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DESCRIPCION
Proteina quimérica
Campo de la invencion

La presente invenciéon se refiere a una proteina quimérica util en la terapia celular adoptiva (ACT). La proteina
quimérica puede actuar como un gen suicida permitiendo que las células que expresan la proteina quimérica se
eliminen. La presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica dicha proteina quimérica, una
célula que comprende dicho acido nucleico y sus usos terapéuticos.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia adoptiva es un enfoque terapéutico establecido y en evolucién. En el contexto del trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas (HSCT), con frecuencia se administran infusiones de linfocitos de
donantes (DLI) para tratar la recaida de tumores malignos hematoldgicos. Los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL)
son efectivos en el tratamiento del melanoma metastasico. La ingenieria genética de las células T aumenta en gran
medida el alcance y la potencia de la terapia con células T: la transferencia de receptores de células T permite la
seleccién de antigenos de cancer intracelular, mientras que los receptores de antigeno quimérico (CAR) permiten la
selecciéon de antigenos especificos de linaje o cancer de superficie. Se han observado respuestas clinicas con
ambos enfoques, y se estan realizando numerosos ensayos adicionales.

Pueden ocurrir eventos adversos agudos después de la inmunoterapia adoptiva. La enfermedad de injerto versus
huésped (GvHD) es una complicacion comun y grave de DLI. La administracion de células T modificadas también ha
resultado en toxicidad. Por ejemplo, se ha informado de una toxicidad fuera del tumor en el objetivo en estudios de
transferencia de receptores de células T nativos contra antigenos de melanoma; las células T redirigidas al antigeno
de carcinoma de células renales anhidrasa carbénica IX (CAIX) produjeron una hepatotoxicidad inesperada. Se ha
informado sobre sindromes de activacion inmune después de la terapia con CD19 CAR. Finalmente, la mutagénesis
insercional inducida por vector produce un riesgo tedrico de trastornos linfoproliferativos. La incidencia y la gravedad
de estas toxicidades son impredecibles. Ademas, contrariamente a una proteina terapéutica o moléculas pequefias
cuyos eventos adversos usualmente disminuyen con la vida media terapéutica, las células T se injertan y replican, lo
que puede resultar potencialmente en una toxicidad creciente y fulminante.

Genes suicidas

Un gen suicida es un mecanismo genéticamente codificado que permite la destruccién selectiva de las células T
transferidas adoptivamente ante una toxicidad inaceptable. Se han probado dos genes suicidas en estudios clinicos:
timidina quinasa del virus del herpes simple (HSV-TK) y caspasa inducible 9 (iCasp9).

La expresion de HSV-TK en células T confiere susceptibilidad al ganciclovir. HSV-TK es un gen suicida altamente
efectivo, pero la inmunogenicidad limita la aplicacidon a entornos clinicos de inmunosupresién profunda como el
HSCT haploidéntico. Ademas, impide el uso de ganciclovir para el tratamiento de la infeccién por citomegalovirus
(CMV).

iCasp9 es activado por un inductor o dimerizador quimico de molécula pequena experimental (CID). Este CID es un
farmaco experimental y se considera biolégicamente inerte, ya que no interactua con el FKBP12 de tipo salvaje. Sin
embargo, la experiencia clinica con este agente se limita a un numero muy pequefio de pacientes (Di Stasi, A. et al.
(2011) N. Engl. J. Med. 365, 1673-1683; e luliucci, J. D. et al. (2001), J. Clin. Pharmacol. 41, 870-879). Es una
molécula relativamente grande y polar y es poco probable que cruce la barrera hematoencefalica. Se ha descrito un
gen suicida basado en la activacién de CID de FAS (Amara et al. (1999) Hum. Gene Ther. 10, 2651-2655). Esto
también depende de este CID para la activacion, y dado que no activa directamente la cascada de apoptosis, es
posible que se escape (a través de la resistencia de FAS).

La timidilato quinasa humana mutante (mMTMPK) hace que las células sean susceptibles al AZT. Recientemente,
HSV-TK, iCasp9 se compararon con mTMPK (Marin et al. (2012) Hum. Gene Ther. Methods 23, 376-386). mTMPK
no es suficientemente activo para ser de utilidad.

Se han propuesto otros genes suicidas, por ejemplo, CD20 de longitud completa que, cuando se expresa en una
célula T, puede hacer que las células T sean susceptibles a la lisis por el anticuerpo terapéutico anti-CD20 rituximab
(Introna, M. et al. (2000) Hum. Gene Ther. 11, 611-620). También se han descrito otros genes suicidas sobre este
tema del reconocimiento de anticuerpos: RQR8 hace que las células T sean susceptibles a CD20 pero es mas
compacta que la molécula CD20 de longitud completa (Philip, B. et al. (2014) Blood doi: 10.1182/blood-2014-01-
545020); una version truncada de EGFR (huEGFRt) hace que las células sean susceptibles a la lisis por mAbs anti-
EGFR (Wang, X. et al. (2011) Blood 118, 1255-1263); y una etiqueta de epitopo myc expresada sobre una superficie
celular deja a las células susceptibles a la lisis con un anticuerpo anti-myc (Kieback et al. (2008) Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 105, 623-628). Una limitacion importante de estos enfoques dependientes de anticuerpos es su
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dependencia de la biodisponibilidad de un anticuerpo terapéutico en altas concentraciones locales para actuar. Se
sabe, por ejemplo, que los anticuerpos liticos no son particularmente efectivos contra la enfermedad voluminosa y
una limitacién de los genes suicidas basados en anticuerpos es que las células residentes donde no se alcanzan
altas concentraciones de anticuerpos se escaparian.

El documento WO 01/00854 se refiere a proteinas quiméricas de la superficie celular que pueden usarse en la
induccion selectiva de apoptosis en tipos de células diana particulares, tales como células cancerosas in vivo o in
vitro.

Por lo tanto, existe la necesidad de un gen suicida alternativo que no esté asociado con las desventajas
mencionadas anteriormente.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Reconocimiento de truncamientos de CD20 por Rituximab y Ofatumumab. Se hicieron truncamientos
amino- y carboxi-terminales de CD20, por lo que se truncaron los endodominios amino- o carboxi-terminales. Estos
se expresaron con eGFP y se transfectaron en células 293T.

Figura 2: Caricatura que muestra a) RQR8 y RQR8-FAS, y b) dCD20-FAS.

Figura 3: Comparacion de la funcién de RQR8 y RQR8-FAS vy la apoptosis de dCD20-FAS (como porcentaje de las
células que se expresan) tras la expresion y tras la activacion por Ofatumumab en los diferentes constructos de
prueba.

Figura 4: Sensibilidad y curso temporal de dCD20-FAS a Rituximab.

Las células T Jurkat se transdujeron con dCD20-FAS coexpresado con eGFP. La muerte directa inducida por
rituximab se muestra con el tiempo y en diferentes concentraciones de Rituximab.

Figura 5: Curva de dosis-respuesta extendida de dCD20-FAS a Rituximab.

Las células T Jurkat transducidas con dCD20-FAS y que coexpresaban eGFP se cultivaron con diluciones crecientes
de Rituximab durante 48 horas. La muerte directa se muestra respecto de diferentes concentraciones de Rituximab.

