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DESCRIPCION
Receptores de antigenos quiméricos (CARS) con mutaciones en la region del espaciador Fc y métodos para su uso
DECLARACION DE INTERES GUBERNAMENTAL

ANTECEDENTES

La inmunoterapia adoptiva que utiliza células T que expresan el receptor de antigeno quimérico (CAR, por sus siglas
en inglés) es un tratamiento prometedor para el cancer, porque estas células pueden reconocer y matar
directamente las células tumorales que expresan antigeno de una manera independiente del antigeno leucocitario
humano (HLA, por sus siglas en inglés). Sin embargo, ademas de una cuidadosa eleccion del antigeno asociado al
tumor diana, este enfoque terapéutico depende en gran medida del disefio molecular 6ptimo del CAR.

Aunque los CARs que contienen un scFv especifico para TAA que produce una sefal intracelular a través de un
dominio coestimulador citoplasmatico (p. ej., CD28 o 4-1BB) fusionado a CD3-zeta se ha demostrado en diversos
sistemas que exhiben una potencia antitumoral significativa (Brentjens et al 2013; Brentjens et al. 2011; Grupp et al.
2013; Kalos et al. 2011; Kochenderfer et al. 2012), el rechazo inmunoldgico y el aclaramiento por parte del huésped
sigue siendo un reto para el tratamiento eficaz del cancer.

Determinadas modificaciones en el disefio del CAR han sido utilizadas para prevenir el aclaramiento mediado por
FcR de células terapéuticas. Por ejemplo, se pueden utilizar secuencias de bisagra/espaciador que no se proceden
de dominios Fc de Ig, tales como los de CD8a o CD28 (Brentjens et al. 2007; Kalos et al. 2011; Imai et al. 2004;
Kochenderfer et al. 2009). Aunque estas secuencias del espaciador pueden aliviar la union de FcR, su longitud
puede no dotar a las células T con CAR de una potencia 6ptima cuando fijan como objetivo determinados antigenos.
Por ejemplo, cuando fijan como objetivo a 5T4, NCAM y MUC1 utilizando células T con CAR, se requerian regiones
de enlazador mas largas (es decir, mas largas que las derivadas de CD8a o CD28) para una potencia optima (Wilkie
et al. 2008; Guest et al. 2005). Por lo tanto, seria deseable disefiar un CAR que aborde estos desafios, al tiempo que
mantenga su eficacia para matar las células cancerosas.

Jonnalagadda M, et al. describen en Journal for Immunotherapy of Cancer, vol. 1, n® Supl. 1, 7 de noviembre de
2013, en la pagina P18 que los CARs que incorporan mutaciones en la regién del espaciador Fc de IgG4 eliminan el
reconocimiento del receptor de Fc, lo que resulta en la persistencia mejorada de las células T con CAR vy la eficacia
antitumoral.

Hudecek M. et al. describen en Clinical Cancer Research, vol. 19, n® 12, 25 de abril de 2013, en las paginas 3153-
3164 que la afinidad del receptor y las modificaciones del dominio extracelular afectan el reconocimiento del tumor
por las células T con receptor de antigeno quimérico especifico para ROR1.

SUMARIO

La presente invencion se define por las reivindicaciones independientes. Las reivindicaciones dependientes
representan otras realizaciones de la invencion.

La invencion se refiere a un receptor de antigeno quimérico (CAR) recombinante, una poblacién aislada de células
inmunes humanas y una poblacion aislada de células inmunes humanas transducidas con un gen CAR para uso en
un método de tratamiento de un cancer en un sujeto.

El receptor de antigeno quimérico (CAR) recombinante de la invencion tiene una unién mermada a un receptor Fc
(FcR, por sus siglas en inglés) y comprende: un dominio de reconocimiento de antigeno; un dominio de espaciador
que comprende la secuencia de aminoacidos
ESKYGPPCPPCPGGGSSGGGSGGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK; un dominio de transmembrana;
un dominio de sefalizacion intracelular, en donde el dominio de sefalizacion intracelular es un dominio de
sefalizacion de cadena zeta del receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés); y uno o mas dominios de
sefalizacion intracelular coestimuladores derivados de CD28, coestimuladores inducibles (ICOS, por sus siglas en
inglés), OX40, CD27, DAP10, 4-1BB, p561ck o 2B4.

