQSHGKSLEWIGNINPNNGGTTYNQKFEDKATLTVDKS
SSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAAGWNEDYWGQGTTVTVSSGGGGSGG
GGSGGGGSDIVMTQSHKEFMSTSVGDRVSIICKASQDVGTAVDWYQOK
PGOSPKLLIYWASTRHTGVPDEFTGSGSGTDEFTLTITNVQSEDLADY
FCOQYNSYPLTFGAGTMLDLKR

11 P28BB MALPVTALLLPLALLLHAEVOQLOOSGPELVKPGTSVRISCKTSGYTF
TEYTIHWVKOQSHGKSLEWIGNINPNNGGTTYNQKFEDKATLTVDKSS
STAYMELRSLTSEDSAVYYCAAGWNEDYWGQGTTVTIVSSGGGGSGGG
GSGGGGSDIVMTQSHKEFMSTSVGDRVSIICKASQDVGTAVDWYQQKP
GOSPKLLIYWASTRHTGVPDREFTGSGSGTDFTLTITNVQSEDLADYF
COQYNSYPLTFGAGTMLDLKRAAAIEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVK
GKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKR
SRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRFSVVKRGRK
KLLYIFKOPFMRPVOTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCE

Las moléculas de acido nucleico utiles en los métodos de la invencion incluyen cualquier molécula de acido nucleico
que codifica para un polipéptido o un fragmento del mismo dado a conocer en el presente documento. No se necesita
que tales moléculas de acido nucleico sean idénticas al 100% con respecto a una secuencia de nucleétidos enddgena,
pero normalmente mostraran una identidad sustancial. Los polinucledtidos que tienen “identidad sustancial” con
respecto a una secuencia endégena pueden hibridarse normalmente con al menos una cadena de una molécula de
acido nucleico bicatenaria. Por “hibridarse” quiere decirse emparejarse para formar una molécula bicatenaria entre
secuencias de polinucleétido complementarias (por ejemplo, un gen descrito en el presente documento), o partes de
las mismas, en diversas condiciones de rigurosidad. (Véase, por ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger (1987) Methods
Enzymol. 152:399; Kimmel, A. R. (1987) Methods Enzymol. 152:507).

Por ejemplo, una concentracion de sal rigurosa sera habitualmente de menos de aproximadamente NaCl 750 mM y
citrato de trisodio 75 mM, preferiblemente menos de aproximadamente NaCl 500 mM y citrato de trisodio 50 mM, y
mas preferiblemente menos de aproximadamente NaCl 250 mM vy citrato de trisodio 25 mM. Puede obtenerse
hibridaciéon de baja rigurosidad en ausencia de disolvente organico, por ejemplo, formamida, mientras que puede
obtenerse hibridacion de alta rigurosidad en presencia de formamida a al menos aproximadamente el 35%, y mas
preferiblemente formamida a al menos aproximadamente el 50%. Las condiciones de temperatura rigurosas incluiran
habitualmente temperaturas de al menos aproximadamente 30°C, mas preferiblemente de al menos aproximadamente
37°C, y lo mas preferiblemente de al menos aproximadamente 42°C. Diversos parametros adicionales, tales como
tiempo de hibridacion, la concentracion de detergente, por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS), y la inclusion o
exclusion de ADN portador, los conocen bien los expertos en la técnica. Se logran diversos niveles de rigurosidad
combinando estas diversas condiciones segun se necesite. En una realizacion preferida, se producira hibridacion a
30°C en NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mM, y SDS al 1%. En una realizacién mas preferida, se producira
hibridacién a 37°C en NaCl 500 mM, citrato de trisodio 50 mM, SDS al 1%, formamida al 35%, y ADN de esperma de
salmon desnaturalizado (ADNes) 1001,1 g/m1. En una realizaciéon muy preferida, se producira hibridacion a 42°C en
NaCl 250 mM, citrato de trisodio 25 mM, SDS al 1%, formamida al 50%, y ADNes 200 pg/ml. Variaciones utiles sobre
estas condiciones resultaran facilmente evidentes para los expertos en la técnica.

Para la mayoria de las aplicaciones, etapas de lavado que siguen a la hibridacion también variaran en cuanto a la
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rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad de lavado pueden definirse por la concentracion de sal y por la
temperatura. Como anteriormente, la rigurosidad de lavado puede aumentarse disminuyendo la concentracion de sal
o aumentando la temperatura. Por ejemplo, una concentraciéon de sal rigurosa para las etapas de lavado sera
preferiblemente de menos de aproximadamente NaCl 30 mM vy citrato de trisodio 3 mM, y lo mas preferiblemente
menos de aproximadamente NaCl 15 mM y citrato de trisodio 1,5 mM. Las condiciones de temperatura rigurosas para
las etapas de lavado incluiran habitualmente una temperatura de al menos aproximadamente 25°C, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 42°C, e incluso mas preferiblemente de al menos aproximadamente
68°C. En una realizacién preferida, se produciran etapas de lavado a 25°C en NaCl 30 mM, citrato de trisodio 3 mM y
SDS al 0,1%. En una realizacién mas preferida, se produciran etapas de lavado a 42°C en NaCl 15 mM, citrato de
trisodio 1,5 mMy SDS al 0,1%. En otra realizacion, se produciran etapas de lavado a 68°C en NaCl 15 mM, citrato de
trisodio 1,5 mM y SDS al 0,1%. Variaciones Utiles sobre estas condiciones resultaran faciimente evidentes para los
expertos en la técnica.

Los expertos en la técnica conocen bien técnicas de hibridacion y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis
(Science 196:180, 1977); Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72:3961, 1975); Ausubel et al. (Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, Nueva York, 2001); Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning
Techniques, 1987, Academic Press, Nueva York); y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York.

Por “sustancialmente idéntico” quiere decirse un polipéptido o molécula de acido nucleico que muestra al menos el
50% de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos de referencia (por ejemplo, una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos descritas en el presente documento) o secuencia de nucleétidos (por ejemplo, una
cualquiera de las secuencias de nucledtidos descritas en el presente documento). Preferiblemente, una secuencia de
este tipo es idéntica en al menos el 60%, mas preferiblemente el 80% o el 85%, y mas preferiblemente el 90%, el 95%
o incluso el 99% a nivel de aminoacido o acido nucleico con respecto a la secuencia usada para comparacion.

La identidad de secuencia se mide normalmente usando software de analisis de secuencia (por ejemplo, paquete de
software de analisis de secuencia del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710
University Avenue, Madison, Wis. 53705, programas BLAST, BESTFIT, GAP, o PILEUP/PRETTYBOX). Tal software
hace coincidir secuencias idénticas o similares asignando grados de homologia a diversas sustituciones, deleciones
y/u otras modificaciones. Las sustituciones conservativas incluyen normalmente sustituciones dentro de los siguientes
grupos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina; serina,
treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina. En un enfoque a modo de ejemplo para determinar el grado de
identidad, puede usarse un programa BLAST, indicando una puntuacién de probabilidad de entre e-3 y e-100 una
secuencia estrechamente relacionada.

Por “analogo” quiere decirse un polipéptido o molécula de acido nucleico estructuralmente relacionado que tiene la
funcién de un polipéptido o molécula de acido nucleico de referencia.

El término “ligando” tal como se usa en el presente documento se refiere a una molécula que se une a un receptor. En
particular, el ligando se une a un receptor en otra célula, permitiendo el reconocimiento entre células.

El término “expresién constitutiva” tal como se usa en el presente documento se refiere a la expresion en todas las
condiciones fisiologicas.

Por “enfermedad” quiere decirse cualquier estado o trastorno que dafa o interfiere la funcién normal de una célula,
tejido u 6rgano. Los ejemplos de enfermedades incluyen neoplasia o infeccion por patdgeno de célula.

Por “cantidad eficaz” quiere decirse una cantidad suficiente para detener, mejorar o inhibir la continuaciéon de la
proliferacion, crecimiento o metastasis (por ejemplo, invasion o migracién) de una neoplasia.

Por “implementar tolerancia” quiere decirse prevenir la actividad de células autorreactivas o células inmunosensibles
que seleccionan como diana tejidos u 6rganos trasplantados.

Por “exdgeno” quiere decirse una molécula de acido nucleico o polipéptido que no esta presente de manera endégena
en la célula, o no esta presente a un nivel suficiente para lograr los efectos funcionales obtenidos cuando se
sobreexpresa. Por tanto, el término “exdgeno” abarcara cualquier molécula de acido nucleico o polipéptido
recombinante expresado en una célula, tal como moléculas de acido nucleico y polipéptidos foraneos, heterélogos y
sobreexpresados.

Por una “molécula de acido nucleico o polipéptido heterélogo” quiere decirse una molécula de acido nucleico (por
ejemplo, una molécula de ADNc, ADN o ARN) o polipéptido que no esta normalmente presente en una célula o muestra
obtenida a partir de una célula. Este acido nucleico puede proceder de otro organismo, o puede ser, por ejemplo, una
molécula de ARNm que no se expresa normalmente en una célula o muestra.

Por “célula inmunosensible” quiere decirse una célula que funciona en una respuesta inmunitaria o un progenitor o
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progenie de la misma.

Por “célula aislada” quiere decirse una célula que esta separada de los componentes moleculares y/o celulares que
acompaian de manera natural a la célula.

Los términos “aislado”, “purificado” o “biolégicamente puro” se refieren a material que esta libre en grados variables
de componentes que lo acompafian de manera natural tal como se encuentra en su estado nativo. “Aislar’ indica un
grado de separacion a partir del entorno o la fuente original. “Purificar” indica un grado de separacién que es superior
al del aislamiento. Una proteina “purificada” o “biolégicamente pura” esta suficientemente libre de otros materiales de
tal manera que cualquier impureza no afecta materialmente a las propiedades bioldgicas de la proteina o provoca
otras consecuencias adversas. Es decir, un acido nucleico o péptido de esta invencion esta purificado si esta
sustancialmente libre de material celular, material viral o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de
ADN recombinante, o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. La pureza
y la homogeneidad se determinan normalmente usando técnicas de quimica analitica, por ejemplo, electroforesis en
gel de poliacrilamida o cromatografia de liquidos de alta resolucion. El término “purificado” puede indicar que un acido
nucleico o proteina da lugar esencialmente a una banda en un gel de electroforesis. Para una proteina que puede
someterse a modificaciones, por ejemplo, fosforilacion o glicosilacion, diferentes modificaciones pueden dar lugar a
diferentes proteinas aisladas, que pueden purificarse por separado.

El término “dominio de unién a antigeno tumoral” tal como se usa en el presente documento se refiere a un dominio
que puede unirse especificamente a un determinante antigénico particular o conjunto de determinantes antigénicos
presentes en un tumor.

Por “modular” quiere decirse alterar de manera positiva o negativa. Las modulaciones a modo de ejemplo incluyen un
cambio del 1%, el 2%, el 5%, el 10%, el 25%, el 50%, el 75% o el 100%.

Por “neoplasia” quiere decirse una enfermedad caracterizada por la proliferacion patolégica de una célula o tejido y su
posterior migracion a, o invasidon de, otros tejidos u o6rganos. El crecimiento de neoplasia normalmente esta
descontrolado y es progresivo, y se produce en condiciones que no provocaran, o produciran el cese de, la
multiplicacion de células normales. Las neoplasias pueden afectar a una variedad de tipos de células, tejidos u
organos, incluyendo, pero sin limitarse a, un érgano seleccionado del grupo que consiste en vejiga, hueso, cerebro,
mama, cartilago, glia, es6fago, trompa de Falopio, vesicula biliar, corazon, intestinos, rifidén, higado, pulmén, ganglio
linfatico, tejido nervioso, ovarios, pancreas, prostata, musculo esquelético, piel, médula espinal, bazo, estdmago,
testiculos, timo, glandula tiroidea, traquea, aparato genitourinario, uréter, uretra, Utero y vagina, o un tejido o tipo de
célula de los mismos. Las neoplasias incluyen canceres, tales como sarcomas, carcinomas o plasmacitomas (tumor
maligno de las células plasmaticas). Los neoplasmas para los que puede usarse la invencion incluyen, pero no se
limitan a, leucemias (por ejemplo, leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia
mieloblastica aguda, leucemia promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia monocitica aguda,
eritroleucemia aguda, leucemia crénica, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica cronica), policitemia vera,
linfoma (enfermedad de Hodgkin, enfermedad no Hodgkin), macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de las
cadenas pesadas, y tumores sélidos tales como sarcomas y carcinomas (por ejemplo, fibrosarcoma, mixosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de préstata, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandula sudoripara, carcinoma de
glandula sebacea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistoadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de conductos biliares, coriocarcinoma,
seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello uterino, cancer uterino, cancer de testiculos,
carcinoma de pulmon, carcinoma de pulmén de células pequefias, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma,
astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico,
ligodenroglioma, schwannoma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, y retinoblastoma). En una realizacion,
métodos de examen de la invencion identifican composiciones que son Utiles para tratar cancer de mama o de pulmén.

Por “receptor” quiere decirse un polipéptido, o parte del mismo, presente en una membrana celular que se une de
manera selectiva a uno o mas ligandos.

Por “reconocer” quiere decirse unirse de manera selectiva a una diana. Una célula T que reconoce un virus expresa
normalmente un receptor que se une a un antigeno expresado por el virus.