Figura 6: Sensibilidad y curso temporal de dCD20-FAS a Ofatumumab.

Las células T Jurkat se transdujeron con dCD20-FAS coexpresado con eGFP. La muerte directa inducida por
Ofatumumab se muestra con el tiempo y en diferentes concentraciones de Ofatumumab.

Figura 7: Curva de dosis-respuesta extendida de dCD20-FAS a Ofatumumab.

Las células T Jurkat transducidas con dCD20-FAS y que coexpresaban eGFP se cultivaron con diluciones crecientes
de Ofatumumab durante 48 horas. La muerte directa se muestra respecto de diferentes concentraciones de
Ofatumumab.

Figura 8: La mutacion P172W en CD20 produce resistencia a Rituximab.

Figura 9: Eliminacion directa y mediada por CDC de células T humanas primarias por dCD20-FAS y dCD20p172w-
FAS.

Figura 10: Ejemplo de muerte directa por dCD20-FAS de células T primarias por Ofatumumab.
Compendio de aspectos de la invencion

Los presentes inventores han desarrollado un nuevo gen suicida que es inducible con un ligando extracelular, como
un anticuerpo, y tiene baja toxicidad basal y alta toxicidad inducida. El gen suicida tiene “triple funcién”, ya que puede
causar suicidio por activacion de FAS, citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC).

Por lo tanto, en un primer aspecto, se proporciona una proteina quimérica que comprende una proteina
transmembrana de multiples segmentos fusionada a un endodominio FAS, en donde la proteina transmembrana de
multiples segmentos se une a un ligando extracelular, lo que lleva a la activaciéon del endodominio FAS y en donde la
proteina transmembrana multiespacio comprende CD20, o una version truncada de la misma que carece del
endodominio amino-terminal o el endodominio carboxi-terminal.

El ligando extracelular puede ser un anticuerpo monoclonal anti-CD20, como Rituxumab, Ofatumumab o
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Veltuzumab. El ligando extracelular puede comprender la porcion de unién a antigeno (tal como VH/VL o secuencias
de regién determinante de complementariedad (CDR)) de un anticuerpo monoclonal anti-CD20.

La proteina quimérica puede comprender un endodominio FAS fusionado al terminal carboxi de una versién truncada
de CD20, que carece del endodominio amino-terminal.

La proteina transmembrana de multiples segmentos puede comprender una o0 mas mutaciones para aumentar su
afinidad o especificidad de unién. Por ejemplo, puede comprender una o mas mutaciones de modo que se una a
Ofatumumab, pero no a Rituxumab. Por ejemplo, el CD20 puede comprender la mutacion P172W, con referencia a
la secuencia de longitud completa que se muestra como SEQ ID No. 3.

La proteina transmembrana de multiples segmentos puede comprender la secuencia mostrada como SEQ ID No. 3,
4,506.

El endodominio FAS puede comprender la secuencia mostrada como SEQ ID No. 20.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona una secuencia de acidos nucleicos que codifica una
proteina quimérica de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

También se proporciona un constructo de acido nucleico que comprende una o mas secuencias de acidos nucleicos
de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién y una secuencia de acidos nucleicos que codifica un receptor de
células T (TOR) o un receptor de antigeno quimérico (CAR).

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos
nucleicos de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién o un constructo de acido nucleico como se definié
anteriormente.

El vector también puede comprender un nucleétido de interés. El nucleétido de interés puede codificar un receptor
de antigeno quimérico o un receptor de células T, de modo que, cuando el vector se usa para transducir una célula
diana, la célula diana coexpresa una proteina quimérica de acuerdo con el primer aspecto de la invencién y un
quimérico receptor de antigeno o receptor de células T.

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una célula que expresa una proteina quimérica de acuerdo
con el primer aspecto de la invencion.

La célula puede ser, por ejemplo, una célula T, una célula asesina natural (NK) o una célula madre.

En un quinto aspecto, se proporciona un método para producir una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la
invencion que comprende la etapa de transducir o transfectar una célula ex vivo con un vector de acuerdo con el
tercer aspecto de la invencion.

Descrito en el presente documento, se proporciona un ligando extracelular para su uso en un método para eliminar
una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién, que comprende la etapa de exponer las células a un
ligando extracelular que se une a CD20.

En el método, la unién del ligando extracelular puede causar uno, dos o los tres siguientes:

« activacion del endodominio FAS que conduce a la apoptosis de la célula;

« reticulacion de proteinas transmembrana de mudltiples segmentos de una pluralidad de proteinas quiméricas, que
conduce a la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); y

« citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), donde el ligando extracelular es un anticuerpo.

El ligando extracelular puede ser un anticuerpo monoclonal anti-CD20, como Rituxumab, Ofatumumab o
Veltuzumab.

En un sexto aspecto, se proporciona una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencién para usar en un
método para prevenir o tratar una enfermedad en un sujeto.

El método puede comprender las siguientes etapas:

(i) transducir o transfectar una muestra de células aisladas de un sujeto con un vector de acuerdo con el tercer
aspecto de la invencion, y

(ii) administrar las células transducidas/transfectadas a un paciente.
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El método puede ser para tratar el cancer.

En un séptimo aspecto, la presente invencién proporciona un ligando extracelular para usar en un método para
prevenir y/o tratar una reaccién inmune patoldgica en un sujeto causada por la administracion de una célula de
acuerdo con el cuarto aspecto de la invencion al sujeto, en donde el ligando extracelular es capaz de unirse a CD20.

La reaccion inmune patolégica puede ser, por ejemplo: enfermedad de injerto versus huésped; toxicidad dentro del
objetivo, fuera del tumor; sindrome de activacion inmune; o un trastorno linfoproliferativo.

El método para tratar una enfermedad en un sujeto puede comprender las siguientes etapas:
(i) administrar una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencion al sujeto;
(ii) monitorear al sujeto para el desarrollo de una reaccion inmune patoldgica; y

(iii) administrar un ligando extracelular, capaz de unirse a la proteina transmembrana de mdltiples segmentos, al
sujeto si el sujeto muestra signos de desarrollo o de haber desarrollado una reaccién inmune patologica.

También se proporciona una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencion para su uso en trasplante de
células madre hematopoyéticas, infusion de linfocitos o transferencia de células adoptivas.

También se proporciona un anticuerpo anti-CD20 para su uso en la prevencion o el tratamiento de una reaccion
inmune patoldgica causada por la administracion de una célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la invencion a
un sujeto.

Descripcion detallada

Proteina quimérica

La presente invencion se refiere a una proteina quimérica que actia como un gen suicida. Las células que expresan
la proteina quimérica pueden eliminarse in vivo o in vitro mediante la administracion de un ligando extracelular.

La proteina quimérica comprende una proteina transmembrana de multiples segmentos fusionada a un endodominio
FAS.

La proteina quimérica puede comprender la secuencia mostrada como SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2 o una variante
de la misma.