La poblacion aislada de células inmunes humanas de la invencion es transducida por un vector viral que comprende
un casete de expresion que incluye un gen CAR, comprendiendo el gen una secuencia de nucleétidos que codifica
el receptor de antigeno quimérico (CAR) recombinante de la invencién, en donde la poblacion de células inmunes
humanas expresa el gen CAR.

De acuerdo con la invencion, la poblacion aislada de células inmunes humanas transducidas con un gen CAR para
uso en un método de tratamiento de un cancer en un sujeto comprende un gen CAR, en donde el gen CAR
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comprende una secuencia de nucleétidos que codifica: un dominio de reconocimiento de antigeno que se dirige a un
antigeno asociado al cancer especifico para el cancer; un dominio de espaciador que comprende la secuencia de
aminodcidos
ESKYGPPCPPCPGGGSSGGGSGGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK; un dominio de sefalizacion
intracelular, en donde el dominio de sefalizacién intracelular es un dominio de sefalizacién de cadena zeta del
receptor de células T (TCR); y uno o mas dominios de sefalizacién intracelular coestimuladores derivados de CD28,
coestimuladores inducibles (ICOS), OX40, CD27, DAP10, 4-1BB, p561ck o 2B4.

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan receptores de antigeno quimérico (CAR) recombinantes que
tienen una unién mermada a un receptor Fc (FcR). Dichos CARs pueden incluir, pero no se limitan a un dominio de
reconocimiento de antigeno, un dominio de espaciador derivado de una regién Fc de inmunoglobulina modificada
que tiene una o mas mutaciones en su region CH2 que da como resultado una unién mermada a un FcR, y un
dominio de sefalizacion intracelular.

En otra realizacion, se proporciona una poblacién de células inmunes humanas transducidas por un vector viral que
comprende un casete de expresion que incluye un gen CAR. En algunos aspectos, el gen CAR comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un dominio de reconocimiento de antigeno, un dominio de espaciador
derivado de una regién Fc de inmunoglobulina modificada que tiene una o mas mutaciones en su regiéon CH2 que
dan como resultado una unién mermada a un FcR, y un dominio de sefalizacion intracelular, en donde la poblacién
de células inmunes humanas expresa el gen CAR.

En otra realizacion, se proporciona una poblacion aislada de células inmunes humanas transducidas con un gen
CAR para uso en un método de tratar un cancer en un sujeto. Un método de este tipo incluye administrar una
poblacion de células inmunes humanas transducidas con un gen CAR al sujeto. En algunos aspectos, el gen CAR
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio de reconocimiento de antigeno que fija como
objetivo un antigeno asociado al cancer especifico para el cancer, un dominio de espaciador derivado de una region
Fc de inmunoglobulina modificada que tiene una o0 mas mutaciones en su region CH2, dando como resultado una
unién mermada a un FcR y un dominio de sefalizacion intracelular.

El disefio de un CAR que tiene un dominio de espaciador que tiene una unién disminuida o0 mermada a FcRs (tales
como los descritos en esta memoria) ayuda a prevenir que las células que expresan el FcR reconozcan y destruyan,
o activen de forma no intencionada las células inmunoterapéuticas que expresan el CAR in vivo. Por lo tanto, estos
CARs ayudan a prevenir el rechazo inmunoldgico y el aclaramiento de las células destinadas a proporcionar un
beneficio terapéutico a los pacientes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra que células T que expresan CAR, especificas para CD19, no se injertan eficazmente en ratones
NSG de acuerdo con una realizacion. La FIG. 1a muestra los esquemas de las construcciones de expresion
CD19R/EGFRt (parte superior) y EGFRt (parte inferior) que se utilizaron para modificar las células T genéticas para
estudios de injerto. Se indican porciones de secuencia del CAR coestimulador de CD28 y especifico para CD19
(CD19R), el T2A auto-escindible, el huEGFRt y los genes DHFR™S e IMPDH2'Y de resistencia a farmacos, junto con
las secuencias promotoras del Factor de Alargamiento 1 (EF-1p), las secuencias de sefial de la cadena alfa del
receptor GM-CSF (GMCSFRss) y los 3 codones de parada de nucleétidos. La FIG. 1b es un andlisis de citometria
de flujo de células T administradas a ratones NSG para estudios de injerto. Células derivadas de Tcm se dejaron sin
transducidas (Non-Txd), o se transdujeron con vectores lentivirales que contienen las construcciones CD19R/EGFRt
(CD19R) o EGFRY/DHFRFS/IMPDH2lY (EGFRt) descritas en (A) e inmunomagnéticamente seleccionadas para la
expresion de EGFRt. Las células se expandieron después in vitro durante 19 dias y se analizaron para determinar el
fenotipo superficial. Los porcentajes de tincion de células con anticuerpos especificos para CD4 (parte superior) o
CD8 (parte inferior) frente a EGFRt se indican en cada uno de los histogramas, utilizando cuadrantes que se crearon
en base a la tincion de control negativo. En la FIG. 1c, se administraron i.v. 107 células derivadas de Towm tal como se
describe en (B) a ratones NSG con soporte de NS0O-IL15 irradiado. Los leucocitos de sangre periférica de los dias 7
y 14 que se recogieron de cada uno de los grupos (n = 3-5 ratones) se tifieron utilizando CD45 anti-humano
conjugado con FITC y cetuximab biotinilado, seguido de estreptavidina conjugada con PE. En cada uno de los
histogramas se indican los porcentajes de células huCD45+ y huCD45+EGFRt+, ligadas a linfocitos, utilizando
cuadrantes que se crearon en base a la tincién de control negativo. Los datos son representativos de 4 experimentos
diferentes realizados con células derivadas de Tcmwde mdltiples donantes.