Por “patégeno” quiere decirse un virus, bacteria, hongo, parasito o protozoo que puede provocar enfermedad. Los
virus a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Retroviridae (por ejemplo virus de inmunodeficiencia humana,
tales como VIH-1 (también denominado HDTV-IIl, LAVE o HTLV-III/LAV, o VIH-III; y otros aislados, tales como VIH-
LP); Picornaviridae (por ejemplo poliovirus, virus de la hepatitis A; enterovirus, virus Coxsackie humanos, rinovirus,
echovirus); Calciviridae (por ejemplo cepas que provocan gastroenteritis); Togaviridae (por ejemplo virus de encefalitis
equino, virus de la rubeola); Flaviridae (por ejemplo virus del dengue, virus de encefalitis, virus de fiebre amarilla);
Coronoviridae (por ejemplo coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo virus de estomatitis vesicular, virus de la rabia);
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Filoviridae (por ejemplo virus del Ebola); Paramyxoviridae (por ejemplo virus parainfluenza, virus de las paperas, virus
del sarampidn, virus sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ejemplo virus de la gripe); Bungaviridae (por ejemplo
hantavirus, virus de bunga, flebovirus y nairovirus); Arena Viridae (virus de la fiebre hemorragica); Reoviridae (por
ejemplo reovirus, orbivirus y rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B); Parvovirida (parvovirus);
Papovavirdae (virus del papiloma, virus de polioma); Adenoviridae (la mayoria de los adenovirus); Herpesviridae (virus
del herpes simple (VHS) 1y 2, virus varicela-zoster, citomegalovirus (CMV), virus del herpes; Poxviridae (virus de la
variola, virus vaccinia, virus de la viruela); e Iridoviridae (por ejemplo virus de la fiebre porcina africana); y virus no
clasificados (por ejemplo el agente de la hepatitis delta (que se piensa que es un satélite defectuoso del virus de la
hepatitis B), los agentes de la hepatitis no A, no B (clase 1 = transmitido de manera interna; clase 2 = transmitido de
manera parenteral (es decir hepatitis C); virus de Norwalk y relacionados, y astrovirus).

Las bacterias a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Pasteurella, Staphylococci, Streptococcus, Escherichia
coli, especies de Pseudomonas y especies de Salmonella. Los ejemplos especificos de bacterias infecciosas incluyen,
pero no se limitan a, Helicobacter pyloris, Borelia burgdoiferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (por ejemplo
M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocitogenes, Streptococcus pyogenes (Streptococcus de grupo A), Streptococcus
agalactiae (Streptococcus de grupo B), Streptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus (especies anaerobias), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patdgenos, Enterococcus sp,,
Haemophilus influenzae, Bacillus antracis, corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp., Erysipelothrix
rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella
multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidium, Treponema
pertenue, Leptospira, Rickettsia y Actinomyces israelli.

Por “se une especificamente” quiere decirse un polipéptido o fragmento del mismo que reconoce y se une a un
polipéptido de interés, pero que no reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas en una muestra, por ejemplo,
una muestra bioldgica, que incluye de manera natural un polipéptido de la invencion.

El término “antigeno tumoral” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier polipéptido expresado
por un tumor que puede inducir una respuesta inmunitaria.

Por “virus antigeno” quiere decirse un polipéptido expresado por un virus que puede inducir una respuesta inmunitaria.

Los términos “comprende”, “que comprende” y se pretende que tengan el sentido amplio que se les asigna en la

» o«

legislatura de patentes estadounidense y puede significar “incluye”, “que incluye” y similares.

Tal como se usa en el presente documento, “tratamiento” se refiere a la intervencion clinica en un intento por alterar
el transcurso de la enfermedad del individuo o la célula que esta tratandose, y puede realizarse o bien para la profilaxis
o bien durante el transcurso de la patologia clinica. Los efectos terapéuticos del tratamiento incluyen, sin limitacion,
prevencion de la aparicion o recidiva de la enfermedad, alivio de sintomas, disminucién de cualquier consecuencia
patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, prevencion de metastasis, disminucion de la tasa de progresion de la
enfermedad, mejora o alivio del estado patolégico, y remision o mejora del prondstico. Al prevenir la progresion de una
enfermedad o trastorno, un tratamiento puede prevenir el deterioro debido a un trastorno en un sujeto afectado o
diagnosticado o un sujeto que se sospecha que tiene el trastorno, pero ademas un tratamiento puede prevenir la
aparicion del trastorno o un sintoma del trastorno en un sujeto en riesgo del trastorno o que se sospecha que tiene el
trastorno.

El término “sujeto” tal como se usa en el presente documento se refiere a un vertebrado, preferiblemente un mamifero,
mas preferiblemente un ser humano.

El término “inmunocomprometido” tal como se usa en el presente documento se refiere a un sujeto que tiene una
inmunodeficiencia. El sujeto es muy vulnerable a infecciones oportunistas, infecciones provocadas por organismos
que habitualmente no provocan enfermedad en una persona con un sistema inmunitario sano, pero que pueden afectar
a personas con un sistema inmunitario suprimido o que funciona mal.

En la siguiente divulgacion se describen otros aspectos.

Se dan a conocer células inmunosensibles genéticamente modificadas (por ejemplo, células T, linfocitos citoliticos
naturales (NK), linfocitos T citotoxicos (CTL)) que expresan al menos una combinacién de un receptor de
reconocimiento de antigeno (por ejemplo, TCR o CAR) y un receptor coestimulante quimérico (CCR), y métodos de
uso de las mismas para el tratamiento de neoplasia y otras patologias en las que se desea un aumento de una
respuesta inmunitaria especifica de antigeno. La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que
la implicacion simultanea de dos antigenos expresados conjuntamente por una célula tumoral mediante un receptor
de reconocimiento de antigeno y receptor coestimulante quimérico es Util para activar y estimular una célula
inmunorreactiva sin efectos sistémicos. En particular, la reactividad frente a tejidos que expresan cualquier antigeno
solo es preferiblemente minima, induciendo la activacion de células T en presencia de ambos antigenos pero no
cualquiera de ellos solos. La activacion de células T estd mediada por un TCR o un CAR dirigido a un antigeno (por
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ejemplo, CD19 o antigeno de células madre de prostata, PSCA). La coestimulacion esta mediada de manera
independiente por un “receptor coestimulante quimérico” (CCR),'>"3 que se dirige a un segundo antigeno (por ejemplo,
antigeno de membrana especifico de prostata, PSMA). Un enfoque de este tipo dio como resultado una reactividad
aumentada frente a tumores positivos para antigeno doble (DP), pero no logro evitar la reactividad potenciada frente
a tumores positivos frente a antigeno individual (SP). Se encontr6 que puede hacerse que células T que detectan
tumores distingan tumores DP de tumores SP mediante atenuacion de la activacion de células T hasta un nivel en el
que la activacion de células T es por si sola ineficaz, pero rescatada funcionalmente en el sitio de tumor mediante un
CCR implicado por un antigeno independiente expresado conjuntamente. Este enfoque proporciona inmunogenicidad
dentro de microentorno tumoral para la erradicacion de tumor al tiempo que no afecta a células SP que son normales
0 no neoplasicas y representa un avance significativo con respecto a la terapia de células T adoptiva convencional.

Ademas, este enfoque no se limita al tratamiento de neoplasias, sino que es adecuado para una amplia gama de
aplicaciones en las que se desea un aumento de una respuesta inmunitaria especifica de antigeno, tales aplicaciones
incluyen no solo el tratamiento de neoplasias, sino también para la potenciacion de una respuesta inmunitaria frente a
una infeccién por patégeno o una enfermedad infecciosa y para reforzar la tolerancia inmunitaria en células T
reguladoras en el contexto de autoinmunidad o trasplante alogénico.

Linajes de células hematopoyéticas

Las células hematopoyéticas (de la sangre) de mamiferos proporcionan una gama diversa de actividades fisiologicas.
Las células hematopoyéticas se dividen en linajes linfoide, mieloide y eritroide. El linaje linfoide, que comprende células
B, Ty linfocitos citoliticos naturales (NK), proporciona la produccion de anticuerpos, regulacion del sistema inmunitario
celular, deteccion de agentes foraneos en la sangre, deteccion de células foraneas con respecto al huésped, y
similares. El término “células T~ tal como se usa en el presente documento se refiere a linfocitos que maduran en el
timo y son principalmente responsables de la inmunidad mediada por células. Las células T participan en el sistema
inmunitario adaptativo. El término “linfocito citolitico natural (NK)” tal como se usa en el presente documento se refiere
a linfocitos que forman parte de la inmunidad mediada por células y actian durante la respuesta inmunitaria innata.
No requieren activacion previa para realizar su efecto citotoxico sobre células diana. Las células T citotoxicas (CTL o
células T citoliticas) son un subconjunto de linfocitos T que pueden inducir la muerte de células tumorales o somaticas
infectadas.

Células para su uso en la invencion

En el presente documento se dan a conocer células que expresan una combinacién de un receptor de reconocimiento
de antigeno que activa una célula inmunosensible (por ejemplo, TCR, CAR) y un receptor coestimulante quimérico
(CCR), y métodos de uso de tales células para el tratamiento de una enfermedad que requiere una respuesta
inmunitaria potenciada. Un aspecto de la presente invencion proporciona una célula inmunosensible de la presente
invencion para su uso en el tratamiento o la prevencién de un neoplasma, o la inducciéon de muerte de células
tumorales en un sujeto. En un enfoque, se usan células T especificas de antigeno tumoral, células NK, células CTL u
otras células inmunosensibles como lanzaderas para el enriquecimiento selectivo de uno o mas ligandos
coestimulantes para el tratamiento o la prevencion de neoplasia. Por ejemplo, una célula T que expresa un receptor
de antigeno quimérico 19z1 que reconoce CD19 se expresa conjuntamente en una célula T que expresa un receptor
coestimulante quimérico P28BB que reconoce y se une a antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA). Tales
células son para su administracion a un sujeto humano que lo necesita para el tratamiento o la prevencion de cancer
de prostata. En otro enfoque, células T especificas de antigeno viral, células NK, células CTL son para su uso en el
tratamiento de enfermedades virales. Por ejemplo, un receptor de antigeno coestimulante quimérico que reconoce un
primer antigeno de CMV y un receptor de antigeno quimérico que reconoce y se une a un segundo antigeno de CMV
se expresan conjuntamente en linfocitos T citotoxicos para el tratamiento de CMV.

Linfocitos T especificos de antigeno tumoral (y células NK)

Los tipos de linfocitos humanos especificos de antigeno tumoral que pueden usarse en los métodos de la invencion
incluyen, sin limitacion, linfocitos de donante periféricos genéticamente modificados para expresar receptores de
antigeno quiméricos (CAR) (Sadelain, M., et al. 2003 Nat Rev Cancer 3:35-45), linfocitos de donante periféricos
genéticamente modificados para expresar un complejo de receptor de células T que reconoce antigeno tumoral de
longitud completa que comprende el heterodimero a 'y p (Morgan, R.A., et al. 2006 Science 314:126-129), cultivos de
linfocitos derivados de linfocitos de infiltracion tumoral (TIL) en biopsias de tumor (Panelli, M.C., et al. 2000 J Immunol
164:495-504; Panelli, M.C., et al. 2000 J Immunol 164:4382-4392), y leucocitos de sangre periférica especificos de
antigeno expandidos in vitro de manera selectiva que emplean células presentadoras de antigenos artificiales (AAPC)
o células dendriticas pulsadas (Dupont, J., et al. 2005 Cancer Res 65: 5417-5427; Papanicolaou, G.A., et al. 2003
Blood 102:2498-2505). Las células T pueden ser autodlogas, alogénicas o derivadas in vitro a partir de células madre
o progenitoras modificadas por ingenieria.

Cualquier antigeno tumoral adecuado (péptido antigénico) es adecuado para su uso en las realizaciones relacionadas

con tumor descritas en el presente documento. Las fuentes de antigeno incluyen, pero no se limitan a, proteinas
cancerosas. El antigeno puede expresarse como un péptido o como una proteina intacta o parte de la misma. La
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proteina intacta o parte de la misma puede ser nativa o estar mutagenizada. Los antigenos adecuados incluyen
antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA) y antigeno de células madre de préstata (PCSA).

Linfocitos T especificos de antigeno viral (y células NK)

Los antigenos adecuados para su uso en el tratamiento de infeccidon por patdgeno u otra enfermedad infecciosa, por
ejemplo, en un sujeto inmunocomprometido, incluyen, sin limitacién, antigenos virales presentes en citomegalovirus
(CMV), virus de Epstein Barr (VEB), virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de la gripe.

La fuente sin purificar de CTL puede ser cualquiera conocida en la técnica, tal como la médula 6sea, fetal, de neonato
o de adulto u otra fuente de células hematopoyéticas, por ejemplo, higado fetal, sangre periférica o sangre de cordén
umbilical. Pueden emplearse diversas técnicas para separar las células. Por ejemplo, métodos de seleccion negativa
pueden retirar inicialmente células distintas de CTL. Los AcM son particularmente Utiles para identificar marcadores
asociados con linajes celulares particulares y/o estadios de diferenciacion para selecciones tanto positivas como
negativas.

Una gran proporcion de células diferenciadas de manera terminal pueden eliminarse inicialmente mediante una
separacion relativamente basta. Por ejemplo, pueden usarse inicialmente separaciones de perlas magnéticas para
retirar grandes numeros de células irrelevantes. Preferiblemente, al menos aproximadamente el 80%, habitualmente
al menos el 70% de las células hematopoyeéticas totales se retiraran antes del aislamiento celular.