SEQ ID No. 1
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>dCD20-FAS

<= dCD20 -
MGQSFFMRESKTLGAVQIMNGLFHIALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYIISGSLLAATEKN

- dCD20 -
SRKCLVKGKMIMNSLSLFAAISGMILSIMDILNIKISHFLKMESLNFIRAHTPYINIYNCEPANPSEK

- dCD20 -
NSPSTQYCYSIQSLFLGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENEWKRTCSRPKSNIVLLSAEEKKEQTIEIK

- dCD20 ><=Ll=><==mne==
EEVVGLTETSSQPKNEEDIEITPIQEEEEEETETNFPEPPQDQESSPIENDSSPSGGGGSEVQKTCRK

- dFAS -
HRKENQGSHESPTLNPETVAINLSDVDLSKYITTIAGVMTLSQVKGFVRENGVNEAKIDEIKNDNVQD

-- dFAS >
TAEQRKVOLLRNWHQOLHGKKEAYDTLIKDLRKKANLCTLAEKIQTIILRKDITSDSENSNFRNEIQSLY

SEQ ID No. 2

>dCD2 01)1 ;rzw-FAS
< dCD20

MGQSFFMRESKTLGAVQIMNGLFHIALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYIISGSLLAATEKN

dCD20 *
SRKCLVKGKMIMNSLSLFAAISGMILSIMDILNIKISHFLKMESLNFIRAHTPYINIYNCEPANWSEK

dCD20
NSPSTQYCYSIQSLFLGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENEWKRTCSRPKSNIVLLSAEEKKEQTIEIK

dCD20 ><-Ll-><——————-
EEVVGLTETSSQPKNEEDIEIIPIQEEEEEETETNFPEPPQDQESSPIENDSSPSGGGGSEVQKTCRK

dFAS
HRKENQGSHESPTLNPETVAINLSDVDLSKYITTIAGVMTLSQVKGFVREKNGVNEAKIDEIKNDNVQD

dFAS >
TAEQRVOLLRNWHOLHGKKEAYDTLIKDLKKANLCTLAEKIQTIILRDITSDSENSNFRNEIQSLV

Las secuencias variantes pueden tener al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% de identidad de secuencia
con la SEQ ID No. 1 o 2, siempre que las secuencias proporcionen un gen suicida eficaz. Es decir, siempre que las
secuencias retengan la capacidad de unirse a un ligando extracelular, lo que lleva a la activacion del endodominio
FAS.

Proteina transmembrana de multiples segmentos
Una proteina transmembrana es una proteina que abarca la totalidad de la membrana bioldgica a la que esta unida
en forma permanente. Es decir, las proteinas transmembrana se extienden desde un lado de una membrana hasta el

otro lado de la membrana.

Las proteinas transmembrana se clasifican cominmente por topologia, con referencia a la posicion de los dominios
N-y C-terminales. Los tipos I, Il y Ill son moléculas de un solo paso, mientras que el tipo IV se refiere a moléculas de
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multiples pasos. La proteina quimérica de la presente invencién comprende una proteina transmembrana de tipo 1V,
que comprende una pluralidad de hélices alfa, que abarcan la membrana, unidas por una serie de bucles
extracelulares y/o intracelulares.

Las proteinas transmembrana de tipo IV se subdividen en IV-A, en donde el dominio N-terminal se dirige al citosol; y
IV-B, en donde el dominio N-terminal dirigido al lumen del reticulo endoplasmatico durante la sintesis. Una vez que
la proteina transmembrana se expresa en la superficie celular, las proteinas transmembrana de tipo IV-A tienen un
dominio N-terminal intracelular, mientras que las proteinas transmembrana de tipo IV-B tienen un dominio N-terminal
extracelular.

La proteina transmembrana de multiples segmentos comprende un dominio de unién a ligando que se une a un
ligando extracelular. El dominio de unién al ligando se coloca en el lado extracelular de la membrana plasmatica. El
dominio de unién a ligando puede ser una parte integral de la proteina transmembrana de multiples segmentos,
como el epitopo de unién a Rituximab de CD20, o puede introducirse mediante ingenieria de proteinas.

El dominio de unién al ligando puede estar o insertarse en un bucle extracelular de la proteina transmembrana de
multiples segmentos, es decir, un bucle hidrofilico entre dos porciones hidrofébicas, alfa helicoidales, que abarcan la
membrana. Alternativamente, el dominio de unién a ligando puede estar o insertarse en el extremo o conectarse al
extremo de una porcion extracelular amino- o carboxilo-terminal de la proteina transmembrana de multiples
segmentos, es decir, una de las partes extremas hidrofilicas de la proteina transmembrana de multiples segmentos,
siempre que se coloque en el lado extracelular de la membrana plasmatica, en lugar del lado citosdlico.

Los dominios de unién a ligando pueden fusionarse o introducirse en una proteina transmembrana de multiples
segmentos mediante ingenieria de proteinas recombinantes.

El ligando extracelular puede ser un ligando de origen no natural, como un anticuerpo que se ha generado contra el
dominio de unién al ligando de la proteina transmembrana de multiples segmentos.

El dominio de union al ligando de la proteina transmembrana de multiples segmentos es capaz de unirse al ligando
extracelular, lo que provoca la activacion del endodominio FAS.

Para evitar la eliminacion descontrolada de las células que expresan el gen suicida, la proteina de multiples capas
puede no tener un ligando endégeno, o puede modificarse de modo que ya no tenga la capacidad de unirse a ningun
ligando natural.

CD20

CD20 es una proteina de membrana de multiples segmentos. CD20 se expresa en todas las etapas del desarrollo de
las células B, excepto la primera y la Ultima: esta presente desde las células pro-B tardias a través de las células de
memoria, pero no en las células pro-B tempranas ni en los blastos de plasma y las células plasmaticas. Se expresa
en casi todos los linfomas de células B, leucemia de células pilosas y leucemia linfocitica crénica de células B. CD20
tiene dos bucles extracelulares: un bucle menor y un bucle principal limitado por un enlace disulfuro. Tiene un
endodominio amino-terminal y carboxi-terminal. CD20 se agrega en balsas lipidicas cuando se expone con ciertos
anticuerpos monoclonales anti-CD20. La agregacion depende del endodominio carboxi-terminal.

La secuencia de CD20 humano de longitud completa se muestra como SEQ ID No. 3.
SEQ ID No. 3
MTTPRNSVNGTFPAEPMKGP IAMOSGPKPLFRRMSSLVGPTQSFFMRESKTLGAVQIMNGLEFH

IALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYIISGSLLAATEKNSRKCLVKGKMIMNSLSLFA
AISCMILSIMDILNIKISHFLKMESLNE IRAHTPYINIYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIOQSL

FLGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENEWKRTCSRPKSNIVLLSAEEKKEQTIEIKEEVVGLTET
SSQPKNEEDIEIIPIQEEEEEETETNFPEPPODQESSPIENDSSP

Las posiciones de A170 y P172 se muestran en negrita y estdn subrayadas.

Los presentes inventores han demostrado que es posible truncar CD20, ya sea en el término amino o carboxi, y
retener la capacidad de expresarse en la superficie celular, y la capacidad de ser reconocida por los anticuerpos
anti-CD20 como Rituximab u Ofatumumab.
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La proteina transmembrana de multiples segmentos puede comprender una versién truncada de CD20, que carece
del endodominio amino-terminal. EI CD20 truncado puede carecer de hasta e incluir 41 aminoacidos del término
amino. Por ejemplo, el CD20 truncado puede carecer de entre 1y 41,5y 35, o 10-20 aminoacidos del término amino

ElI CD20 truncado puede comprender la secuencia mostrada como SEQ ID No. 4, o una variante de la misma.