La FIG. 2 ilustra que células T que expresan CAR, especificas para CD19, se unen a FcyR1 soluble de acuerdo con
una realizacién. Las mismas células T descritas en la FIG. 1 se tifieron con la titulacién en volumen indicada del
receptor gamma Fc humano soluble biotinilado 1 seguido de estreptavidina conjugada con PE (SA-PE, histograma
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gris). Para las células que expresan CD19R, los porcentajes de células inmunorreactivas se indican en cada uno de
los histogramas y se basan en un conjunto de barreras M1 para detectar < 1% de las manchadas con SA-PE solo
(linea negra).

La FIG. 3 muestra que un espaciador de IgG4 mutado no afecta la funcion del efector especifica para CD19 de
células T que expresan CAR de acuerdo con una realizacién. La FIG. 3a muestra los esquemas del CAR especifico
para CD19 parental (CD19R), el CAR especifico para CD19 que contiene las mutaciones de 2 puntos, L235E y
N297Q, en la porcion CH2 del espaciador de IgG4 (CD19R(EQ)), y el CAR especifico para CD19 que contiene un
espaciador de IgG4 truncado, en donde se separa todo el dominio CH2 (CD19Rch2A). También se representan el
dominio scFv de unién a ligando derivado del mAb FMC63, los dominios de sefalizaciéon de transmembrana y
citoplasmatico derivados de huCD28 y el dominio de sefalizacion citoplasmatico de huCD3¢. En la FIG. 3b, células
derivadas de Tcwm, enriquecidas con EGFRt y expandidas que expresan el CD19R parental, el marcador EGFRt solo,
el CD19R que tiene una mutaciéon puntual IgG4 sola en el aminoacido 235 (CD19R(L235E)) o el aminoacido 297
(CD19R(N297Q)), se analizé la expresion transgénica de CD19R(EQ) con doble mutacion o de CD19Rch2A con
CH2 eliminado. Los porcentajes de las células que se tifien con anticuerpos especificos para el CAR que contiene
Fc (parte superior) o EGFRt (parte inferior) se indican en cada uno de los histogramas, y se basan en un conjunto de
barreras M1 para detectar < 1% del tefiido con SA-PE solo (linea negra). En la Fig. 3c, las mismas células utilizadas
en la FIG. 3b se utilizaron como efectores en un ensayo de liberacion de cromo de 4 horas frente a dianas CD19*
LCL o SupB15 marcados con 5'Cr. LCL que expresa el agonista OKT3 de CD3 (LCL-OKT3) y células K562
negativas para CD19 se utilizaron como dianas de control positivo y negativo, respectivamente. Se muestra el
porcentaje medio de liberacion de cromo + D.E. de pocillos por triplicado en las relaciones E:T indicadas.