Los procedimientos para la separacion incluyen, pero no se limitan a, centrifugacion en gradiente de densidad; nueva
sedimentacion; acoplamiento a particulas que modifican la densidad celular; separaciéon magnética con perlas
magnéticas recubiertas con anticuerpo; cromatografia de afinidad; agentes citotoxicos unidos a, o usados junto con,
un AcM, incluyendo, pero sin limitarse a, complemento y citotoxinas; y adsorcion con anticuerpo unido a una matriz
solida, por ejemplo placa, chip, elutriaciéon o cualquier otra técnica conveniente.

Las técnicas para la separacion y el analisis incluyen, pero no se limitan a, citometria de flujo, que puede tener diversos
grados de sofisticacion, por ejemplo, una pluralidad de canales de color, canales de deteccion de dispersion de la luz
obtusa y de angulo bajo, canales de impedancia.

Las células pueden seleccionarse frente a células muertas empleando colorantes asociados con células muertas tales
como yoduro de propidio (Pl). Preferiblemente, las células se recogen en un medio que comprende suero de ternero
fetal al 2% (FCS) o albumina sérica bovina al 0,2% (BSA) o cualquier otro medio isotonico adecuado, preferiblemente
esteéril.

Por consiguiente, se da a conocer una célula inmunosensible, tal como una célula T especifica de virus o especifica
de tumor que comprende un receptor que se une a un primer antigeno y activa la célula inmunosensible y un receptor
que se une a un segundo antigeno y estimula la célula inmunosensible.

Vectores

La modificacion genética de células inmunosensibles (por ejemplo, células T, células CTL, células NK) puede lograrse
transduciendo una composicion de células sustancialmente homogénea con un constructo de ADN recombinante.
Preferiblemente, se emplea un vector retroviral (o bien gamma-retroviral o bien lentiviral) para la introduccion del
constructo de ADN al interior de la célula. Por ejemplo, un polinucleétido que codifica para un receptor que se une a
un antigeno (por ejemplo, un antigeno tumoral, o una variante, o un fragmento del mismo), puede clonarse en un
vector retroviral y puede impulsarse la expresion a partir de su promotor endogeno, a partir de la repeticion terminal
larga retroviral, o a partir de un promotor especifico para un tipo de célula diana de interés. También pueden usarse
vectores no virales.

Para la modificacion genética inicial de las células para proporcionar células especificas de antigeno tumoral o viral,
generalmente se emplea un vector retroviral para la transduccion, sin embargo puede usarse cualquier otro sistema
de administracién no viral o de vector viral adecuado. Para la posterior modificacion genética de las células para
proporcionar células que comprenden un complejo de presentacion de antigeno que comprende al menos dos ligandos
coestimulantes, la transferencia génica retroviral (transduccion) también demuestra ser eficaz. También son
adecuadas combinaciones de vector retroviral y una linea de empaquetado apropiada, en las que las proteinas de la
capside seran funcionales para infectar células humanas. Se conocen diversas lineas celulares productoras de virus
anfotrépicos, incluyendo, pero sin limitarse a, PA12 (Miller, et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:431-437); PA317 (Miller, et
al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6:2895-2902); y CRIP (Danos, et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-6464). Las
particulas no anfotropicas también son adecuadas, por ejemplo, particulas seudotipadas con envuelta VSVG, RD114
o GALV y cualquier otra conocida en la técnica.

Los métodos de transduccion posibles también incluyen cultivo conjunto directo de las células con células productoras,

por ejemplo, mediante el método de Bregni, ef al. (1992) Blood 80:1418-1422, o cultivo con sobrenadante viral solo o
disoluciones madre de vector concentradas con o sin factores de crecimiento apropiados y policationes, por ejemplo,
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mediante el método de Xu, et al. (1994) Exp. Hemat. 22:223-230; y Hughes, et al. (1992) J. Clin. Invest. 89:1817.

Pueden usarse otros vectores virales de transduccion para expresar un ligando coestimulante de la invencion en una
célulainmunosensible. Preferiblemente, el vector elegido muestra alta eficiencia de infeccion e integracion y expresion
estables (véase, por ejemplo, Cayouette et al., Human Gene Therapy 8:423-430, 1997; Kido et al., Current Eye
Research 15:833-844, 1996; Bloomer et al., Journal of Virology 71:6641-6649, 1997; Naldini et al., Science 272:263-
267, 1996; y Miyoshi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:10319, 1997). Otros vectores virales que pueden usarse
incluyen, por ejemplo, vectores adenovirales, lentivirales y virales adenoasociados, virus vaccinia, un virus de papiloma
bovino, o un virus de herpes, tal como virus de Epstein-Barr (véase también, por ejemplo, los vectores de Miller, Human
Gene Therapy 15-14, 1990; Friedman, Science 244:1275-1281, 1989; Eglitis et al., BioTechniques 6:608-614, 1988;
Tolstoshev et al., Current Opinion in Biotechnology 1:55-61, 1990; Sharp, The Lancet 337:1277-1278, 1991; Cornetta
et al., Nucleic Acid Research and Molecular Biology 36:311-322, 1987; Anderson, Science 226:401-409, 1984; Moen,
Blood Cells 17:407-416, 1991; Miller et al., Biotechnology 7:980-990, 1989; Le Gal La Salle et al., Science 259:988-
990, 1993; y Johnson, Chest 107:77S-83S, 1995). Los vectores retrovirales estan particularmente bien desarrollados
y se han usado en entornos clinicos (Rosenberg et al., N. Engl. J. Med 323:370, 1990; Anderson et al., patente
estadounidense n.° 5.399.346).

También pueden emplearse enfoques no virales para la expresion de una proteina en célula. Por ejemplo, puede
introducirse una molécula de acido nucleico en una célula administrando el acido nucleico en presencia de lipofeccién
(Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413, 1987; Ono et al., Neuroscience Letters 17:259, 1990; Brigham
et al., Am. J. Med. Sci. 298:278, 1989; Staubinger et al., Methods in Enzymology 101:512, 1983), conjugacion de
asialoorosomucoide-polilisina (Wu et al., Journal of Biological Chemistry 263: 14621, 1988; Wu et al., Journal of
Biological Chemistry 264:16985, 1989), o mediante microinyeccion en condiciones quirurgicas (Wolff ef al., Science
247:1465, 1990).

Otros medios no virales para la transferencia génica incluyen transfeccion in vitro usando fosfato de calcio, DEAE-
dextrano, electroporacion y fusion de protoplastos. Los liposomas también pueden ser posiblemente beneficiosos para
la administracion de ADN al interior de una célula. El trasplante de genes normales al interior de los tejidos afectados
de un sujeto también puede lograrse mediante transferencia de un acido nucleico normal al interior de un tipo de célula
cultivable ex vivo (por ejemplo, una célula primaria autdloga o heteréloga o progenie de la misma), tras lo cual se
inyecta la célula (o sus descendentes) al interior de un tejido seleccionado como diana o se inyecta de manera
sistémica. También pueden derivarse u obtenerse receptores recombinantes usando transposasas o nucleasas
dirigidas (por ejemplo nucleasas con dedos de cinc, meganucleasas, o nucleasas TALE). Puede obtenerse expresion
transitoria mediante electroporaciéon de ARN. La expresién de ADNc para su uso en métodos de terapia de
polinucledtidos puede dirigirse a partir de cualquier promotor adecuado (por ejemplo, los promotores de
citomegalovirus (CMV) humano, virus de simio 40 (SV40), o metalotioneina), y regularse mediante cualquier elemento
regulador de mamifero apropiado o intron (por ejemplo, la estructura de potenciador/promotor/intron de factor de
elongacion 1c). Por ejemplo, si se desea, potenciadores que se sabe que dirigen preferiblemente la expresion génica
en tipos de células especificos pueden usarse para dirigir la expresion de un acido nucleico. Los potenciadores usados
pueden incluir, sin limitacion, aquellos que se caracterizan como potenciadores especificos de tejido o de célula.
Alternativamente, si se usa un clon genédmico como constructo terapéutico, la regulacion puede mediarse por las
secuencias reguladoras relacionadas o, si se desea, por secuencias reguladoras derivadas de una fuente heteréloga,
incluyendo cualquiera de los promotores o elementos reguladores anteriormente descritos.

Las células resultantes pueden hacerse crecer entonces en condiciones similares a las de células no modificadas,
mediante lo cual las células modificadas pueden expandirse y usarse para una variedad de fines.

También se dan a conocer en el presente documento polipéptidos de 19z1, CD19, CD8, CD3, dsRed, P28BB, PSMA,
CD28, 4-1 BB, GFP o fragmentos de los mismos que se modifican de maneras que potencian su actividad
antineoplasica cuando se expresan en una célula inmunosensible. La invencién proporciona métodos para optimizar
una secuencia de aminoacidos o secuencia de nucleétidos produciendo una alteracién en la secuencia. Tales
alteraciones pueden incluir determinadas mutaciones, deleciones, inserciones o modificaciones postraduccionales. La
invencion incluye ademas analogos de cualquier polipéptido que se produce de manera natural de la invencion. Los
analogos pueden diferir de un polipéptido que se produce de manera natural de la invencién mediante diferencias en
la secuencia de aminoacidos, mediante modificaciones postraduccionales, o mediante ambas. Los analogos de la
invencion mostraran generalmente al menos el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%,
el 98%, el 99% o mas de identidad con la totalidad o parte de una secuencia de aminoacidos que se produce de
manera natural de la invencion. La longitud de la comparacion de secuencia es de al menos 5, 10, 15 o 20 residuos
de aminoacido, preferiblemente al menos 25, 50 o 75 residuos de aminoacido, y mas preferiblemente mas de 100
residuos de aminoacido. De nuevo, en un enfoque a modo de ejemplo para determinar el grado de identidad, puede
usarse un programa BLAST, indicando una puntuacion de probabilidad de entre e® y €' una secuencia
estrechamente relacionada. Las modificaciones incluyen derivatizacion quimica in vivo e in vitro de polipéptidos, por
ejemplo, acetilacion, carboxilacién, fosforilacion o glicosilacion; tales modificaciones pueden producirse durante la
sintesis o el procesamiento de polipéptidos o tras el tratamiento con enzimas de modificacion aisladas. Los analogos
también pueden diferir de los polipéptidos que se producen de manera natural de la invencidon mediante alteraciones
en la secuencia primaria. Estas incluyen variantes genéticas, tanto naturales como inducidas (por ejemplo, resultantes
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de mutagénesis al azar mediante irradiacion o exposicion a etanometilsulfato o mediante mutagénesis especifica del
sitio tal como se describe en Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed.), CSH
Press, 1989, o Ausubel et al., citado anteriormente). También se incluyen péptidos, moléculas y analogos ciclizados
que contienen residuos distintos de L-aminoacidos, por ejemplo, D-aminoacidos o aminoacidos sintéticos o que no se
producen de manera natural, por ejemplo, - o0 - aminoacidos.

Ademas de polipéptidos de longitud completa, también se dan a conocer fragmentos de uno cualquiera de los
polipéptidos o dominios de péptido de la invencién. Tal como se usa en el presente documento, el término “un
fragmento” significa al menos 5, 10, 13 o 15 aminoacidos. En otros ejemplos un fragmento es de al menos 20
aminoacidos contiguos, al menos 30 aminoacidos contiguos o al menos 50 aminoacidos contiguos, y en otras
realizaciones al menos de 60 a 80, 100, 200, 300 o mas aminoacidos contiguos. Los fragmentos de la invencion
pueden generarse mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica o pueden resultar del procesamiento
de proteinas normal (por ejemplo, retirada de aminoacidos a partir del polipéptido naciente que no se requieren para
la actividad biolégica o retirada de aminoacidos mediante corte y empalme de ARNm alternativo o acontecimientos de
procesamiento de proteinas alternativos).

Los analogos distintos de proteinas tienen una estructura quimica disefiada para imitar la actividad funcional de una
proteina de la invencion. Tales analogos se administran segun métodos de la invencion. Tales analogos pueden
superar la actividad fisiolégica del polipéptido original. En la técnica se conocen bien métodos de disefio de analogos
y la sintesis de analogos puede llevarse a cabo segun tales métodos modificando las estructuras quimicas de tal
manera que los analogos resultantes aumentan la actividad antineoplasica del polipéptido original cuando se expresan
en una célula inmunosensible. Estas modificaciones quimicas incluyen, pero no se limitan a, sustitucion con grupos R
alternativos y variacion del grado de saturacion en atomos de carbono especificos de un polipéptido de referencia.
Preferiblemente, los analogos de proteinas son relativamente resistentes a la degradacion in vivo, dando como
resultado un efecto terapéutico mas prolongado tras la administracion. Los ensayos para medir la actividad funcional
incluyen, pero no se limitan a, los descritos en los ejemplos mas adelante.

Ligandos coestimulantes

La interaccion con al menos un ligando coestimulante proporciona una sefial no especifica de antigeno importante
para la activacion completa de una célula inmunitaria (por ejemplo, célula T). Los ligandos coestimulantes incluyen,
sin limitacion, ligandos de factor de necrosis tumoral (TNF), citocinas (tales como IL-2, IL-12, IL-15 0 IL21), y ligandos
de la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig).