SEQ ID No. 4 (dCD20)

QSFFMRESKTLGAVOIMNGLEHIALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYTIISGSLLAAT
EKNSRKCLVKGKMIMNSLSLFAATSGMILSIMDILNIKISHFLKMESLNF TRAHTPYINIYNC
EPANPSEKNSPSTQYCYSIQSLFLGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENEWKRTCSRPKSNIVLL
SAEEKKEQTIEIKEEVVGLTETSSQPKNEEDIEITPIQEEEEEETETNFPEPPQDQESSPIEN
DSSP

La proteina transmembrana de multiples segmentos puede comprender una version truncada de CD20, que carece
del endodominio carboxi-terminal. EI CD20 truncado puede carecer de hasta e incluir 61 aminoacidos del término
carboxi. Por ejemplo, el CD20 truncado puede carecer de entre 1 y 61, 5 y 55, o 10-20 aminoacidos del término
carboxi.

ElI CD20 truncado puede comprender la secuencia mostrada como SEQ ID No. 5, o una variante de la misma.

SEQ ID No. 5 (CD20d)

MGTTPRNSVNGTFPAEPMKGPIAMOQSGPKPLERRMSSLVGPTQSFFMRESKTLGAVQIMNGLE
HIALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYIISGSLLAATEKNSRKCLVKGEKMIMNSLSLE
AATSCMILSIMDILNIKISHFLEKMESLNFIRAHTPYINIYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIQS
LELGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENEWKRTCSRPKSNIVLLSAEEKK

El CD20 puede ser disefiado para aumentar la afinidad de unién o aumentar la selectividad de unién al ligando
extracelular. Por ejemplo, CD20 puede comprender una mutacion en la posicion A170 y/o P172 con referencia a la
numeracion de la secuencia de CD20 de longitud completa mostrada como SEQ ID No. 3 arriba (mostrada en
negrita y subrayada en la SEQ ID No. 3). La mutacién puede ser, por ejemplo, una adicién, eliminacion o sustitucion.

En particular, la secuencia CD20 puede comprender la mutacion P172W, de modo que la variante CD20 se une a
Ofatumumab, pero no a Rituximab.

La proteina quimérica puede comprender una version truncada de CD20, que carece del endodominio amino-
terminal, que comprende la mutacién P172W con referencia a la numeracién de la posicién de CD20 de longitud
completa, como se muestra en la SED ID No. 3. Esta secuencia se muestra como SEQ ID No. 6 a continuacion.

SEQ ID No. 6 (dCD20p172w)

QSFFMRESKTLGAVQIMNGLFHIALGGLLMIPAGIYAPICVIVWYPLWGGIMYTIISGSLLAAT
EKNSRKCLVKGKMIMNSLSLFAATSGMILSIMDILNIKISHFLKMESLNF TRAHTPYINIYNC
EPANWSEKNSPSTQYCYSIQSLEFLGILSVMLIFAFFQELVIAGIVENEWKRTCSRPKSNIVLL
SAEEKKEQTIEIKEEVVGLTETSSQPKNEEDIETIIPIQEEEEEETETNFPEPPQDQESSPIEN
DSSP

El dominio de unién a ligando puede unirse a un mAb anti-CD20 como Rituximab.

El dominio de union al ligando puede comprender la secuencia del epitopo de unién a Rituximab de CD20, que tiene
la secuencia mostrada como SEQ ID No. 7.

CEPANPSEKNSPSTQYC (SEQ ID No. 7)

Perosa et al (2007, J. Immunol 179: 7967-7974) describen una serie de péptidos ciclicos 7-meros con restriccion de
cisteina, que tienen el motivo antigénico reconocido por el mAb anti-CD20 Rituximab pero tienen diferentes
aminoacidos que rodean los motivos. Se describieron once péptidos en total, como se muestra en la siguiente tabla:
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Péptido Secuencia de inserto

R15-C acPYANPSLc (SEQ ID No. 8)
R3-C acPYSNPSLc (SEQ ID No. 9)
R7-C acPFANPSTc (SEQ ID No. 10)
R8-, R12-, R18-C  |acNFSNPSLc (SEQ ID No. 11)
R14-C acPFSNPSMc (SEQ ID No. 12)
R16-C acSWANPSQc (SEQ ID No. 13)
R17-C acMFSNPSLc (SEQ ID No. 14)
R19-C acPFANPSMc (SEQ ID No. 15)
R2-C acWASNPSLc (SEQ ID No. 16)
R10-C acEHSNPSLc (SEQ ID No. 17)
R13-C acWAANPSMc(SEQ ID No. 18)

Li et al (2006 Cell Immunol 239:136-43) también describen mimétopos de Rituximab, incluyendo la secuencia:
QDKLTQWPKWLE (SEQ ID No. 19).

La proteina quimérica de la presente invencién puede comprender un epitopo de unién a Rituximab que tiene una
secuencia de aminoacidos como se muestra en cualquiera de las SEQ ID No. 7 a 19 o una variante de la misma que
retiene la actividad de unién a Rituximab.

Un epitopo de unién a Rituximab variante se basa en la secuencia de aminoacidos como se muestra en cualquiera
de las SEQ ID No. 7 a 19, pero comprende una o mas mutaciones de aminoacidos, tales como inserciones,
sustituciones o deleciones de aminoéacidos, siempre que el epitopo retenga la actividad de unién a Rituximab. La
secuencia puede comprender 3 0 menos, 2 0 menos, 0 una mutacidon de aminoacidos.

Un epitopo de union a Rituximab tal como uno que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
cualquiera de las SEQ ID No. 7 a 19 o una variante del mismo puede introducirse en un bucle extracelular o una
secuencia extracelular de aminoacidos o carboxi-terminal de una proteina transmembrana de multiples segmentos
por métodos conocidos en la técnica, tales como el uso de técnicas recombinantes.

Endodominio FAS

El receptor FAS (FasR), también conocido como antigeno de apoptosis 1 (APO-1 o APT), grupo de diferenciacion 95
(CD95) o miembro de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral 6 (TNFRSF6) es un receptor de
muerte en la superficie de células que conducen a la muerte celular programada (apoptosis).

La proteina FAS madura tiene 319 aminoacidos, tiene un peso molecular previsto de 48 kD y se divide en 3
dominios: un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico. El dominio extracelular
tiene 157 aminoacidos y es rico en residuos de cisteina. Los dominios transmembrana y citoplasmatico tienen 17 y
145 aminoacidos, respectivamente.

El citoplasma o endodominio de FAS contiene el “dominio de la muerte”.

El ligando fisioldgico para FAS es FASL, que es un miembro de la familia de las citoquinas TNF. FASL se expresa en
células T activadas, células asesinas naturales (NK) y otras células del sistema inmune. Cuando FAS se une a su
ligando, se inicia una cascada de caspasa dentro de la célula que finalmente conduce a su muerte.