La FIG. 4 muestra que CARs con un espaciador de IgG4 mutado exhiben una unién de FcyR inhibida de acuerdo
con una realizacion. Lineas celulares expandidas derivadas de TCM, enriquecidas con EGFRt que expresan el
marcador EGFRt solo, el CD19R parental, el CD19R(L235E) mutado en un solo punto o el CD19R(N297Q), el
CD19R(EQ) mutado en dos puntos, o el CD19Rch2A CH2 eliminado se tifieron con los siguientes reactivos
biotinilados: anticuerpo anti-Fc (para detectar el CAR), cetuximab (para detectar EGFRt) o los receptores Fc solubles
humanos (Hu) o murinos (Mu) indicados (FcyR1, R2a o R2b); seguido de estreptavidina conjugada con PE (SA-PE,
histograma gris). Los porcentajes de células inmunorreactivas se indican en cada uno de los histogramas y se basan
en un conjunto de barreras M1 para detectar < 1% de las manchadas con SA-PE solo (linea negra).

La FIG. 5 muestra que las células T que expresan CARs con espaciador de IgG4 mutado exhiben un injerto
potenciado in vivo de acuerdo con una realizacion. 107 células enriquecidas con EGFRt, derivadas de Tcm, que
expresan el CD19R parental, el marcador EGFRt solo, el CD19R(L235E) mutado en un solo punto o el
CD19R(N297Q), el CD19R(EQ) mutado en dos puntos o el CD19Rch2A CH2 eliminado (véase el fenotipo FIG. 3b)
se infundieron i.v. en ratones NSG el dia 0 con soporte NSO-IL15 irradiado. Leucocitos de la sangre periférica de los
Dias 7 y 14 recogidos de cada uno de los grupos (n = 5 ratones) se tifieron utilizando CD45 anti-humano conjugado
con PerCP y cetuximab biotinilado, seguido de estreptavidina conjugada con PE. En la FIG. 5a se indican
porcentajes medios de células CD45+ EGFRt+ en la poblacion ligada a linfocitos viable £ E.M.T. *, p < 0,034 en
comparaciéon con los ratones que recibieron células que expresan CD19R utilizando un test t de Student no
apareado. La FIG. 5b muestra histogramas representativos (es decir, mediana 3 de cada uno de los grupos de 5
ratones) que se representan con cuadrantes creados en base a la tincién de control. Los porcentajes de células
huCD45+ EGFRt+ se indican en cada uno de los histogramas.

La FIG. 6 muestra que células derivadas de Tcm que expresan CARs con espaciador de IgG4 mutado exhiben una
eficacia terapéutica potenciada de acuerdo con algunas realizaciones. Se administraron i.v. 1,5 x 10° células LCL
fflLuc* a ratones NSG el dia 0, y luego 5 x 108 células CAR+ derivadas de Tcwm (107 células en total) que expresaban el
marcador EGFRt solo, el CD19R parental, el CD19R(EQ) mutado en dos puntos o el CD19Rch2A CH2 eliminado se
infundieron i.v. en ratones NSG el dia 3. El crecimiento del tumor LCL se monitoriz6 luego mediante formacion de
imagenes de Xenogen. La FIG. 6a muestra un analisis de citometria de flujo que representa los perfiles de CAR de
las células derivadas de Tcm de entrada (utilizadas el dia 23 después de la estimulaciéon de perlas y la
lentitransduccion). Los porcentajes de células inmunorreactivas se indican en cada uno de los histogramas y se
basan en un conjunto de barreras M1 para detectar < 1% de las manchadas con SA-PE solo (linea negra). La FIG.
6b muestra los niveles medios de flujo (+ E.M.T.) de la actividad de luciferasa representados para cada uno de los
grupos (n = 6). La FIG. 6¢c muestra imagenes representativas de bioluminiscencia de ratones NSG el dia 21 para
cada uno de los grupos. La FIG. 6d muestra porcentajes medios (+ E.M.T.) de células CD45* EGFRt* en la poblacién
ligada a linfocitos viable de sangre periférica el dia 21. *, p < 0,035 en comparacién con ratones que recibieron
células que expresan CD19R utilizando un ensayo t de Student no apareado. La FIG. 6e muestra un andlisis de
supervivencia de Kaplan Meier para cada uno de los grupos. Las pruebas de log-rank (Mantel-COX) se utilizaron
para realizar andlisis estadisticos de supervivencia entre grupos; *, p = 0,0009 en comparacién con ratones que
recibieron células T que expresan el CD19R parental.
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La FIG. 7 muestra que las células T a granel que expresan CD19R(EQ) exhiben una eficacia terapéutica mejorada
de acuerdo con una realizacion. Se administraron i.v. 1,5 x 108 células LCL ffLuc* a ratones NSG el dia 0, y luego se
infundieron i.v. 5 x 108 células CAR* T que expresaban el CD19R parental o el CD19R(EQ) mutado en dos puntos a
ratones NSG el dia 2. El crecimiento del tumor de LCL se monitorizé luego mediante formacién de imagenes de
Xenogen. La FIG. 7a muestra un andlisis de citometria de flujo de los perfiles CAR (parte superior), EGFRt frente a
CDS3 (centro) y CD4 frente a CD8 (parte inferior) de las células T de entrada (utilizado el dia 21 después de la
estimulacion con perlas y lentitransduccion). Los porcentajes de células inmunorreactivas segun se determina por la
sustraccion del histograma (parte superior), o en base a los cuadrantes que se dibujaron de acuerdo con la tincion
de las células transducidas simuladas y la tincion de control de isotipo (centro, parte inferior) se representan en cada
uno de los histogramas. La FIG. 7b muestra imagenes representativas de bioluminiscencia de ratones NSG los dias
2, 11 y 28 para cada uno de los grupos. La FIG. 7c muestra los niveles medios de flujo (+ E.M.) de la actividad
luciferasa se representan para cada uno de los grupos (n = 3). La FIG. 7d muestra un analisis de supervivencia de
Kaplan-Meier para cada uno de los grupos. Las pruebas de log-rank (Mantel-COX) se utilizaron para realizar analisis
estadisticos de supervivencia entre grupos; *, p = 0,0295 en comparacién con ratones que recibieron células T que
expresan el CD19R parental.