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una citocina que participa en la inflamacion sistémica y estimula la reaccion de
fase aguda. Su papel principal esta en la regulacion de células inmunitarias. Los ligandos de factor de necrosis tumoral
(TNF) comparten varias caracteristicas comunes. La mayoria de los ligandos se sintetizan como proteinas
transmembrana de tipo Il (extremo C-terminal extracelular) que contienen un segmento citoplasmatico corto y una
region extracelular relativamente larga. Los ligandos de TNF incluyen, sin limitacion, factor de crecimiento nervioso
(NGF), CD40OL (CD40L)/CD154, CD137L/4-1BBL, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), CD134L/OX40L/CD252,
CD27L/CD70, ligando Fas (FasL), CD30OL/CD153, factor de necrosis tumoral beta (TNF(3)/linfotoxina alfa (LTa),
linfotoxina beta (ur(3), CD257/factor de activacion de células B (BAFF)/Blys/THANK/Ta11-1, ligando de receptor de
TNF inducido por glucocorticoides (GITRL), y ligando de induccién de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), LIGHT
(TNFSF14). La superfamilia de inmunoglobulinas (Ig) es un gran grupo de proteinas solubles y de superficie celular
que participan en los procesos de reconocimiento, union o adhesion de células. Estas proteinas comparten
caracteristicas estructurales con las inmunoglobulinas, presentan un dominio de inmunoglobulina (pliegue). Los
ligandos de la superfamilia de inmunoglobulinas incluyen, sin limitacién, CD80 y CD86, ambos ligandos para CD28.

Las composiciones que comprenden células inmunosensibles genéticamente modificadas de la invenciéon (por
ejemplo, células T, células NK, células CTL, o sus progenitores) pueden ser para su administracion sistémica o directa
a un sujeto para el tratamiento de una neoplasia, infeccién por patdégeno o enfermedad infecciosa. En una realizacion,
las células de la invencion son para su administracion inyectadas directamente al interior de un érgano de interés (por
ejemplo, un o6rgano afectado por una neoplasia). Alternativamente, las composiciones que comprenden células
inmunosensibles genéticamente modificadas son para su administracion indirecta al 6rgano de interés, por ejemplo,
mediante administracion al interior del sistema circulatorio (por ejemplo, la vasculatura tumoral). Pueden
proporcionarse agentes de expansion y diferenciacion antes, durante o después de la administracion de las células
para aumentar la produccion de células T, células NK o células CTL in vitro o in vivo.

Las células modificadas pueden ser para su administracion en cualquier vehiculo fisioldgicamente aceptable,
normalmente por via intravascular, aunque también pueden introducirse al interior del hueso u otro sitio conveniente
en el que las células pueden encontrar un sitio apropiado para la regeneracion y diferenciacion (por ejemplo, el timo).
Habitualmente, se administraran al menos 1 x 10° células, alcanzando eventualmente o mas. Las células
inmunosensibles genéticamente modificadas de la invencion pueden comprender una poblacion purificada de células.
Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente el porcentaje de células inmunosensibles genéticamente
modificadas en una poblacién usando diversos métodos bien conocidos, tales como clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS). Intervalos preferibles de pureza en poblaciones que comprenden células inmunosensibles
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genéticamente modificadas son de aproximadamente el 50 a aproximadamente el 55%, de aproximadamente el 55 a
aproximadamente el 60%, y de aproximadamente el 65 a aproximadamente el 70%. Mas preferiblemente la pureza es
de aproximadamente el 70 a aproximadamente el 75%, de aproximadamente el 75 a aproximadamente el 80%, de
aproximadamente el 80 a aproximadamente el 85%; y todavia mas preferiblemente la pureza es de aproximadamente
el 85 a aproximadamente el 90%, de aproximadamente el 90 a aproximadamente el 95%, y de aproximadamente el
95 a aproximadamente el 100%. Las dosificaciones pueden ajustarse facilmente por los expertos en la técnica (por
ejemplo, una disminucion de la pureza puede requerir un aumento de la dosificacion). Las células pueden ser para su
administracion mediante inyeccion, catéter o similar. Si se desea, también pueden incluirse factores, incluyendo, pero
sin limitarse a, interleucinas, por ejemplo IL-2, IL- 3, IL-6 e IL-11, asi como las demas interleucinas, los factores
estimulantes de colonias, tales como G, M y GM-CSF, interferones, por ejemplo interferon gamma, y eritropoyetina.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion incluyen composiciones farmacéuticas que comprenden células
inmunosensibles genéticamente modificadas o sus progenitores y un portador farmacéuticamente aceptable. La
administracion puede ser autéloga o heterdloga. Por ejemplo, pueden obtenerse células inmunosensibles, o
progenitores, a partir de un sujeto, y administrarse al mismo sujeto o a un sujeto diferente compatible. Células
inmunosensibles derivadas de sangre periférica de la invencién o su progenie (por ejemplo, derivadas in vivo, ex vivo
o in vitro) pueden administrarse mediante inyeccion localizada, incluyendo administracion por catéter, inyeccion
sistémica, inyeccion localizada, inyeccion intravenosa o administracion parenteral. La composicion farmacéutica de la
presente invencion puede formularse generalmente para su administracién en una forma inyectable de dosificacion
unitaria (disolucién, suspension, emulsion).

Formulaciones

Las composiciones dadas a conocer que comprenden células inmunosensibles genéticamente modificadas pueden
proporcionarse convenientemente como preparaciones liquidas estériles, por ejemplo, disoluciones acuosas
isoténicas, suspensiones, emulsiones, dispersiones o composiciones viscosas, que pueden tamponarse a un pH
seleccionado. Las preparaciones liquidas son normalmente mas faciles de preparar que los geles, otras composiciones
viscosas y composiciones solidas. Adicionalmente, las composiciones liquidas son algo mas convenientes de
administrar, especialmente mediante inyeccion. Por otro lado, las composiciones viscosas pueden formularse dentro
del intervalo de viscosidad apropiado para proporcionar periodos de contacto mas prolongados con tejidos especificos.
Las composiciones liquidas o viscosas pueden comprender portadores, que pueden ser un disolvente o medio
dispersante que contiene, por ejemplo, agua, solucién salina, solucion salina tamponada con fosfato, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando las células inmunosensibles genéticamente
modificadas usadas en la practica de la presente invencion en la cantidad requerida del disolvente apropiado con
diversas cantidades de los demas componentes, seguin se desee. Tales composiciones pueden estar en mezcla con
un portador, diluyente o excipiente adecuado tal como agua estéril, solucion salina fisioldgica, glucosa, dextrosa o
similares. Las composiciones también pueden liofilizarse. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares
tales como agentes humectantes, dispersantes o emulsionantes (por ejemplo, metilcelulosa), agentes tamponantes
del pH, aditivos gelificantes o potenciadores de la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes, colores y
similares, dependiendo de la via de administracion y la preparacion deseada. Pueden consultarse textos
convencionales, tales como “REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE”, 172 edicion, 1985, para preparar
preparaciones adecuadas, sin experimentacion excesiva.

Pueden anadirse diversos aditivos que pueden potenciar la estabilidad y esterilidad de las composiciones, incluyendo
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. La prevenciéon de la accion de
microorganismos puede garantizarse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. La absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable
puede producirse mediante el uso de agentes que retardan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina. Sin embargo, segun la presente invencién cualquier vehiculo, diluyente o aditivo usado tendra que ser
compatible con las células inmunosensibles genéticamente modificadas o sus progenitores.

Las composiciones pueden ser isotdnicas, es decir, pueden tener la misma presion osmética que la sangre y el liquido
lacrimal. La isotonicidad deseada de las composiciones dadas a conocer en el presente documento puede lograrse
usando cloruro de sodio, u otros agentes farmacéuticamente aceptables tales como dextrosa, acido borico, tartrato de
sodio, propilenglicol u otros solutos inorganicos u organicos. Se prefiere particularmente cloruro de sodio para
tampones que contienen iones de sodio.

La viscosidad de las composiciones, si se desea, puede mantenerse al nivel seleccionado usando un agente
espesante farmacéuticamente aceptable. Se prefiere metilcelulosa porque esta disponible de manera facil y econémica
y es facil de manipular. Otros agentes espesantes adecuados incluyen, por ejemplo, goma xantana,
carboximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carbomero y similares. La concentracion preferida del espesante
dependera del agente seleccionado. El punto importante es usar una cantidad que logre la viscosidad seleccionada.
Evidentemente, la eleccion de portadores adecuados y otros aditivos dependera de la via de administracion exacta y
de la naturaleza de la forma de dosificacion particular, por ejemplo, forma de dosificacion liquida (por ejemplo, si la
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composicion va a formularse para dar una disolucién, una suspension, gel u otra forma liquida, tal como una forma de
liberacioén a lo largo del tiempo o forma con relleno liquido).

Los expertos en la técnica reconoceran que los componentes de las composiciones deben seleccionarse para ser
quimicamente inertes y no afectaran a la viabilidad o eficacia de las células inmunosensibles genéticamente
modificadas tal como se describen en la presente invencion. Esto no presentara ningun problema para los expertos
en principios quimicos y farmacéuticos, o los problemas pueden evitarse facilmente haciendo referencia a textos
convencionales o mediante experimentos sencillos (que no implican experimentacion excesiva), a partir de esta
divulgacion y los documentos citados en el presente documento. Una consideracion referente al uso terapéutico de
células inmunosensibles genéticamente modificadas de la invencion es la cantidad de células necesarias para lograr
un efecto 6ptimo. La cantidad de células que van a administrarse variara para el sujeto que esta tratandose. En una
realizacion, entre 10* y 100, entre 10% y 10°, o entre 108 y 108 células inmunosensibles genéticamente modificadas de
la invencion son para su administracion a un sujeto humano. Pueden proporcionarse células mas eficaces para su
administracion en numeros incluso menores. En algunas realizaciones, se proporcionan al menos aproximadamente
1x 108, 2x 108, 3 x 108, 4 x 108 y 5 x 108 células inmunosensibles genéticamente modificadas de la invencion para su
administracion a un sujeto humano. La determinacion precisa de lo que se considerara una dosis eficaz puede basarse
en factores individuales para cada sujeto, incluyendo su tamafio, edad, sexo, peso y estado del sujeto particular. Los
expertos en la técnica pueden determinar facilmente las dosificaciones a partir de esta divulgacion y del conocimiento
en la técnica.

El experto en la técnica puede determinar facilmente la cantidad de células y aditivos, vehiculos y/o portador opcional
en composiciones para su administracion. Normalmente, cualquier aditivo (ademas de la(s) célula(s) activa(s) y/o
agente(s)) esta presente en una cantidad disolucion en solucion salina tamponada con fosfato del 0,001 al 50% (en
peso), y el principio activo esta presente en el orden de microgramos a miligramos, tal como de aproximadamente el
0,0001 a aproximadamente el 5% en peso, preferiblemente de aproximadamente el 0,0001 a aproximadamente el 1%
en peso, todavia mas preferiblemente de aproximadamente el 0,0001 a aproximadamente el 0,05% en peso o de
aproximadamente el 0,001 a aproximadamente el 20% en peso, preferiblemente de aproximadamente el 0,01 a
aproximadamente el 10% en peso, y todavia mas preferiblemente de aproximadamente el 0,05 a aproximadamente el
5% en peso. Evidentemente, para cualquier composiciéon que va a administrarse a un animal o ser humano, y para
cualquier método de administracion particular, se prefiere determinar por tanto: la toxicidad, tal como mediante
determinacion de la dosis letal (DL) y DL50 en un modelo de animal adecuado, por ejemplo, roedor tal como ratén; vy,
la dosificacion de la(s) composicién/composiciones, la concentracion de componentes en la(s) misma(s) y el momento
de administracion de la(s) composicion/composiciones, que puede provocar una respuesta adecuada. Tales
determinaciones no requieren experimentacion excesiva a partir del conocimiento del experto en la técnica, esta
divulgacion y los documentos citados en el presente documento. Y el momento para administraciones secuenciales
puede determinarse sin experimentacion excesiva.

Usos médicos

En el presente documento se dan a conocer métodos para tratar neoplasia en un sujeto. También se contemplan en
el presente documento métodos para tratar una infeccion por patégeno u otra enfermedad infecciosa en un sujeto, tal
como un sujeto humano inmunocomprometido. Los métodos comprenden administrar una célula T, célula NK o célula
CTL de la invencion en una cantidad eficaz para lograr el efecto deseado, ya sea alivio de un estado existente o
prevencioén de recidiva. Para el tratamiento, la cantidad administrada es una cantidad eficaz en la produccion del efecto
deseado. Una cantidad eficaz puede proporcionarse en una o en una serie de administraciones. Una cantidad eficaz
puede proporcionarse en un bolo o mediante perfusién continua.

Una “cantidad eficaz” (o, “cantidad terapéuticamente eficaz”’) es una cantidad suficiente para producir un resultado
clinico beneficioso o deseado tras el tratamiento. Una cantidad eficaz puede administrarse a un sujeto en una o mas
dosis. En cuanto al tratamiento, una cantidad eficaz es una cantidad que es suficiente para aliviar, mejorar, estabilizar,
revertir o ralentizar la progresion de la enfermedad, o reducir de otro modo las consecuencias patologicas de la
enfermedad. La cantidad eficaz se determina generalmente por el médico para cada caso y esta dentro de las
habilidades de un experto en la técnica. Normalmente se tienen en cuenta varios factores cuando se determina una
dosificacion apropiada para lograr una cantidad eficaz. Estos factores incluyen edad, sexo y peso del sujeto, el estado
que esta tratandose, la gravedad del estado y la forma y concentracion eficaz del fragmento de unién a antigeno
administrado.