FAS forma el complejo de sefalizacion inductor de muerte (DISC) al unirse al ligando. El trimero de ligando FAS
anclado a la membrana en la superficie de una célula adyacente provoca la oligomerizacién de FAS. Después de la
agregacion del dominio de muerte (DD), el complejo receptor se internaliza a través de la maquinaria endosémica
celular. Esto permite que la molécula adaptadora FADD se una al dominio de muerte de FAS a través de su propio
dominio de muerte.

FAS desempefia papeles criticos en el sistema inmune, incluida la destruccion de células infectadas con patdégenos
y la muerte de linfocitos obsoletos y autorreactivos. De esta manera, en el sistema inmune, FAS protege contra la
autoinmunidad y el desarrollo de tumores linfoides. FAS desencadena la apoptosis a través del reclutamiento
mediado por FADD vy la activacion de caspasa-8. Mientras que, en el tejido no linfoide, por ejemplo, hepatocitos, la
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apoptosis inducida por FAS requiere amplificacion a través de la activacion proteolitica del miembro de la familia
proapoptético BCL-2 BID. Sin embargo, las células linfoides son extremadamente sensibles a la activacion de FAS.

La unién del ligando extracelular a la proteina transmembrana de multiples segmentos provoca la activacion del
endodominio FAS de una manera anéloga a la FAS de unién a FASL. La unién del ligando extracelular a la proteina
transmembrana de mudltiples segmentos provoca la agregacion de los endodominios de FAS, la union de FADD y la
activacion de caspasa-8.

FAS es un componente clave en una via a través de la cual se eliminan los linfocitos autorreactivos. La proteina
quimérica de la presente invencion explota esta via como un gen suicida, una de cuyas aplicaciones clave es
detener las respuestas de células T disefiadas que son autorreactivas (por ejemplo, toxicidad fuera del tumor en el
blanco).

La proteina quimérica de la presente invencion puede comprender el dominio citoplasmético de FAS, que
corresponde a los residuos 174-317 de FAS y tiene la secuencia mostrada como SEQ ID No. 20, o una variante de
la misma.

SEQ ID No. 20

EVOKTCRKHRKENQGSHESPTLNPETVAINLSDVDLSKYITTIAGVMTLSQVKGEVRKNGVNE
AKIDEIKNDNVQDTAEQKVQLLRNWHQLHGKKEAYDTLIKDLKKANLCTLAEKIQTIILKDIT
SDSENSNFRNEIQSLV

La proteina quimérica de la presente invencion puede comprender el “dominio de muerte” de FAS, que corresponde
a los residuos 230-314 del endodominio de FAS vy tiene la secuencia mostrada como SEQ ID No. 29, o una variante
de la misma.

SEQ ID No. 29

SKYITTIAGVMTLSQVKGEVREKNGVNEAKIDETKNDNVQODTAEQKVQLLRNWHQLHGKKEAYD
TLIKDLKKANLCTLAEKIQTII

Las secuencias variantes pueden tener al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o 99% de identidad de secuencia
con la SEQ ID No. 20 o 29, siempre que la variante de FAS conserve la capacidad de desencadenar la apoptosis. Es
decir, siempre que la variante de FAS conserve la capacidad de provocar el ensamblaje de DISC tras la unién del
ligando, lo que conduce a la posterior activacién de caspasa-8.

Ligando extracelular
El ligando extracelular puede ser cualquier proteina u otra entidad que sea capaz de unirse al dominio de union al
ligando de la porcion transmembrana de multiples segmentos de la proteina quimérica que conduce a la activacion

del endodominio FAS.

El término “extracelular” indica que el ligando esta presente fuera de la célula que comprende la proteina quimérica
de la invencién en su membrana celular.

El ligando extracelular puede causar la agrupacién de la proteina quimérica del primer aspecto de la invencion en la
membrana celular. El ligando extracelular puede ser, en si mismo, litico (como el rituximab), proporcionando otro
mecanismo por el cual las células que expresan la proteina quimérica se destruyen.

El ligando extracelular puede ser un ligando soluble (es decir, no unido a la membrana).

Para evitar la eliminacion descontrolada de células que expresan el gen suicida, el ligando extracelular no debe ser
un ligando endégeno o tener una contraparte endégena que también sea capaz de unirse a la porcidn de la proteina
quimérica que abarca varias membranas.

El ligando extracelular puede ser un ligando sintético o un ligando natural que no es enddgeno para el sujeto (por
ejemplo, derivado de una planta u otra especie animal).

En particular, el ligando extracelular puede ser un anticuerpo, término que incluye fragmentos de anticuerpos y
miméticos.

Como se usa en el presente documento, “anticuerpo” significa un polipéptido que tiene un sitio de unién a antigeno
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que comprende al menos una region determinante de complementariedad CDR. El anticuerpo puede comprender 3
CDR vy tener un sitio de unién a antigeno que es equivalente al de un anticuerpo de dominio (dAb). El anticuerpo
puede comprender 6 CDR y tener un sitio de unién a antigeno que es equivalente al de una molécula de anticuerpo
clasica. El resto del polipéptido puede ser cualquier secuencia que proporcione un armazon adecuado para el sitio
de unién al antigeno y lo muestre de manera apropiada para que se una al antigeno. El anticuerpo puede ser una
molécula de inmunoglobulina completa o una parte de la misma, como un fragmento Fab, F(ab)2, Fv, Fv de cadena
simple (ScFv) o nanocuerpo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo bifuncional. El anticuerpo puede ser no humano,
quimérico, humanizado o completamente humano.

Por lo tanto, el anticuerpo puede ser cualquier fragmento funcional que retenga la especificidad antigénica del
anticuerpo completo.

El dominio de unién al ligando extracelular puede comprender, por otro lado, una unidad estructural de union que no
se deriva de una inmunoglobulina ni se basa en ella. Se han desarrollado varias proteinas repetidas (DRP)
disefiadas por “miméticos de anticuerpos” para explotar las capacidades de union de los polipéptidos no anticuerpos.

Las proteinas repetidas como la anquirina o las proteinas repetidas ricas en leucina son moléculas de unién ubicuas
que se producen, a diferencia de los anticuerpos, intra- y extracelularmente. Su arquitectura modular unica presenta
unidades estructurales repetitivas (repeticiones), que se apilan juntas para formar dominios de repeticion alargados
que muestran superficies de union a objetivos variables y modulares. En base a esta modularidad, se pueden
generar bibliotecas combinatorias de polipéptidos con especificidades de union altamente diversificadas. Las
DARPIns (proteinas repetitivas de anquirina disefiadas) son un ejemplo de un mimético de anticuerpo basado en
esta tecnologia.

Para las anticalinas, la especificidad de unidon se deriva de las lipocalinas, una familia de proteinas que realizan una
variedad de funciones in vivo asociadas con el transporte fisiolégico y el almacenamiento de compuestos
quimicamente sensibles o insolubles. Las lipocalinas tienen una estructura intrinseca robusta que comprende un
barril  altamente conservado que soporta cuatro bucles en un extremo de la proteina. Estos bucles para la entrada
a un bolsillo de unién y las diferencias conformacionales en esta parte de la molécula explican la variaciéon en la
especificidad de union entre diferentes lipocalinas.