La FIG. 8 muestra que células derivadas de Tcm no enriquecidas, que expresan CARs con espaciador de IgG4
mutado exhiben un injerto potenciado in vivo de acuerdo con algunas realizaciones. 107 células derivadas de Tcwm
que expresan el marcador EGFRt solo, el CD19R parental o el CD19R(EQ) mutado en dos puntos se infundieron i.v.
en ratones NSG el dia 0 con soporte de NSO-IL15 irradiado. Leucocitos de la sangre periférica los dias 7 y 14
recogidos de cada uno de los grupos (n = 4-6 ratones) se tifieron utilizando CD45 anti-humano conjugado con PerCP
y cetuximab biotinilado seguido de estreptavidina conjugada con PE. La FIG. 8A muestra un analisis de citometria de
flujo que representa los perfiles CAR de células derivadas de Tcm de entrada (utilizadas el dia 26 después de la
estimulacién con perlas y la lentitransduccién). Los porcentajes de las células que se tifien con anticuerpos
especificos para el CAR que contiene Fc (parte superior) o EGFRt (parte inferior) se indican en cada uno de los
histogramas y se basan en un conjunto de barreras M1 para detectar el 1% de las manchadas con SA-PE solo (linea
negra). La FIG. 8B muestra porcentajes medios de células CD45+EGFRt+ en la poblacion ligada a linfocitos viable =
E.M.T. *, p = 0,004 y **, p = 0,057 cuando se utiliza un ensayo t de Student no apareado para comparar ratones
infundidos con células derivadas de Tcm que expresan el CD19R parental frente a CD19R(EQ). La FIG. 8C muestra
histogramas representativos (es decir, la mediana 2 de cada uno de los grupos de 4-6 ratones) se representan con
cuadrantes creados en base a la tincion de control. Los porcentajes de células huCD45+ EGFRt+ se indican en cada
uno de los histogramas.

DESCRIPCION DETALLADA

Los siguientes Ejemplos estan destinados a ilustrar diversas realizaciones de la invencion. Como tal, las
realizaciones especificas discutidas no deben interpretarse como limitaciones en el alcance de la invencién.

Receptores de antigenos quiméricos

De acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria, se proporcionan receptores de antigenos quiméricos
(CARs) recombinantes para fijar como objetivo antigenos relacionados con el cancer y métodos para su uso. Tal
como se describe en las realizaciones que figuran mas adelante, un CAR puede incluir una serie de dominios de
proteinas o péptidos que incluyen, pero no se limitan a uno 0 mas de un dominio de unién a antigeno, un dominio de
espaciador, un dominio de transmembrana, un dominio de sefalizacién intracelular y un dominio coestimulador
intracelular.