Para inmunoterapia adoptiva usando células T especificas de antigeno, normalmente se aplican por infusion dosis de
célula en el intervalo de 108 - 100 (por ejemplo, 10°). Tras la administracion de las células genéticamente modificadas
al interior del huésped y posterior diferenciacion, se inducen células T que van dirigidas especificamente contra el
antigeno especifico. La “induccién” de células T puede incluir inactivacion de células T especificas de antigeno tal
como mediante delecién o anergia. La inactivacion es particularmente Util para establecer o volver a establecer
tolerancia tal como en trastornos autoinmunitarios. Las células modificadas pueden administrarse mediante cualquier
método conocido en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a, intravenoso, subcutaneo, intranodal, intratumoral,
intratecal, intrapleural, intraperitoneal y directamente al timo.
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Se dan a conocer métodos para aumentar una respuesta inmunitaria en un sujeto que lo necesita. Por ejemplo,
métodos para tratar o prevenir una neoplasia en un sujeto. Se dan a conocer terapias que son particularmente utiles
para el tratamiento de sujetos que tienen cancer de prostata, o cancer de prdstata metastasico que no puede
someterse a intervenciones terapéuticas convencionales. Los sujetos humanos adecuados para terapia comprenden
normalmente dos grupos de tratamiento que pueden distinguirse mediante criterios clinicos. Los sujetos con
“enfermedad avanzada” o “alta carga tumoral” son aquellos que portan un tumor clinicamente medible. Un tumor
clinicamente medible es uno que puede detectarse basandose en la masa tumoral (por ejemplo, mediante palpacion,
exploracion TAC, sonograma, mamograma o rayos X; marcadores histopatoldgicos o bioquimicos positivos por si
solos son insuficientes para identificar a esta poblacion). Una composicion farmacéutica implementada en esta
invencion es para su administracion a estos sujetos para provocar una respuesta antitumoral, con el objetivo de aliviar
su estado. De manera ideal, se produce como resultado reduccién de la masa tumoral, pero cualquier mejora clinica
constituye un beneficio. La mejora clinica incluye reduccion del riesgo o la tasa de progresion o reduccion de las
consecuencias patoldgicas del tumor.

Un segundo grupo de sujetos adecuados se conoce en la técnica como “grupo adyuvante”. Se trata de individuos que
han tenido una historia de neoplasia, pero han respondido a otro modo de terapia. La terapia anterior puede haber
incluido, pero no se limita a, reseccién quirdrgica, radioterapia y quimioterapia tradicional. Como resultado, estos
individuos no tienen ningun tumor clinicamente medible. Sin embargo, se sospecha que corren el riesgo de progresion
de la enfermedad, o bien cerca del sitio de tumor original o bien mediante metastasis. Este grupo puede subdividirse
adicionalmente en individuos de riesgo alto y de riesgo bajo. La subdivision se realiza basandose en caracteristicas
observadas antes o después del tratamiento inicial. Estas caracteristicas se conocen en las técnicas clinicas y se
definen de manera adecuada para cada neoplasia diferente. Las caracteristicas tipicas de los subgrupos de alto riesgo
son aquellas en las que el tumor ha invadido tejidos circundantes, o que muestran implicacion de ganglios linfaticos.

Otro grupo tienen una predisposicion genética a la neoplasia pero aun no han mostrado evidencias de signos clinicos
de neoplasia. Por ejemplo, las mujeres con resultados positivos en pruebas para detectar una mutacién genética
asociada con cancer de mama, pero que todavia estan en edad de procrear, pueden desear recibir uno o mas de los
fragmentos de union a antigeno descritos en el presente documento en el tratamiento de manera profilactica para
prevenir la aparicion de neoplasia hasta que sea adecuado realizar una cirugia preventiva.

Los sujetos humanos con neoplasia que tienen cualquiera de las siguientes neoplasias: glioblastoma, melanoma,
neuroblastoma, adenocarcinoma, glioma, sarcoma de tejido blando y diversos carcinomas (incluyendo cancer de
prostata y de pulmoén de células pequefias) son sujetos especialmente apropiados. Los carcinomas adecuados
incluyen ademas cualquiera conocido en el campo de la oncologia, incluyendo, pero sin limitarse a, astrocitoma,
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, oligodendroglioma, ependimoma, meduloblastoma, tumor ectodérmico
neuronal primitivo (PNET), condrosarcoma, sarcoma osteogénico, adenocarcinoma de conductos pancreaticos,
adenocarcinomas de pulmoén de células pequefias y grandes, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, carcinoma
de células escamosas, carcinomabroncoalveolar, adenocarcinoma epitelial, y metastasis de higado de los mismos,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, hepatoma, colangiocarcinoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de
Ewing, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, carcinoma de células basales, carcinoma de glandula sudoripara,
carcinoma papilar, carcinoma de glandula sebacea, adenocarcinoma papilar, cistoadenocarcinoma, carcinoma
medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, carcinoma de conductos biliares, coriocarcinoma,
seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, tumor de testiculos, meduloblastoma, craneofaringioma,
ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, neuroblastoma,
retinoblastoma, leucemia, mieloma muiltiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, y enfermedad de las cadenas
pesadas, tumores de mama tales como adenocarcinoma ductal y lobular, adenocarcinomas escamosos y del cuello
uterino, carcinomas epiteliales de ovarios y uterinos, adenocarcinomas de préstata, carcinoma de células escamosas
transicionales de la vejiga, linfomas de células B y T (nodulares y difusos) plasmacitoma, leucemias agudas y crénicas,
melanoma maligno, sarcomas de tejido blando y leiomiosarcomas.

Los sujetos pueden tener una forma avanzada de la enfermedad, en cuyo caso el objetivo de tratamiento puede incluir
la mitigacion o reversion de la progresion de la enfermedad y/o mejora de los efectos secundarios. Los sujetos pueden
tener una historia del estado, para el que ya se han tratado, en cuyo caso el objetivo terapéutico incluira normalmente
una disminucion o retardo del riesgo de recidiva.

Por consiguiente, la invencidon proporciona una célula inmunosensible de la presente invencién para su uso en el
tratamiento o la prevencion de un neoplasma, o la induccion de muerte de células tumorales en un sujeto, en la que
la célula inmunosensible de la presente invencién puede ser para la administracion en una cantidad eficaz de una
célula inmunosensible que comprende un receptor que se une a un antigeno tumoral y activa la célula inmunosensible
(por ejemplo, TCR, CAR) y un vector que codifica para un receptor que se une a otro antigeno tumoral y estimula la
célula inmunosensible. En una realizacion, la neoplasia se selecciona del grupo que consiste en cancer de prostata,
cancer de mama, canceres de la sangre (por ejemplo leucemias, linfomas y mielomas), cancer de ovarios, cancer de
vejiga, cancer de cerebro, cancer de colon, cancer intestinal, cancer de higado, cancer de pulmén, cancer de pancreas,
cancer de proéstata, cancer de la piel, cancer de estdmago, glioblastoma y cancer de garganta. En otra realizacion, el
antigeno tumoral es uno o mas de anhidrasa carbodnica IX (CAIX), antigeno carcinoembrionario (CEA), CD5, CD?,
CD10, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD34, CD38, CD41, CD44, CD49f, CD56, CD74, CD133, CD138, un
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antigeno de una célula infectada por citomegalovirus (CMV) (por ejemplo, un antigeno de superficie celular),
glicoproteina epitelial 2 (EGP-2), glicoproteina epitelial 40 (EGP-40), molécula de adhesion de células epiteliales
(EpCAM), tirosina-proteina receptora cinasas erb-B2,3,4, proteina de union a folato (FBP), receptor de acetilcolina
fetal (AChR), receptor de folato-a, gangliésido G2 (GD2), gangliésido G3 (GD3), receptor de factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER-2), telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT), subunidad alfa 2 de receptor de
interleucina 13 (IL-13Ra2), cadena ligera ic, receptor de dominio de insercion de cinasa (KOR), Lewis Y (LeY),
molécula de adhesion celular LI (L1CAM), familia A de antigeno de melanoma 1 (MAGE-A1), mucina 1 (MUC1),
mesotelina (MSLN), ligandos de NKG2D, antigeno de cancer de testiculos NY-ESO0-1, antigeno oncofetal (h5T4),
antigeno de células madre de prostata (PSCA), antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA), glicoproteina
asociada a tumor 72 (TAG-72), R2 de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2), o proteina de tumor de
Wilms (WT-1).

Como consecuencia de la expresion en superficie de un receptor que se une a un antigeno tumoral y activa la célula
inmunosensible (por ejemplo, TCR, CAR) y un vector que codifica para un receptor que se une a otro antigeno tumoral
y estimula la célula inmunosensible (por ejemplo CCR), se dota a células NK o T humanas transferidas de manera
adoptiva de una actividad citolitica aumentada y selectiva en el sitio de tumor. Ademas, tras su ubicacién en el tumor
o la infeccion viral y su proliferacion, las células T que expresan ligando coestimulante convierten el sitio de tumor o
infeccion viral en un entorno altamente conductor para una amplia gama de células inmunitarias que participan en la
respuesta fisioldgica antitumoral o antiviral (linfocitos de infiltracién tumoral, células NK, NKT, células dendriticas y
macrofagos).

En otras realizaciones, se proporciona una célula inmunosensible de la presente invencién para su uso en el
tratamiento de sujetos con una infeccion por patdgeno (por ejemplo, infeccion viral, infecciéon bacteriana, infeccion
fungica, infeccion por parasito o infeccién por protozoo). La invencién es particularmente util para potenciar una
respuesta inmunitaria en un sujeto inmunocomprometido. Las infecciones virales a modo de ejemplo susceptibles de
tratamiento usando un método de la invencion incluyen, pero no se limitan a, infecciones por citomegalovirus (CMV),
virus de Epstein Barr (VEB), virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de la gripe.

Por consiguiente, se da a conocer un método de tratamiento o prevencion de una infeccion por patégeno en un sujeto,
comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de una célula inmunosensible tal como se describe en el
presente documento.

Kits

Se dan a conocer kits para el tratamiento o la prevencion de una neoplasia, infeccion por patégeno, trastorno
inmunitario o trasplante alogénico. En una realizacion, el kit incluye una composicion terapéutica o profilactica que
contiene una cantidad eficaz de una célula inmunosensible que comprende un receptor de antigeno activante y un
receptor de antigeno coestimulante en forma de dosificacion unitaria. En un ejemplo particular, las células comprenden
ademas un ligando coestimulante. En algunas realizaciones, el kit comprende un recipiente estéril que contiene una
vacuna terapéutica o profilactica; tales recipientes pueden ser cajas, ampollas, frascos, viales, tubos, bolsas, sobres,
envases de tipo blister u otras formas de recipiente adecuadas conocidas en la técnica. Tales recipientes pueden
fabricarse de plastico, vidrio, papel laminado, lamina de metal u otros materiales adecuados para contener
medicamentos.

Si se desea, la célula inmunosensible se proporciona junto con instrucciones para administrar la célula a un sujeto que
tiene o que corre el riesgo de desarrollar una neoplasia, infeccion por patégeno, trastorno inmunitario o trasplante
alogénico. Las instrucciones incluiran generalmente informacion sobre el uso de la composicion para el tratamiento o
la prevencion de neoplasia, infeccion por patégeno, trastorno inmunitario o trasplante alogénico. En ofras
realizaciones, las instrucciones incluyen al menos uno de los siguientes: descripcion del agente terapéutico; programa
de dosificacion y administracion para el tratamiento o la prevencion de una neoplasia, infeccion por patégeno, trastorno
inmunitario o trasplante alogénico o sintomas de los mismos; precauciones; advertencias; indicaciones;
contraindicaciones; informacién sobre sobredosis; reacciones adversas; farmacologia en animales; estudios clinicos;
y/o referencias. Las instrucciones pueden imprimirse directamente en el recipiente (cuando esta presente), o como
etiqueta aplicada al recipiente, o como una hoja independiente, folleto, tarjeta o carpeta suministrada en o con el
recipiente.

Ejemplos

La puesta en practica de la presente invencién emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales
de biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia,
que estan dentro de alcance del experto en la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia, tal
como, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicion (Sambrook, 1989); “Oligonucleotide Synthesis”
(Gait, 1984); “Animal Cell Culture” (Freshney, 1987); “Methods in Enzymology” “Handbook of Experimental
Immunology” (Weir, 1996); “Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (Miller y Cales, 1987); “Current Protocols in
Molecular Biology” (Ausubel, 1987); “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis, 1994); “Current Protocols in
Immunology” (Coligan, 1991). Estas técnicas pueden aplicarse a la produccion de los polinucledtidos y polipéptidos
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de la invencion, y, como tales, pueden considerarse en la realizacion y puesta en practica de la invencion. En las
siguientes secciones se comentaran técnicas particularmente utiles para realizaciones particulares.

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos habituales en la técnica una divulgacion y
descripcion completas de como realizar y usar el ensayo, examen y métodos terapéuticos de la invencion, y no se
pretende que limiten el alcance de lo que los inventores consideran como su invencion.

Ejemplo 1. Células T que expresan conjuntamente un receptor de antigeno quimérico (CAR) y un receptor
coestimulante quimérico (CCR) erradicaron tumores establecidos.

Se dan a conocer “células T que detectan tumores” que implican simultaneamente dos antigenos expresados
conjuntamente por una célula tumoral. De manera importante, se ha encontrado que la reactividad frente a tejidos que
expresan cualquiera de los antigenos solos debe ser despreciable, provocando Unicamente la activacion de células T
en presencia de ambos antigenos pero no cualquiera de los mismos solos. La invencién se basa al menos en parte
en los descubrimientos de que en combinacion proporcionan inmunorreactividad de células T selectiva, y, por tanto,
hacen que este enfoque sea clinicamente relevante. Lo primero es asignar la activacion de células T frente a un
antigeno (por ejemplo, CD19 o antigeno de células madre de prostata, PSCA), que puede mediarse por un receptor
de células T (TCR) o un receptor de antigeno quimérico (CAR). La coestimulacion estd mediada de manera
independiente por un “receptor coestimulante quimérico” (CCR),'>"3 que se dirige a un segundo antigeno (por ejemplo,
antigeno de membrana especifico de prostata, PSMA). Este enfoque dio como resultado una inmunorreactividad
aumentada frente a tumores positivos para antigeno doble (DP), pero no logré evitar la inmunorreactividad potenciada
frente a tumores positivos para antigeno individual (SP). El segundo principio importante para células T que detectan
tumores para distinguir tumores DP de tumores SP, es disminuir la activacion de células T hasta un nivel en el que por
si sola es ineficaz, pero rescatada funcionalmente en el sitio de tumor por un CCR implicado por un antigeno
independiente expresado conjuntamente. Dado que los CAR y CCR reconocen antigenos de superficie celular en vez
de complejos de HLA-péptido, las células T modificadas por ingenieria de esta manera se dirigen directamente al
tumor y no se coestimularan mediante la interaccion con células que presentan de manera cruzada los antigenos
seleccionados como diana. Tal como se demuestra en el presente documento, este enfoque dio como resultado la
erradicacion de tumor selectiva en ratones que portaban multiples tumores.