Los avimeros se desarrollan a partir de una gran familia de dominios de receptores extracelulares humanos
mediante la combinacién aleatoria de exones in vitro y la presentacién de fagos, generando proteinas multidominio
con propiedades de union e inhibitorias.

Versacuerpos son pequefias proteinas de 3-5 kDa con >15% de cisteinas que forman un andamio de alta densidad
de disulfuro, reemplazando el nucleo hidrofébico presente en la mayoria de las proteinas. El reemplazo de una gran
cantidad de aminoacidos hidrofébicos, que comprende el nicleo hidrofébico, con una pequefa cantidad de disulfuros
da como resultado una proteina que es mas pequefia, mas hidrofilica, mas resistente a las proteasas y al calor y
tiene una menor densidad de epitopos de células T. Las cuatro propiedades dan como resultado una proteina que
tiene una inmunogenicidad considerablemente reducida. También pueden producirse en E. coli, y son altamente
solubles y estables.

Anticuerpos monoclonales CD20

CD20 es el objetivo de los anticuerpos monoclonales (mAb) como rituximab, ofatumumab, veltuzumab,
obinutuzumab, ibritumomab, tiuxetan y tositumomab.

El ligando extracelular puede estar o comprender sobre estos mAb CD20 o el dominio de union del mismo.

Varios anticuerpos anti-CD20 han sido aprobados para uso terapéutico o estan actualmente en ensayos clinicos, por
ejemplo:

« Rituximab para el tratamiento del linfoma no Hodgkin y la leucemia linfocitica cronica (CLL)
» Ofatumumab fue aprobado por la FDA en octubre de 2009 para CLL;
» Obinutuzumab fue aprobado por la FDA en noviembre de 2013 para CLL;

El mAb quimérico rituximab (Rituxan) fue el primer anticuerpo monoclonal CD20 aprobado por la FDA. Actualmente
esta aprobado para tratar tumores malignos de células B CD20 positivas; por ejemplo, linfoma no Hodgkin y
leucemia linfocitica cronica (CLL). Ademas, también estd aprobado para su uso en algunas enfermedades
autoinmunes, incluida la artritis reumatoide. El rituximab se usa cada vez mas en otras diversas enfermedades
autoinmunes, tales como lupus eritematoso sistémico (SLE) o esclerosis multiple. En indicaciones oncoldgicas, el
rituximab se usé tipicamente en combinacién con quimioterapia, por ejemplo, el régimen CHOP con Rituximab (R-
CHOP) es el estandar de atencion para el linfoma difuso de células B grandes. El rituximab se usa cada vez mas en
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trastornos linfoproliferativos indolentes como monoterapia en una fase de mantenimiento prolongada. Rituximab es
por mucho el anticuerpo terapéutico mas utilizado. En consecuencia, ha surgido una imagen muy clara de sus
propiedades farmacologicas: el rituximab es un anticuerpo linfodepletor altamente potente. Por lo general, se tolera
muy bien. Aunque la monoterapia con rituximab da como resultado el agotamiento de las células B, el riesgo
aumentado de infeccion, particularmente con regimenes cortos, es leve.

Rituximab es un denominado mAb CD20 de tipo I. El Rituximab induce la reorganizacion de las moléculas de CD20
en balsas lipidicas y, en consecuencia, activa eficazmente la via clasica del sistema del complemento. Por el
contrario, los mAbs CD20 de tipo Il no tienen este efecto y activan pobremente el complemento. Ambos tipos son
capaces de inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) en presencia de células efectoras.

Rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano modificado genéticamente. El anticuerpo es una
inmunoglobulina 1IgG1 kappa que contiene secuencias de regiéon variable de cadena liviana y pesada murinas y
secuencias de regién constante humana.

Las regiones variables de cadena pesada y liviana de Rituximab como se muestra en las SEQ ID No. 21y 22.

Las regiones variables de la cadena pesada y liviana de ofatumumab como se muestra en las SEQ ID No. 23 y 24,
con las secuencias CDR subrayadas.

Secuencia de cadena variable de cadena pesada de rituximab (SEQ ID No. 21)

QVQLOQPGAELVKPGASVEKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGATIYPGNGDT SYNQK
FRKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVS

Secuencia de cadena variable de la cadena liviana de rituximab (SEQ ID No. 22)

QIVLSQSPAILSASPGERKVTMTCRASSSVSYTHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRESG
SGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTEFGGGTKLEIKR

El ligando extracelular que se une a la proteina quimérica de la invencién puede ser o comprender Rituximab o sus
porciones de unién. Por ejemplo, el ligando extracelular puede comprender la regién variable de la cadena pesada
de rituximab mostrada como SEQ ID No. 21 y/o la region variable de la cadena liviana de rituximab mostrada como
SEQ ID No. 22. El ligando extracelular puede comprender CDR3 de la region variable de cadena pesada de
rituximab mostrada como SEQ ID No. 21 y/o CDR3 de la regién variable de cadena liviana de rituximab mostrada
como SEQ ID No. 22. El ligando extracelular puede comprender CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién variable de
cadena pesada de rituximab mostrada como SEQ ID No. 21 y/o CDR1, CDR2 y CDRS3 de la regién variable de la
cadena liviana de rituximab mostrada como SEQ ID No. 22.

Si bien Rituximab es el primer mAb anti-CD20 estandar en uso clinico, se han desarrollado otros y estan en uso. El
mAb CD20 ofatumumab completamente humano fue aprobado por la FDA en 2009 para el tratamiento de pacientes
con CLL resistentes tanto a alemtuzumab como a fludarabina. El reconocimiento de ofatumumab de CD20 difiere del
de Rituximab en que reconoce un epitopo superpuesto en el bucle extracelular pequefio y grande de CD20.
Ofatumuamb es un anticuerpo de tipo | y se considera que da como resultado una activacion del complemento aun
mejor que Rituxumab, tal vez debido a una mejor formacién de balsa lipidica. Veltuzumab es un mAb CD20
humanizado que transporta secuencias de CDR similares a Rituximab (y, por lo tanto, se une al mismo epitopo). El
obinutuzumab (también conocido como GA101) es un mAb terapéutico anti-CD20 inusual ya que es un mAb CD20
de tipo Il. Obinutuzumab se encuentra en desarrollo clinico.

Secuencia de cadena variable de la cadena pesada de ofatumumab (SEQ ID No. 23)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTENDYAMHWVROAPGKGLEWVSTISWNSGSIGYADS
VEKGRFTISRDNAKKSLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDIQYGNYYYGCMDVWGQGTTVIVSS

Secuencia de cadena variable de la cadena liviana de ofatumumab (SEQ ID No. 24)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGOAPRLLIYDASNRATGIPARES
GSGSGIDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPITFGQGTRLEIK

En las secuencias anteriores, las secuencias de CDr estan subrayadas.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2749903 T3

El ligando extracelular que se une a la proteina quimérica de la invencion puede ser o comprender ofatumumab o
sus porciones de union. Por ejemplo, el ligando extracelular puede comprender la regién variable de la cadena
pesada de ofatumumab mostrada como SEQ ID No. 23 y/o la region variable de la cadena liviana de ofatumumab
mostrada como SEQ ID No. 24. El ligando extracelular puede comprender CDR3 de la regién variable de cadena
pesada de ofatumumab mostrada como SEQ ID No. 23 y/o CDR3 de la region variable de cadena liviana de
ofatumumab mostrada como SEQ ID No. 24. El ligando extracelular puede comprender CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de la cadena pesada de ofatumumab mostrada como SEQ ID No. 23 y/o CDR1, CDR2 y CDR3 de la
region variable de la cadena liviana de ofatumumab mostrada como SEQ ID No. 24.