En algunas realizaciones, se proporciona un gen que codifica el CAR, en donde el gen incluye una secuencia de
nucleétidos o acidos nucleicos que incluye una serie de regiones que codifican una secuencia de aminoacidos
correspondiente a los dominios de proteina o péptido del CAR descritos en esta memoria. Debido a que se conoce
la degeneracion del codigo genético, cualquier secuencia de aminoacidos descrita en esta memoria también es
indicativa de todos los codones de acidos nucleicos degenerados correspondientes a cada uno de los aminoacidos
en dichas secuencias. Como tal, se entiende que las realizaciones que describen CARs y sus dominios pueden
proporcionarse como un gen que comprende una secuencia de acido nucleico, asi como las secuencias de
aminoacidos codificadas por dichos genes.

En una realizacién, un CAR puede incluir, pero no se limita a un dominio de unién al antigeno, un dominio de
espaciador, opcionalmente al menos un dominio de sefalizacién intracelular y, opcionalmente, al menos un dominio
coestimulador intracelular.

En otras realizaciones, un CAR puede incluir, pero no se limita a un dominio de unién al antigeno, un dominio de
espaciador y al menos un dominio de sefalizacién intracelular.
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En otras realizaciones, un CAR puede incluir, pero no se limita a un dominio de unién al antigeno, un dominio de
espaciador, al menos un dominio de sefalizacion intracelular y al menos un dominio coestimulador intracelular.

Dominio de unién al antigeno

Un dominio de unién al antigeno de CAR puede incluir una secuencia de nucleétidos que, cuando se expresa como
un péptido o polipéptido, se une a un epitopo de un antigeno relacionado con el cancer. En algunas realizaciones,
un antigeno relacionado con el cancer puede ser cualquier antigeno expresado por o sobre-expresado por una
célula cancerosa (p. €j., una célula tumoral, una célula neoplasica, una célula maligna o cualquier otra célula
cancerosa), y puede ser una proteina, un péptido, hidrato de carbono, glucoproteina, gangliésido, proteoglicano o
cualquier combinacion o complejo de los mismos. En algunos aspectos, el antigeno relacionado con el cancer es un
antigeno especifico para el tumor (TSA) que puede expresarse solo en células cancerosas o tumorales, mientras
que en otros aspectos, el antigeno relacionado con el cancer es un antigeno asociado al tumor (TAA) que puede ser
expresado tanto en células tumorales como en células normales. En otros aspectos, el antigeno relacionado con el
cancer puede ser un producto de un oncogén mutado o un gen supresor de tumores, o un producto de otro gen
mutado (p. ej., proteinas celulares sobre-expresadas o expresadas de forma aberrante, antigenos tumorales
producidos por virus oncogénicos, antigenos oncofetales, glucolipidos o glucoproteinas alterados de la superficie
celular, o antigenos de diferenciacion especificos para el tipo de célula).

De acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria, los antigenos relacionados con el cancer que pueden
ser fijados como objetivo por un dominio de unién a antigeno de CAR descritos en esta memoria incluyen, pero no
se limitan a 5T4, 8H9, integrina avfs, alfa-fetoproteina (AFP), B7-H6, CA-125, anhidrasa carbonica 9 (CA9), CD19,
CD20, CD22, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD52, CD123, CD171, antigeno carcionoembrionario
(CEA), EGFRVII, glucoproteina-2 epitelial (EGP-2), glucoproteina-40 epitelial (EGP-40), ErbB1/EGFR,
ErbB2/HER2/neu/EGFR2, ErbB3, ErbB4, antigeno tumoral epitelial (ETA), FBP, receptor de acetilcolina fetal (AchR),
receptor de folato a, G250/CAIX, gangliésido 2 (GD2), gangliésido 3 (GD3), HLA-A1, HLA-A2, antigeno asociado a
melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA), receptor de IL-13 a2, KDR, cadena ligera k, Lewis Y (LeY), molécula
de adhesion celular L1, antigeno asociado a melanoma (MAGE-A1), mesotelina, células infectadas con CMV murino,
mucina-1 (MUC1), mucina-16 (MUC16), ligandos del miembro D del grupo asesino natural 2 (NKG2D), molécula de
adhesién de células nerviosas (NCAM), NY-ESO-1, antigeno oncofetal (h5T4), antigeno de células madre
prostaticas (PSCA), antigeno de membrana especifico para la préstata (PSMA), receptor huérfano 1 similar al
receptor de tirosina quinasa (ROR1), TAA fijado como objetivo por el mAb IgE, glucoproteina 72 asociada al tumor
(TAG-72), tirosinasa y receptores del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). En algunas realizaciones, el
dominio de union a antigeno que forma parte de un CAR descrito en esta memoria fija como objetivo CD19 o
CD123.