Para demostrar que pueden suministrarse in vivo sefiales tanto de activacion de células T como de coestimulacion
usando dos receptores especificos de antigeno distintos, se evalud la combinacion de un CAR, que proporciona una
sefial de activacion de CD3 tras el reconocimiento del marcador de células B CD19'* y un CCR especifico para
PSMA'215, Debido a la sinergia entre CD28 y 4-1 BB'®'7, incluyendo los dominios citoplasmaticos en tandem'8?', se
afiadié el dominio citoplasmatico de 4-1 BB al CCR de PSMA P28'° tal como se describe?! (figura 1A). Se transdujeron
células T de sangre periférica humanas primarias con los receptores 19z1 y/o P28BB y mostraron una expresion
facilmente detectable de ambos receptores, con eficiencias de transduccion en el intervalo del 4570% (figura 1B). Se
analizaron cuatro grupos de células T en todos los estudios posteriores, que comprendian CAR anti-CD19 (19z1),
CCR anti-PSMA (P28BB), tanto CAR anti-CD19 como CCR anti-PSMA en combinacién (19z1+P28BB), y un grupo de
control sometido a transduccion simulada (simulado) (figura 1C). La citotoxicidad in vitro y la respuesta proliferativa
tras la exposicién a CD19 y/o PSMA mostraron que la citotoxicidad dirigida contra CD19 se conferia, tal como se
esperaba, por 19z1 y no se veia alterada en presencia de PSMA.

Una comparacion cuantitativa de los grupos de células T, normalizados frente a la fraccion de células T transducidas
con 19z1 para los grupos 19z1 y 19z1+P28BB vy la fraccion transducida con P28BB en el grupo P28BB, mostro que
las células T 19z1 y 19z1+P28BB producian la lisis especifica del 40-47% de las dianas CD19" a una razén E:T de
50:1 mientras que las células T transducidas con P28BB no lograron producir la lisis de dianas PSMA" (figura 2A). Sin
embargo, tras la exposicion repetida a estos antigenos en ausencia de citocina exdgena, solo las células T
19z1+P28BB mostraron una proliferacion robusta con una expansion de 58 veces durante 31 dias cuando se cultivaron
de manera conjunta con células presentadoras de antigenos artificiales (AAPC) que expresaban ambos antigenos. En
comparacion, las células T 19z1 o P28BB solo presentaron una expansion moderada a lo largo de los primeros 14
dias, al igual que las células T 19z1+P28BB con APC de CD19+PSMA (figura 2B). Se proporcionaron evidencias
adicionales de una activacion mas fuerte de células T en presencia de ambos antigenos mediante la evaluacion
cuantitativa de la produccion de citocinas y la induccién de la molécula antiapoptotica BelxL en células T 19z1+P28BB,
que fueron claramente superiores en presencia de APC C019*PSMA* que en presencia de cualquiera de los antigenos
solos (figuras 4A, 4E).

Inicialmente, se sometié a prueba la capacidad in vivo de estas células T de expresién de receptor doble para erradicar
tumores de préstata humanos sistémicos establecidos en ratones NOD/SCID-yC KO (NSG) inmunocomprometidos
que portaban células tumorales (C019"PSMA") positivas dobles. Se sometieron sistémicamente los ratones NSG a
injerto con 2,0 x 108 células de tumor PC3 que expresaban luciferasa de luciérnaga que expresaban tanto C019 como
PSMA (figura 5) y se trataron 19 dias después con una Unica infusion intravenosa de 1,0 x 108 células T 19z1,
19z1+P28BB, P28BB o de control. Treinta y cinco dias después, se sacrificaron los ratones que recibieron células T
P28BB o células T de control debido a la carga tumoral. En cambio, los ratones tratados con células T 19z1 tenian
una reduccién marcada de la carga tumoral. Sorprendentemente, los ratones tratados con células T 19z1+P28BB
tenian una carga tumoral indetectable (figura 2C). A lo largo de 70 dias de monitorizacion tras la infusion, los tumores
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C019* presentaron eventualmente recidiva en ratones que recibieron células T 19z1, mientras que la remision
completa persistid en todos los ratones que recibieron células T 19z1+P28BB (figura 2C). Este resultado indicé
fuertemente que se habia logrado la erradicacion de tumor.

Sin embargo, estos hallazgos planteaban una preocupacion debido a la posible erradicacion inicial de tumores
C019*PSMA" mediante células T 19z1+P28BB. Habia una probabilidad de que la inmunorreactividad de células T se
potenciara de manera indeseable en los destinatarios que portaban tumores C019*PSMA* dobles positivos debido a
la recirculacion de células T. Para someter a prueba esta hipétesis, se sometieron ratones a infusién subcutanea con
tumores CO019*PSMA- en los costados izquierdos, tumores CO019PSMA* en los costados derechos, y tumores
CO019*PSMA* en sus lomos. Una semana después, se administré a los ratones una de células T 19z1, P28BB o
19z1+P28BB (1,0 x 10° células) por via intravenosa. Los ratones que recibieron células T P28BB tuvieron progresion
de los tres tumores y fue necesario sacrificarlos dentro del plazo de 35 dias (figura 20). En los ratones tratados con
células T 19z1, los tumores C019*PSMA" y C019*PSMA* experimentaron una reduccién sustancial en comparacion
con su progresion en destinatarios de células T P28BB, antes de presentar eventualmente progresién. De manera
compatible con resultados anteriores, los ratones tratados con células T 19z1+P28BB mostraron una erradicacion
completa de tumores C019*PSMA®. Sin embargo, tal como se planteé en la hipdtesis, también se potencid
sustancialmente el rechazo de tumores C019*PSMA" y fue superior al observado en destinatarios de células T 19z1
(figura 20, paneles inferiores). Por tanto, un enfoque de sefiales divididas que seleccion6 como diana dos antigenos
no logré restringir la reactividad de células T y proteger a los tumores de antigeno individual.

Para abordar el problema de la reactividad frente a antigeno individual, se propuso que tendria que minimizarse la
activacion de células T, casi hasta el punto de la extincion, sélo para rescatarse en el sitio de expresion de antigenos
dobles mediante una implicacién de CCR adecuada. Por tanto, se buscaron CAR con actividad reducida. Para estos
experimentos, se us6 una combinacion clinicamente relevante de antigenos que seleccionaban como diana PSCA y
PSMA. Se evaluaron tres scFv especificos de PSCA con diferentes afinidades de union por PSCA (figura 3A). Mientras
que el scFv de Hzl produjo eficazmente la lisis de células tumorales hasta el intervalo de picogramos, el scFv de Lzl
requirié 1.000 — 10.000 veces mas anticuerpo para lograr una eficiencia similar de lisis especifica. Se usaron estos
scFv para derivar tres CAR basados en CD3 con diferentes actividades en ensayos de citotoxicidad (figura 3B). Dos
de los CAR, Hzl y Mzl, dirigieron una actividad litica moderada frente a dianas PSCA* (lisis especifica al 20% a la
razén de E:T de 50:1). En cambio, el tercer CAR, LzI, sélo alcanzé el 10%, cualificandolo como receptor de antigeno
ineficaz. Esta jerarquia se confirmé adicionalmente en ensayos de liberacion de citocinas, que mostraron una
secrecion de citocinas potenciada por células T 19z1+P28BB (figura 4A) y células T Hz1+P28BB (figura 4B) en
comparacién con células con cualquiera de los receptores solos. Esta potenciacion fue menor en células T MzI+P28BB
(figura 4C) y disminuy6 incluso mas en células T Lz1+P28BB (figura 4D).

Con el fin de evaluar la eficacia terapéutica y el perfil de direccionamiento de células T reactivas PSCA+PSMA-, se
sometié a prueba la actividad antitumoral de estas células T en animales que portaban tumores PSCA+PSMA- y/o
PSCA+PSMA+. En primer lugar, para someter a prueba la capacidad de células T MzI+P28BB y Lz1+P28BB para
erradicar de manera selectiva células PSCA+PSMA+, se inocularon a ratones por via intravenosa 2 x 106 células PC3
que expresaban FFLuc positivas para PSMA, PSCA o ambos (figura 5). Catorce dias después, un conjunto de ratones
recibié 1 x 106 células T MzI+P28BB CAR+ por infusion intravenosa, y otro conjunto recibié 1 x 106 células T
Lz1+P28BB CARP. Los ratones que portaban células tumorales PSCA+PSMA que se trataron con las células T
MzI+P28BB mas eficaces mostraron una mayor regresion tumoral que los ratones tratados con células T Lz1+PBB
(figura 3C). De manera similar al experimento con CD19 (figura 2C), estos tumores presentaron eventualmente recidiva
y progresion. Sin embargo, en ratones que portaban células tumorales PSCA+PSMA+, las células T MzI+P28BB
indujeron una erradicacion de tumor robusta y a largo plazo. De manera compatible con la menor potencia de las
células T LzI+P28BB, la erradicacién de tumor en ratones que portaban células tumorales PSCA+PSMA+ tratados con
células T Lz1+P28BB fue mas lenta pero no obstante igual de satisfactoria, dando como resultado una erradicacion
de tumor fuerte y supervivencia a largo plazo de todos los ratones tratados (figura 3C). La erradicacion de tumor no
se potenci6 en ratones de control que portaban tumores o bien PSCAVSMA- o bien PSCA-PSMA+ (figura 3C). Se
sometié a prueba una evaluaciéon mas rigurosa de la actividad de fondo frente a tumores PSCAVSMA- en el contexto
de animales que también portaban tumores PSCA+PSMA+ y PSCAPSMA+. Las células T Lz1+P28BB mediaron en
la erradicacion de tumores PSCA+PSMA+ sin aumentar la erradicacion de tumores PSCA+PSMA (figura 3E), que no
era diferente de la inducida por células T LzI.

Por tanto, estos resultados demuestran la viabilidad de reducir la activacién de células T hasta el punto de evitar la
reactividad inmunitaria frente a tejidos que expresan un antigeno seleccionado como diana y rescatar la activacion de
células T en el sitio de tumor en el que se expresan conjuntamente antigenos, sin correr el riesgo de iniciar reactividad
frente a los tejidos que expresan un antigeno individual. Haciendo esto, los resultados demuestran prueba de concepto
para lograr dos desenlaces complementarios que determinan la especificidad y seguridad: 1) la capacidad para crear
especificidad de direccionamiento en ausencia de un antigeno diana unico mediante reconocimiento de antigenos
combinatorio; y 2) la proteccion de células que expresan Unicamente uno de los antigenos ajustando las sefales de
activacion y coestimulantes, para confinar practicamente la activacion a sitios de expresion conjunta de antigenos
diana.

Las terapias con células T dirigidas tienen la posibilidad de proporcionar tratamientos curativos, pero su aplicabilidad
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esta limitada por la escasez de dianas especificas de tumor validadas. De hecho, la expresion extratumoral da como
resultado efectos “en diana, fuera de tumor” que 2-4” algunas veces pueden ser tolerables pero son eventualmente
letales'. El método descrito en el presente documento proporciona direccionamiento mejorado suministrando sefiales
de activacion y coestimulacion ajustadas mediante reconocimiento de antigenos combinatorio (figuras 6A-6C).

En la presentacion de antigenos fisiologica,? se sensibilizan células T en ganglios linfaticos recibiendo sefiales de
activacion y coestimulantes y migrando a sitios periféricos, en los que las funciones efectoras de las células T no
dependen de la coestimulacion. De manera similar, las células T implicadas mediante un receptor de antigeno y un
CCR pueden recircular a otros sitios periféricos y presentar una actividad citolitica intensificada frente a tejidos que
expresan Unicamente uno de los antigenos seleccionados como diana (figura 6A). Por tanto, la presente estrategia se
desarrollé para abordar este problema de un posible efecto sistémico con el fin de proteger a células positivas de
manera individual para el antigeno, incluyendo células no tumorales (figura 68). En un modelo de ratén de tres tumores
(PSCA*, PSMA*, y PSCA*PSMAY), se logro la erradicacion de PSCAVSMA+, mientras que se protegieron los tumores
PSCA*PSMA-y PSCA PSMA (figura 3E).