Rituximab y Ofatumumab (y posiblemente Veltuzumab) son ideales para el desencadenante FAS del gen suicida de
la presente invencion, ya que causan la agrupacion de CD20 y son intrinsecamente muy liticos y en especial
Rituximab tiene un perfil de seguridad muy bien establecido. En ocasiones, un gen suicida desencadenado por
Rituxumab puede no ser practico, esto seria en pacientes que reciben Rituximab en forma regular, particularmente el
Rituximab de mantenimiento. Dado que Rituximab tiene una vida media tan larga y es probable que el enfoque del
gen suicida que estamos desarrollando tenga tal sensibilidad, puede tomar meses después de una dosis de
Rituximab para poder administrar células T manipuladas por ingenieria. En estos pacientes, seria util tener una
variante CD20 que fuera insensible al Rituximab pero sensible al Ofatumumab.

Secuencias de acidos nucleicos

El segundo aspecto de la invencion proporciona una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina
quimérica segun la invencién.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “polinucleétido”, “nucledtido” y “acido nucleico” pretenden
ser sinénimos entre si.

Un experto entendera que numerosos polinucleétidos y acidos nucleicos diferentes pueden codificar el mismo
polipéptido como resultado de la degeneracion del cédigo genético. Ademas, debe entenderse que los expertos
pueden realizar, utilizando técnicas de rutina, sustituciones de nucledtidos que no afectan la secuencia de
polipéptidos codificada por los polinucleétidos descritos aqui para reflejar el uso de codones de cualquier organismo
huésped particular en el que los polipéptidos van a ser expresados.

Los acidos nucleicos de acuerdo con el segundo aspecto de la invencion pueden comprender ADN o ARN. Pueden
ser monocatenarios o bicatenarios. También pueden ser polinucleétidos que incluyen dentro de ellos nucleétidos
sintéticos o modificados. En la técnica, se conocen varios tipos diferentes de modificacion de oligonucleétidos. Estos
incluyen esqueletos de metilfosfonato y fosforotioato, adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’
y/o 5" de la molécula. Para los fines del uso como se describe en el presente documento, debe entenderse que los
polinucledtidos pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la técnica. Dichas modificaciones
pueden llevarse a cabo para mejorar la actividad in vivo o la vida util de los polinucleétidos de interés.

Los términos “variante”, “homdlogo” o “derivado” en relaciéon con una secuencia de nucledtidos incluyen cualquier
sustitucién, variacién, modificacién, reemplazo, delecion o adicion de uno (o mas) acidos nucleicos de o a la
secuencia.

La secuencia de acidos nucleicos puede codificar la secuencia de proteina quimérica mostrada como SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 2 o una variante de la misma.

Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos puede comprender la secuencia mostrada como SEQ ID No. 25 o 26.
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SEQ ID No. 25 dCD20-FAS

ATGGGCCAGAGCTTCTITCATGCGCGGAGAGCAAGACCCTGGCGAGCCGTGCAGATCATGAACGGC
CTGTTCCACATCGCCCTGGGAGGCCTGCTGATGATCCCTGCCGGCATCTACGCCCCAATCTGC
GTGACCGTGTGGTACCCACTGTGGGGAGGCATCATGTACATCATCAGCGGCAGCCTGCTGGCC
GCCACCGAGAAGAACAGCCGGAAGTGCCTGGTGAAGGGCAAGATGATCATGAACAGCCTGAGC
CTGTTCGCCGCCATCAGCGGCATGATCCTGAGCATCATGGACATCCTGAACATCAAGATCAGC
CACTTCCTGAAGATGGAGAGCCTGAACTTCATCCGGGCCCACACCCCATACATCAACATCTAC
AACTGCGAGCCTGCCAACCCCAGCGAGAAGAACAGCCCCAGCACCCAGTACTGCTACAGCATC
CAGAGCCTGTTCCTGGGCATCCTGAGCGTGATGCTGATCTTCGCCTTICTTICCAGGAGCTGGTG
ATCGCCGGCATCGTGGAGAACGAGTGGAAGCGGACCTGCAGCCGGCCCAAGAGCAACATCGTG
CTGCTGAGCGCCGAAGAGAAGAAAGAGCAGACCATCCGAGATCAAGCGAGGAAGTGGTGGGCCTG
ACCGAGACCAGCAGCCAGCCCAAGAACGAGGAGGACATCGAGATCATCCCCATCCAGGAAGAA
GAGGAAGAGGAGACCGAGACCAACTTCCCCGAGCCACCCCAGGACCAGGAGAGCAGCCCTATC
GAGAACGACAGCAGCCCCAGCGGTGGCGGTGGCAGCCGAGGTACAGAAAACATGCAGAAAGCAC
AGAAAGGAAAACCAAGGTTCTCATGAATCTCCAACCTTAAATCCTGAAACAGTGGCAATAAAT
TTATCTGATGTTGACTTGAGTAAATATATCACCACTATTGCTGGAGTCATGACACTAAGTCAA
GTTAAAGGCTTTGTTCGAAAGAATGGTGTCAATGAAGCCAAAATAGATGAGATCAAGAATGAC
AATGTCCAAGACACAGCAGAACAGAAAGTTCAACTGCTTCGTAATTGGCATCAACTTCATGGA
AANGAAAGAAGCGTATGACACATTGATTAAAGATCTCAAAAAAGCCAATCTTTGTACTCTTGCA
GAGAAAATTCAGACTATCATCCTCAAGGACATTACTAGTGACTCAGAAAATTCAAACTTCAGA
AATGAAATCCAAAGCTTGGTCTGA