Un dominio de unién a antigeno puede ser cualquier resto de fijacion de objetivo que fija como objetivo un antigeno
asociado con el cancer. En algunas realizaciones, el dominio de unién a antigeno es un anticuerpo o fragmento
funcional de un anticuerpo. Un anticuerpo se refiere a una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente
a, 0 que es inmunolégicamente reactiva con un antigeno o epitopo, e incluye anticuerpos policlonales y
monoclonales, asi como fragmentos de anticuerpo funcionales, que incluyen, pero no se limitan a fragmentos de
unién a antigeno (Fab), fragmentos F(ab')2, fragmentos Fab', fragmentos Fv, fragmentos de IgG recombinante
(rlgG), fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) y fragmentos de anticuerpos de dominio Unico (p. €j.,
fragmentos sdAb , sdFv, nanocuerpo). La expresién "anticuerpo o fragmento funcional del mismo" también incluye
formas de inmunoglobulinas modificadas genéticamente o modificadas de otro modo, tales como intracuerpos,
pepticuerpos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos completamente humanos, anticuerpos humanizados y
anticuerpos heteroconjugados (p. €j., anticuerpos biespecificos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, di-scFv en
tandem, tri-scFv en tdndem). A menos que se indique lo contrario, el término "anticuerpo” debe entenderse que
abarca fragmentos de anticuerpos funcionales del mismo. En una realizacion, el dominio de unién a antigeno es un
scFv que tiene una cadena pesada (VH) y una ligera (VL). En otras realizaciones, el dominio de unién a antigeno es
un scFv que fija como objetivo CD19 o CD123. En tales realizaciones, el scFv que fija como objetivo CD19 puede
tener la siguiente secuencia de aminoacidos:

CD19R Vi DIOMTQTTSS LSASLGDRVT ISCRASQODIS KYLNWYQOKP
DGTVKLLIYH TSRLHSGVPS RFSG3GSGTD YSLTISNLEQ

EDIATYFCQQ GNTLPYTEGG GTKLEIT (SEQ ID NO:1)
CD19R VH EVKLQESGPG LVAPSQSLSV TCTVSGVSLP DYGVSWIRQP

PREGLEWLGY IWGSETTYYN SALKSRLTII KDNSKSQVEL
KMNSLQTDDT AIYYCAKHYY YGGSYAMDYW GQGTSVTVSS
(SEQ ID NO:2)

Y el scFv que fija como objetivo CD123 puede tener una de las siguientes secuencias de aminoacidos:
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CD123 VHi QIQLVOSGPE LKKPGETVKI SCKASGYIEFT NYGMNWVEQA
PGKSFEWMGW INTYTGESTY SADFEGRFAF SLETSASTAY
LHINDLENED TATYFCARSG GYDPMDYWGQ GTSVIVSS
(SEQ ID NO:3)

CD123 VK2 QVQLQOPGAE LVRPGASVEKL SCEKASGYTET SYWMNWVEQR
PDOQGLEWIGR IDPYDSETHY NQKFEDEKAIL TVDESSSTAY
MOLSSLTSED SAVYYCARGN WDDYWGOGTT LTVSS
(3EQ ID NO:4)

CD123 Vi1 DIVLTQSPAS LAVSLGORAT ISCRASESVD NYGNTFMHWY
QOKPGQPPKL LIYRASNLES GIPARF3GSG SRTDFTLTIN
PVEADDVATY YCQQSNEDPP TFGAGTKLEL K (SEQ ID

NO:5)

CD123 V.2

DVQITQSPSY LAASPGETIT INCRASKSIS KDLAWYQREKP
GETNKLLIYS GSTLOSGIPS RESGSGSGTD FTLTISSLEP
EDFAMYYCQQ HNKYPYTEGG GTKLEIK (SEQ ID NO:6)

Dominio de espaciador

El dominio de espaciador del CAR de la invencion comprende la secuencia de aminodcidos
ESKYGPPCPPCPGGGSSGGGSGGAPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVYKG

FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSLGK.