Tal como se muestra mediante los presentes estudios, esta selectividad por tumores DP puede lograrse reduciendo
la eficacia del CAR, lo cual crea células que son menos citotoxicas (figura 38) y que tienen niveles reducidos de
secrecion de citocinas (figuras 4A-4D). Aunque los niveles de citocinas tanto TH1 como TH2 son relativamente altos
para CAR tanto de 19z1 como de Hzl, el uso de los CAR de Mzl y Lzl menos eficaces dio como resultado la reduccion
de estos niveles. La potenciacion de los niveles de citocinas en células T LzI+P2888 en comparacion con células T
Lzl fue minima excepto para IL-2 e IL-13. Mientras que IL-2 induce la proliferacion y puede fomentar una respuesta o
bien de TH 1 o bien de TH223, |L-13 esta asociada con una respuesta de TH2 especifica para la sefializacion de 4-I
BB/CD1 37.2425

PSCA y PSMA son dianas prometedoras para el tratamiento de cancer de prostata metastasico?®?’, aunque ninguna
es absolutamente especifica de prostata. En sujetos humanos, se encuentra expresion de PSCA en cancer de prostata
y dentro de la pelvis renal, uréter, vejiga urinaria y uretra.?® La expresion de PSMA se correlaciona fuertemente con
cancer de prostata primario, metastasis, asi como en astrocitos de tipo Il, el tibulo proximal del rifién y el borde ciliado
intestinal.?® Por tanto, se espera que la seleccion como diana doble de PSCA/PSMA aumente la seleccion como diana
de cancer de prostata y reduzca la reactividad frente a estos tejidos normales. Se aprecia que este principio puede
extenderse a otros tipos de tumor que expresen un par de antigenos, especialmente aquellos que confieren auténtica
especificidad tumoral. Por ejemplo, pueden usarse HER2, MUC1, CD44, CD49fy/o EpCAM de esta manera para tratar
cancer de mama.® " Asimismo, puede usarse mesotelina, receptor de folato-a, CD44 y/o CD133 para tratar cancer de
ovarios.323 La seleccion como diana de células que inician tumor o células madre cancerosas, para las que adn no
se han identificado claramente antigenos/estructuras diana Unicos3#® sera particularmente atractiva usando este
enfoque.

Un aspecto importante de este enfoque es restringir y casi eliminar la activacion de células T en respuesta a un
antigeno individual. Se encontré que CAR con baja afinidad o baja avidez que sélo proporcionan una sefial de
activacion escasa eran Utiles para lograr este efecto. Alternativamente, puede usarse un TCR enddgeno con baja
afinidad o baja avidez en combinacion con un CCR para proporcionar coestimulacion especifica de antigeno. En
conjunto, los resultados indican las ventajas de restringir la actividad de células T modificadas por ingenieria,
reconciliando la potencia con la seguridad mediante reconocimiento de antigenos combinatorio por células T que
detectan tumores.

Producciébn viral y construccién de vector gammarretroviral

El vector gammarretroviral SFG-19z1 se ha descrito ampliamente.’ Este constructo de estructura principal se us6
para intercambiar scFv para generar SFG-Hzl, SFG-Mzl y SFG-Lzl mediante clonacién direccional usando un sitio
Neel ubicado en 5’ del scFv y un sitio Nod ubicado en 3’ del scFv. Para generar SFG-P28BB, los dominios CD28 y
CD137 fusionados se amplificaron mediante PCR a partir de SFG-P28BBz1 y se ligaron en 3’ del scFv de PSMA
usando un sitio Neel en 5’ y un sitio BamHI en 3’ para incluir un codén de terminacion en 3’ del dominio BB, mientras
que se retird el dominio de CD3.2" La expresion génica bicistronica para CAR que va a expresarse conjuntamente con
dsRED y CCR que van a expresarse conjuntamente con hrGFP se logré usando un sitio interno de entrada al ribosoma
tal como se describié anteriormente. Se usaron vectores para transfectar de manera transitoria lineas celulares para
generar lineas de produccion viral estables tal como se describié anteriormente.

Generacion de scFv anti-PSCA

Se generaron tres scFv especificos de PSCA novedosos, denominados Hzl, Mzl y Lzl, amplificando los dominios
pesado variable (VH) y ligero variable (VL) que confieren especificidad de antigeno PSCA de epitopos no solapantes
usando cebadores degenerados a partir de hibridomas tal como se describié anteriormente.3¢ Se fusionaron estos
dominios VH y VL entre si usando un ligador y se usaron para sustituir al scFv de CD19 en la estructura principal de
SFG-19z1 usando sitios Sphl en 5" a Notl en 3'.

Aislamiento, transduccion retroviral y cultivo de células T humanas primarias
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Se aislaron leucocitos de sangre periférica usando gradientes de Ficoll y se transdujeron tal como se describio
anteriormente. En resumen, tras una activacion de 48 horas con fitohemaglutinina 2 &g/ml, se transdujeron células
dos veces mediante espinoculacion durante 1 hora sobre placas recubiertas con retronectina a lo largo de las
siguientes 48 horas y se afiadieron 20 U/ml de IL-2. Tras dejar 3 dias para la expresion de vector, se determinaron las
eficiencias de transduccién mediante citometria de flujo y se usaron células sin clasificar a granel para diversos
ensayos o transferencias adoptivas.

Generacion de lineas de células tumorales que expresan antigeno

Se obtuvo la linea de tumor de préstata humano PC3 a partir del ATCC y se transdujo de manera retroviral'® con el fin
de generar PC3-GFP/Luc, que se uso posteriormente para crear 10 PC3-CD19, PC3-PSMA, PC3-CD19-PSMA, PC3-
PSCA y PC3-PSCA-PSMA mediante transduccion retroviral.

Ensayos de destruccion y liberacion de cromo de CTL

Se marcaron células diana que expresaban el antigeno deseado con 5'Cry se cultivaron conjuntamente con células T
a razones de efector:diana decrecientes. Tras 4 horas de cultivo, se retiré el sobrenadante y se usé para medir la
radiactividad liberada a partir del cromo. Se determiné la lisis especifica restando la radiactividad de fondo de células
diana no cultivadas con células T y dividiendo entre la radiactividad medida a partir de células diana sometidas
completamente a lisis usando Triton X-100 al 0,2%.

Ensayos de proliferacién de células T a largo plazo

Se irradiaron células tumorales que expresaban el antigeno deseado con 30 Gy antes del cultivo conjunto con 1,0 x
10° células T a una razon de efector:diana de 5:1. Se contaron las células T cada semana usando un contador de
células Invitrogen Countess y después volvieron a estimulares con células tumorales irradiadas. No se afiadieron
citocinas exégenas a estos cultivos conjuntos.

Generaciéon de modelos de tumor en ratones

Se aplicaron por infusiéon células de tumor PC3 en ratones NOD/SCID-IL2Ry obtenidos o bien a partir de Jackson
Laboratories o bien a partir de cria interna segun el protocolo 04-10-024 aprobado por el Comité institucional para el
uso y cuidad de animales MSKCC. Para experimentos de tumores sistémicos, se aplicaron por infusion 2,0 x 108
tumores al interior de ratones con 1,0 x 10°® células T positivas para receptor quimérico aplicadas por infusion 14 dias
después. Para experimentos de tumores subcutaneos, se inyectaron 1,0 x 108 células tumorales por sitio de tumor, se
establecieron durante 7 dias tras lo cual se aplicaron por infusion i.v. 1,0 x 108 células T positivas quiméricas.

Cuantificacion de carga tumoral

Para experimentos de tumores sistémicos, se us6 obtencion de imagenes por bioiluminiscencia (BLI) para medir
cuantitativamente la carga tumoral correlacionando la cantidad de carga tumoral con la luminiscencia usando un
sistema IVIS 100 (Caliper Life Sciences) tal como se describié anteriormente. Para tumores subcutaneos, se usaron
calibres para medir el tamafio tumoral. Se calculd el volumen tumoral multiplicando la longitud, anchura y altura de
cada tumor.

El anticuerpo biespecifico medié en la lisis tumoral

Se afadieron anticuerpos biespecificos que contenian un scFv especifico de PSCA fusionado a un scFv especifico de
CD3 en diversas cantidades a células T no transducidas cultivadas conjuntamente con PC3 PSCA* a una razén de
20:1, respectivamente en ensayos de ensayo de liberacién de cromo durante 4 h convencionales.

Citometria de flujo

Se analizaron células usando un citémetro de flujo LSRII o se clasificaron usando un clasificador celular FACSAria
(BO Biosciences) tal como se describié anteriormente.'® La deteccion de receptor quimérico en la superficie celular
puede lograrse directamente usando anticuerpo de cabra anti-ratén conjugado con AF647 (Invitrogen). Se obtuvieron
anticuerpos para CD4-PE-Cy7, CDS-Pacific Blue y CD19-APC a partir de Invitrogen mientras que se purificaron
anticuerpos contra PSCA a partir de sobrenadantes de hibridoma y se obtuvieron anticuerpos contra PSMA a partir de
MBL Interantional.

Analisis de citocinas
Se recogieron sobrenadantes 48 horas tras la segunda estimulacion tumoral a partir de experimentos de proliferacion

de células T a largo plazo y se usaron para el analisis de citocinas usando un sistema de multiplex personalizado
HCYTMAG-60K (Millipore) y se analizaron usando un instrumento Luminex 100 (Luminex) tal como se describid
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anteriormente.?!
Analisis de inmunotransferencia de tipo Western

Se recogieron células 24 horas tras la estimulacion tumoral inicial a partir de experimentos de proliferacion de células
T a largo plazo para usarse para analisis de inmunotransferencia de tipo Western de la expresion de Bclxl. Se
realizaron inmunotransferencias de tipo Western tal como se describio anteriormente?' usando anticuerpos primarios
contra Bclxl y Akt (Cell Signaling Technology).
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Gly

Tyr

Ala

10

Leu
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Leu
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45
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Leu
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Leu
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Leu

Pro
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Leu
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Tyr
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Leu

Thr
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Thr

Pro
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Thr

Ala

Phe
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195
Arg

Lys

Pro

Arg
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Thr

Leu

Leu

100

Ser

Phe

Pro

Cys
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180

Leu

Arg

Pro

Val

Pro

Glu

Gly

Phe

Asp

85

Thr

Ala

Leu

Ala

Arg

165

Leu

Arg
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Thr

Ser

Thr

Cys

Leu

70

Thr

Leu

Leu

Pro
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Leu
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230
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55

Leu
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Ile
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Leu
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Glu

40

Trp

Tyr

Arg

Asp
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Ile
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Tyr

Leu

200
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Leu
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Leu

Leu

Leu

Phe
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Ser

Pro
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Gly
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185
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Cys

Arg

Leu
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Lys

Phe
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Ser
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Arg

Ile

Thr

Ser

Gly
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Trp

Ile

Pro

Tyr
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Ser

Cys

Gln

Gln

75

Gly

Arg

Met

Thr

Gln

155
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Ala

Thr

Arg

val
235

Leu

Pro

Gln
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60

Asn

Lys

Glu

Tyr

Thr

140

Pro

Val

Pro

Leu

Pro
220

Ala

Leu

Val

45

Arg

Lys

Arg

Asn

Phe

125

Pro

Leu

His

Leu

Tyr
205
Val

Leu

Asp

30

Leu

Gly

Pro

Leu

Glu

110

Ser

Ala

Ser

Thr

Ala

190

Cys

Val

Leu

15

Arg

Leu

Ala

Lys

Gly

95

Gly

His

Pro

Leu

Arg
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Gly

Asn

Lys

Leu
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Ser
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Tyr

Phe

Arg

Arg
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<213> Homo sapiens
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Met Leu Arg Leu Leu
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Thr Gly Asn Lys Ile
20

Asp Asn Ala Val Asn
35

Arg Glu Phe Arg Ala
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65

Lys Thr Gly Phe Asn
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Leu

Leu
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70
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Leu

Tyr
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Tyr
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Trp
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Gln
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Thr

Leu
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Thr

Leu

Arg

Arg

Pro

Met

Tyr

Asp

60

Leu

Asn

Asp

Asp

Leu

140

Leu

Val

His

Lys

Ser
220

Ser

Leu

Asn

45

Ser

Gln

Glu

Ile

Asn

125

Cys

Val

Ala

Ser

His
205

Ile

Val

30

Leu

Ala

Val

Ser

Tyr

110

Glu

Pro

Val

Phe
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Tyr

Gln
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Phe

Val

Tyr
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95

Phe

Lys
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Ile
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Tyr

Gln
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Met
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Asn
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Thr
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Gln
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Leu
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Cys
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100
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Cys

Thr

Cys

Phe

Lys
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Cys

Asn

Leu

165
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Cys
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Asn
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135

Thr
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Ile

Leu
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Gly

Arg
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Thr
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Pro
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Asn

Gly

Thr

Pro
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Cys

Phe
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Arg
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Gln

31

Thr

Pro

Gln

Gln

Arg
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Gly

Lys

Gly
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Ser

Ile

Leu

Cys

Ile
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Lys

Phe
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Thr
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140
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Val

Ile

Leu
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45

Thr
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Leu
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Thr
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Cys
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Pro

Phe
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Val
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Cys

Pro

Asp
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Leu

95

Glu
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Gly

Pro
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Phe

Leu

Pro

Cys

Ile

Ser

80

Gly

Leu

Gln

Lys

Pro
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Arg Phe Ser Val
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Met

1

Leu

Ser

Ser

Tyr

65

Met

Asn

Thr

Glu

Pro
145

Gly

Asn

Gly

Cys

50

Trp

Asn

Asn

Tyr

His

130

Ser

His

Phe

Val

35

Gly

Gln

Ile

Leu

Glu

115

Leu

Ile

Thr

Phe
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Ile
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Trp
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100
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Val
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Phe
245

Arg
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Glu
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85

Ile

Val

Glu

Asp

Ala

Lys

Arg
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Glu
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Leu
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Glu
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Leu
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Glu
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Leu
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Glu
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Glu

Glu
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Lys
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Glu
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Ser
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Val