SEQ ID No. 26 dCD20pi72w-FAS

ATGGGCCAGAGCTTICTTCATGCGGGAGAGCAAGACCCTGGGAGCCGTGCACGATCATGAACGGC
CTGTTCCACATCGCCCTGGGAGGCCTGCTGATGATCCCTGCCGGCATCTACGCCCCAATCTGC
GTGACCGTIGTGGTACCCACTGTGGGGAGGCATCATGTACATCATCAGCGGCAGCCTGCTGGCC
GCCACCGAGAAGAACAGCCGGAAGTGCCTGGTGAAGGGCAAGATGATCATGAACAGCCTGAGC
CTGTTCGCCGCCATCAGCGGCATGATCCTGAGCATCATGGACATCCTGAACATCAAGATCAGC
CACTTCCTGAAGATGGAGAGCCTGAACTTCATCCGGGCCCACACCCCATACATCAACATCTAC
ANCTGCGAGCCTGCCAACTGGAGCGAGAAGAACAGCCCCAGCACCCAGTACTGCTACAGCATC
CAGAGCCTIGTITCCTGGGCATCCTGAGCGTGATGCTGATCTTCGCCTTCTTCCAGGAGCTGGTG
ATCGCCGGCATCGTGGAGAACGAGTGGAAGCGGACCTGCAGCCGGCCCAAGAGCAACATCGTG
CTGCTGAGCGCCGAAGAGAAGAAAGAGCAGACCATCGAGATCAAGGAGGAAGTGGTGGGCCTG
ACCGAGACCAGCAGCCAGCCCAAGAACCGAGCGAGGACATCGAGATCATCCCCATCCAGGAAGAA
GAGGAAGAGGAGACCGAGACCAACTTCCCCGAGCCACCCCAGGACCAGGAGAGCAGCCCTATC
GAGAACGACAGCAGCCCCAGCGGTGGCGGTGGCAGCGAGGTACAGAAAACATGCAGAAAGCAC
AGAAAGGAAANCCAAGGTTCTCATGAATCTCCAACCTTAAATCCTGAAACAGTGGCAATAAAT
TTATCTGATGTTGACTTGAGTAAATATATCACCACTATTGCTGGAGTCATCGACACTAAGTCAA
GTTAAAGGCTTTGTTCGAAAGAATGGTGTCAATGAAGCCAAAATAGATGAGATCAAGAATGAC
AATGTCCAAGACACAGCAGAACAGAAAGTTCAACTGCTTCGTAATTGGCATCAACTTCATGGA
AAGAAAGAAGCGTATGACACATTGATTAAAGATCTCAARAAAGCCAATCTTTGTACTCTTGCA
GAGAAAATTCAGACTATCATCCTCAAGGACATTACTAGTGACTCAGAAAATTCAAACTTCAGA
AATGAAATCCAAAGCTTGGTCTGA
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Constructo de acido nucleico
La invencién también proporciona un constructo de acido nucleico que comprende:

i) una primera secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina quimérica que comprende una proteina
transmembrana de multiples segmentos fusionada a un endodominio FAS; y

ii) una segunda secuencia de acidos nucleicos que codifica un nucleétido de interés (NOI).
EI NOI puede codificar, por ejemplo, un receptor de células T (TCR) o un receptor de antigeno quimérico (CAR).

Las secuencias de acidos nucleicos pueden unirse por una secuencia que permita la coexpresion de las dos o mas
secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, el constructo puede comprender un promotor interno, una secuencia
de entrada de ribosoma interno (IRES) o una secuencia que codifica un sitio de escisién. El sitio de escisién puede
ser autoescindible, de modo que cuando se produce el polipéptido, se escinde inmediatamente en las proteinas
discretas sin la necesidad de ninguna actividad de escision externa.

Se conocen diversos sitios de autoescision, incluido el péptido de autoescision del virus de la fiebre aftosa (FMDV)
2a, que tiene la secuencia mostrada como SEQ ID No. 27 o 28:

SEQ ID No. 27

RAEGRGSLLTCGDVEENPGP

(0]

SEQ ID No 28
QCTNYALLKLAGDVESNPGP

La secuencia de coexpresion puede ser una secuencia interna de entrada en el ribosoma (IRES). La secuencia que
coexpresa puede ser un promotor interno.

Receptor de células T (TCR)

El receptor de células T o TCR es una molécula que se encuentra en la superficie de las células T y es responsable
de reconocer los antigenos unidos a las principales moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC). La unién
entre TCR y antigeno es de afinidad relativamente baja y es degenerada: muchos TCR reconocen el mismo
antigeno y muchos antigenos son reconocidos por el mismo TCR.

ElI TCR se compone de dos cadenas de proteinas diferentes, es decir, es un heterodimero. En el 95% de las células
T, esta consiste en una cadena alfa (a) y beta (), mientras que en el 5% de las células T estda compuesto de
cadenas gamma y delta (y/3). Esta relacion cambia durante la ontogenia y en estados patoldgicos.

Cuando el TCR se involucra con el péptido antigénico y el MHC (péptido/MHC), el linfocito T se activa a través de
una serie de eventos bioquimicos mediados por enzimas asociadas, correceptores, moléculas adaptadoras
especializadas y factores de transcripcién activados o liberados.

El constructo o vector de acido nucleico de la presente invencién puede comprender una secuencia de acidos
nucleicos que codifica una cadena TCR a, una cadena TCR {3, una cadena TCR y o una cadena TCR &. Puede
comprender, por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos que codifica una cadena TCR a y una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una cadena TCR B; o0 una secuencia de acidos nucleicos que codifica una cadena TCR
Yy 0 una secuencia de acidos nucleicos que codifica una cadena TCR 3. Las dos secuencias de acidos nucleicos se
pueden unir mediante una secuencia que permite la coexpresion de las dos cadenas de TCR, como un promotor
interno, una secuencia IRES o un sitio de escision como un sitio de autoescision.

Receptores de antigenos quiméricos (CAR)

La secuencia de acidos nucleicos de interés (NOI) puede codificar un receptor de antigeno quimérico (CAR).

Los CAR clasicos son proteinas quiméricas transmembrana de tipo | que conectan un dominio de reconocimiento de
antigeno extracelular (ligador) a un dominio de sefalizacién intracelular (endodominio). El ligador es tipicamente un
fragmento variable de cadena simple (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal (mAb), pero puede basarse en

otros formatos que comprenden un sitio de unién a antigeno tal como un ligando. Puede ser necesario un dominio
espaciador para aislar el ligador de la membrana y permitirle una orientacion adecuada. Un dominio espaciador
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comun utilizado es el Fc de IgG1. Los espaciadores mas compactos pueden ser suficientes, por ejemplo, el tallo de
CD8a e incluso solo la bisagra IgG 1 sola, dependiendo del antigeno. Un dominio transmembrana ancla la proteina
en la membrana celular y conecta el espaciador al endodominio que puede comprender o asociarse con un dominio
de sefalizacion intracelular.

Los primeros disefios de CAR tenian dominios de sefalizacion intracelular derivados de las partes intracelulares de
la cadena ¢ de FceR1 o CD3C. En consecuencia, estos receptores de primera generacion transmitian la sefal
inmunolégica 1, que era suficiente para desencadenar la muerte de las células T de las células diana relacionadas,
pero no pudieron activar completamente las células T para proliferar y sobrevivir. Para superar esta limitacion, se
han construido dominios de sefalizacién compuestos: la fusién de la parte intracelular de una molécula
coestimuladora de células T con la de CD3¢ resulta en receptores de segunda generaciéon que pueden transmitir una
sefial activadora y coestimuladora simultdneamente después del reconocimiento de antigeno. EI dominio
coestimulador mas utilizado es el de CD28. Esto proporciona la sefial coestimuladora mas potente, a saber, la sefial
inmunolégica 2, que desencadena la proliferacion de células T. También se han descrito algunos receptores que
incluyen los endodominios de la familia de receptores de TNF, como los OX40 y 41BB estrechamente relacionados
que transmiten sefales de supervivencia. Incluso se han descrito CAR mas potentes de tercera generacion que
tienen dominios de sefalizacién intracelular capaces de transmitir sefiales de activacion, proliferacion y
supervivencia.

Los acidos nucleicos que codifican CAR pueden transferirse a células T usando, por ejemplo, vectores retrovirales.
De esta manera, se puede generar una gran cantidad de células T especificas de antigeno para la transferencia de
células adoptivas. Cuando el CAR se une al antigeno diana, esto da como re