Glu

Leu

Arg

Leu

Glu

Val

Thr

32

Leu

Lys

Thr

235

Gly

Pro

Gly

Lys

Leu

Thr

75

Thr

Arg
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Lys

Ser
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Phe

Leu
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Gln

Gly
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Leu

Glu
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Met

Ile
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Asn

Phe
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Leu
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Lys
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Met
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Leu
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Thr
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Arg
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Ile

Glu

Pro

Thr

Val

225

Asp

Ile

Glu

Cys

Asn

Glu
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210

Asn

Asn

Phe

Arg
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Glu
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Gln

Thr

Asp

Glu
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Leu

Val

Glu
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Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Pro

245

Cys

Asn

Gln

Arg

Leu
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Tyr

Ile
85

Gly

Leu

Tyr

Phe

Asn

230
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Cys

Glu

Pro

Asn

Leu
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Lys

70

Met

Gly

Asn

Ala

Met

215

Trp

Trp

Leu

Arg

Leu
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Cys

Arg
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Lys
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Phe
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Val

200

Cys

Asn
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Thr

Leu
280

Glu

Leu

Phe

40

Tyr

Glu

Val

Pro

Ile
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Ser

Leu

Thr

Ile

Tyr

265

Arg

Glu

Leu

25

Thr

Pro

Lys

Gln

Glu

170

Asn

Ser

Ile

Thr

Thr

250

Cys

Arg

Asn

10

Leu

Tyr

Arg

Gly

Asn
90

33

Pro

Thr

Lys

Lys

Lys

235

Leu

Phe

Glu

Val

Val

Ile

Ile

Phe

75

Asn

His

Thr

Leu

Tyr

220

Gln

Ile

Ala

Ser

Gly

Ala

Cys

Gln

60

Ile

Ser

Leu

Val

Asp

205

Gly

Glu

Ser

Pro

Val
285

Asn

Ser

Leu

45

Ser

Leu

Val

Ser

Ser

190

Phe

His

His

Val

Arg

270

Arg

Ala

Val

30

His

Ile

Thr

Ile

Trp

175

Gln

Asn

Leu

Phe

Asn

255

Cys

Pro

Ala

15

Ile

Phe

Lys

Ser

Ile
95

Leu

Asp

Met

Arg

Pro

240

Gly

Arg

Val

Arg

Gly

Ser

Val

Gln

80
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Cys

Val

Lys

Lys

145

Asp

Gly

Asp

Asn

Lys

130

Asp

Phe

Glu
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Gly

Ile
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Val

Lys

His

Phe
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Arg
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1
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Gly
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Trp
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Lys
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Glu
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Ser

Tyr

50

Ile

Phe

Tyr

Cys

Leu

Glu

Ser

35

Trp

Gly

Lys

Met

Ala
115

Pro

Val

20

Val

Met

Gln

Gly

Gln

100

Arg

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Asn

165

Val

Val

Lys

Lys

Asn

Ile

Gln

85

Leu

Lys

Leu

His

Val

Leu

150

Gly

Leu

Thr

Leu

Ile

Trp

Tyr

70

Ala

Ser

Thr

Ile

Tyr

Asn

135

Asn

Gly

Ala

Gln

Ser

Val

55

Pro

Thr

Gly

Ile
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Gln
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Ser

Tyr

Glu

Leu

Gln
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40

Lys

Gly

Leu

Leu

Ser
120

Leu

105

Asp

Leu

Thr

Leu

Leu

Ser

25

Lys

Gln

Asp

Thr

Thr

105

Ser

Lys

Glu

Met

Thr

Ile
170

Leu

10

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

90

Ser

Val

34

Gly

Glu

Val

Asp

155

Leu

Pro

Ala

Ser

Pro

Asp

75

Asp

Glu

Val

Tyr

Pro

Ala

140

Asn

Ile

Leu

Glu

Gly

Gly

60

Thr

Lys

Asp

Asp

Phe

Leu

125

Ser

Thr

His

Ala

Leu

Tyr

45

Gln

Asn

Ser

Ser

Phe
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Ser

110

Phe

Leu

Ser

Gln

Leu

Val
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Ala

Gly

Tyr

Ser
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Tyr

Gln

Gln

Thr

Leu

Asn
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Leu
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Arg

Phe

Leu
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Ser

95

Val

Phe

Glu

Leu

Tyr

Asp
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Pro

Leu

Pro
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Thr
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Arg
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Tyr

Thr

Pro

Leu

Arg
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Gly

Asn

Gln

Glu

Trp
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Gly
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Cys

Lys

Asn

210

Phe

Phe

Lys

Arg

Arg

290

Gly

Thr

Phe

Gln

Glu
370

Gly

Gly

Pro

Lys

Pro

195

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

275

Pro

Leu

Cys

Ile

Gly

355

Tyr

Gln

Gly

Lys

Ala

180

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

260

Pro

Glu

Asp

Gly

Arg

340

Gln

Asp

Gly

Gly

Phe

165

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

245

Ile

Thr

Ala

Phe

Val

325

Val

Asn

Val

Thr

Ser

150

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

230

Tyr

Lys

Pro

Cys

Ala
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Leu

Lys

Gln

Leu

Thr

135

Gly

Ser

Asn

Pro

Asp

215

Thr

Asn

Arg

Ala

Arg
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Cys

Leu

Glu

Leu

Asp
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Val

Gly

Thr

Val

Lys

200

Arg

Asn

Arg

Ala

Pro

280

Pro

Asp

Leu

Ser

Tyr

360

Lys

Thr

Gly

Ser

Gly

185

Pro

Phe

Val

Tyr

Ala

265

Thr

Ala

Ile

Ser

Arg

345

Asn

Arg

Val

Gly

Val
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Thr

Leu

Thr

Gln

Pro

250

Ala

Ile

Ala

Tyr

Leu

330

Ser

Glu

Arg

Ser

Ser

155

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

235

Tyr

Pro

Ala

Gly

Ile

315

Val

Ala

Leu

Gly

35

Ser

140

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

220

Lys

Thr

Thr

Ser

Gly

300

Trp

Tle

Glu

Asn

Arg
380

Gly

Tle

Arg

Ala

Ser

205

Gly

Asp

Ser

Thr

Gln

285

Ala

Ala

Thr

Pro

Leu

365

Asp

Gly

Glu

Val

Trp
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Ala

Ser

Leu

Gly

Thr

270

Pro

Val

Pro

Leu

Pro

350

Gly

Pro

Gly

Leu

Ser

175

Tyr

Thr

Gly

Ala

Gly
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Pro

Leu
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Leu

Tyr
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Ala

Arg

Glu

Gly

Thr
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Val

Gln

Tyr

Thr
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Gly

Ala

Ser

Thr

Ala
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Cys

Tyr

Arg

Met
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Gly
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Pro

Gly

Gln

Glu

Thr

Pro
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Arg

Ala

435

Arg

Pro

Asp

Arg
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Thr
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Met

1
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Trp

65

Lys

Ala

Tyr

Val

Ala

Ala

Thr

Tyr

50

Ile

Phe

Tyr
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Thr
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Leu

Glu

Ser

35

Thr
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Glu

Met

Ala
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Val

Pro

Val
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Val

Ile
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Asp
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100

Ala
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Arg

Lys

405

Arg

Lys
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Gln

Arg
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Lys
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Leu

Gly
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Arg
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Met
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Trp
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Leu
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Thr
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Asp
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REIVINDICACIONES
Célula inmunosensible que comprende:

(a) un receptor de antigeno quimérico (CAR) que se une a un primer antigeno y que tras su unién a dicho
primer antigeno puede suministrar una sefial de activacion a la célula inmunosensible, CAR que se une a
dicho primer antigeno con una constante de disociacion (Kq) de 1 x 10® M o mas, mediante lo cual dicha
célula inmunosensible muestra actividad citolitica sustancialmente nula o despreciable contra células que son
positivas de manera individual para dicho primer antigeno, y

(b) un receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno que es diferente del primer
antigeno y que tras su union a dicho segundo antigeno puede suministrar una sefial coestimulante a la célula
inmunosensible,

mediante lo cual la célula inmunosensible muestra un mayor grado de actividad citolitica contra células que
son positivas tanto para el primer antigeno como para el segundo antigeno en comparacion con células que
son positivas de manera individual para el primer antigeno.

Célula inmunosensible segun la reivindicacion 1, en la que la célula se selecciona del grupo que consiste en
una célula T, un linfocito citolitico natural (NK), un linfocito T citotdxico (CTL), una célula T reguladora, una
célula madre embrionaria humana, y una célula madre pluripotente a partir de la cual pueden diferenciarse
células linfoides.

Célula inmunosensible segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el antigeno es un antigeno tumoral o de
patégeno.

Célula inmunosensible segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicho CAR se une al primer
antigeno con una constante de disociacion (Kq) de 5 x 108 M o mas, 1 x 107 M omas, o0 1 x 10 M o mas.

Célula inmunosensible segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dicho CAR se expresa de
manera recombinante.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el CAR se expresa a partir
de un vector y/o en la que el CCR se expresa a partir de un vector.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que dichos antigenos primero
y segundo se seleccionan del grupo que consiste en PSCA, CAIX, CEA, CDS, CD7, CD10, CD19, CD20,
CD22, CD30, CD33, CD34, CD38, CD41, CD44, CD49f, CD56, CD74, CD133, CD138, un antigeno de
citomegalovirus (CMV), EGP-2, EGP-40, EpCAM, erb-B2, erb-B3, erb-B4, FBP, receptor de acetilcolina fetal,
receptor de folato-a, GD2, GD3, HER-2, hTERT, IL-13R-a2, KDR, LeY, molécula de adhesion celular LI,
MAGE-A1, MUC1, mesotelina, ligandos de NKG2D, NY-ESO-1, antigeno oncofetal (h5T4), PSMA, ROR1,
TAG-72, VEGF-R2, y WT-1.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que dichos antigenos primero
y segundo son:

(a) CD10 y CD19, respectivamente;

(b) CD56 y CD138, respectivamente;

(c) se seleccionan del grupo que consiste en CD133, un antigeno de citomegalovirus (CMV), erb-B2, KDR,
mesotelina, ligandos de NKG2D, NY-ESO-1, antigeno oncofetal (h5T4), PSCA, PSMA, CD19, VEGF-R2, y
WT-1;

(d) se seleccionan del grupo que consiste en mesotelina, receptor de folato-a, CD44, y CD133; o

(e) PSCA y PSMA, respectivamente.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el dominio de sefializacion
intracelular de dicho CAR es un dominio de sefializacién de cadena CD3.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que el dominio de sefializacion
intracelular del CCR es un dominio de senalizacion de CD97, CA11a-CD18, CD2, ICOS, CD27, CD154, CD5,
0X40, 4-1BB o CD28.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en la que el CAR comprende un
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dominio de sefializacion de cadena CD3 y un dominio de unién extracelular que se une a PSCA.

Célula inmunosensible segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en la que el CAR se une al primer
antigeno con una afinidad de unién que es inferior en comparacion con la afinidad de unién con la que el CCR
se une al segundo antigeno.

Método para producir in vitro una célula inmunosensible especifica de antigeno, comprendiendo el método:

introducir en la célula inmunosensible una primera secuencia de nucleétidos que codifica para un receptor de
antigeno quimérico (CAR) que se une a un primer antigeno y que tras la unién al primer antigeno puede
suministrar una sefal de activacion a la célula inmunosensible, CAR que se une a dicho primer antigeno con
una constante de disociacion (Kq) de 1 x 108 M o mas, mediante lo cual dicha célula inmunosensible muestra
actividad citolitica sustancialmente nula o despreciable contra células que son positivas de manera individual
para dicho primer antigeno; e

introducir en la célula inmunosensible una segunda secuencia de nucleétidos que codifica para un receptor
coestimulante quimérico (CCR) que se une a un segundo antigeno que es diferente del primer antigeno y que
tras la union al segundo antigeno puede suministrar una sefial coestimulante a la célula inmunosensible,

mediante lo cual la célula inmunosensible muestra un mayor grado de actividad citolitica contra células que
son positivas para los antigenos tanto primero como segundo en comparacion con células que son positivas
de manera individual para el primer antigeno.

Composicion farmacéutica que comprende una célula inmunosensible segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-12 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Célula inmunosensible segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de un neoplasma, o la inducciéon de muerte de células tumorales en un sujeto.

Célula inmunosensible para su uso segun la reivindicacion 15, en la que dicha induccién de muerte de células
tumorales reduce el numero de células tumorales, reduce el tamario tumoral y/o erradica el tumor, y/o en la
que dicho tratamiento o prevencion reduce o erradica la carga tumoral en el sujeto.

Célula inmunosensible para su uso segun la reivindicacion 15 o 16, en la que dicho neoplasma se selecciona
del grupo que consiste en cancer de prostata, cancer de mama, leucemia de células B, mieloma multiple y
cancer de ovarios.

Célula T para su uso en el tratamiento de cancer de préstata, en la que la célula T comprende:

un receptor de antigeno quimérico que se une a PSCA y que tras la unién a PSCA puede activar la célula T,
CAR que se une a PSCA con una constante de disociacion (Kq4) de 1 x 108 M o mas, mediante lo cual dicha
célula T muestra actividad citolitica sustancialmente nula o despreciable contra células que son positivas de
manera individual para PSCA, y

un receptor coestimulante quimérico (CCR) que se une a PSMA y que tras la unién a PSMA puede suministrar
una sefial coestimulante a la célula T,

mediante lo cual la célula T muestra un mayor grado de actividad citolitica contra células que son positivas

tanto para PSCA como para PSMA en comparacién con células que son positivas de manera individual para
PSCA.
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Transduccion de CTL con CAR diferentes y multiples
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