La divulgacién describe mas dominios de espaciador. Un dominio de espaciador (al que también se alude como
"region bisagra" o "regién espaciador/bisagra") puede derivarse de o incluir al menos una porcién de una regién Fc
de inmunoglobulina, por ejemplo, una region Fc de IgG1, una region Fc de 1gG2, una regién Fc de IgG3, una region
Fc de IgG4, una region Fc de IgE, una regién Fc de IgM o una region Fc de IgA. En determinadas realizaciones, el
dominio de espaciador incluye al menos una porciéon de una regién Fc de inmunoglobulina IgG1, una IgG2, una
1gG3, una IgG4, una IgE, una IgM o una IgA que cae dentro de sus dominios CH2 y CH3. En algunas realizaciones,
el dominio de espaciador también puede incluir al menos una porcion de una regién de bisagra de inmunoglobulina
correspondiente. En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de o incluye al menos una porcion de
una region Fc de inmunoglobulina modificada, por ejemplo, una regién Fc de IgG1 modificada, una region Fc de
IgG2 modificada, una region Fc de IgG3 modificada, una region Fc de IgG4 modificada, una region Fc de IgE
modificada, una region Fc de IgM modificada o una region Fc de IgA modificada. La region Fc de inmunoglobulina
modificada puede tener una 0 mas mutaciones (p. ej., mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, duplicaciones)
que dan como resultado una o mas sustituciones, modificaciones o deleciones de aminoacidos que provocan una
unién deteriorada del dominio de espaciador a un receptor Fc (FcR). En algunos aspectos, la region Fc de
inmunoglobulina modificada puede disefiarse con una o mas mutaciones que dan como resultado una o mas
sustituciones, modificaciones o deleciones de aminoacidos que provocan una unidon deteriorada del dominio
espaciador a uno o mas FcR, incluyendo, pero no limitados a FcyRI, FcyR2A, FcyR2B1, FcyR2B2, FcyR3A, FcyR3B,
FceRI, FceR2, FcaRl, Fca/uR o FcRn.

Algunas secuencias de aminoacidos dentro del dominio Fc CH2 han sido identificadas como que tienen implicaciéon
en la interaccién con el anticuerpo FcR (Strohl, 2009). FcRs, tales como FcyRI, son proteinas integrales de la
membrana ubicadas en las células inmunes, incluidas las células asesinas naturales (NK) y los macréfagos, que
luego utilizan esta capacidad de fijacién de objetivo de Fc para llevar a cabo diversas funciones inmunes, tales como
la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) y la fagocitosis.

El deterioro de la unién a FcRs por el dominio de espaciador previene que células que expresan el FcR reconozcan
y destruyan o activen de forma no intencionada las células inmunoterapéuticas que expresan el CAR in vivo,
ayudando con ello a prevenir el rechazo inmunoldégico y el aclaramiento de las células destinadas a proporcionar un
beneficio terapéutico a los pacientes. Las mutaciones descritas en esta memoria también contribuyen a reducir los
efectos fuera de objetivo del CAR y, con ello, a aumentar su especificidad y eficacia.
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Una "modificacion de aminoacidos" o una "sustitucion de aminoacidos" o una "sustitucion", tal como se utiliza en
esta memoria, significa una sustitucion, insercién y/o delecion de aminoacidos en una secuencia de proteina o
péptido. Una "sustitucién de aminodcidos" o "sustitucion”, tal como se utiliza en esta memoria, significa un reemplazo
de un aminoacido en una posicién particular en una secuencia de péptido o proteina precursora con otro
aminoacido. Por ejemplo, la sustitucion S228P se refiere a una proteina o péptido variante, en la que la serina en la
posicion 228 esta reemplazada por prolina.

Las sustituciones de aminoacidos se pueden realizar mediante una mutacion, de modo que un codén particular en la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina o el péptido se cambia a un coddn que codifica un
aminoacido diferente. Una mutacion de este tipo se realiza generalmente haciendo la menor cantidad posible de
cambios de nucledtidos. Se puede hacer una mutacion de sustitucién de este tipo para cambiar un aminoacido en la
proteina resultante de una manera no conservadora (es decir, cambiando el codén de un aminoacido que pertenece
a una agrupacion de aminoacidos que tiene un tamafo o caracteristica particular a un aminoacido que pertenece a
otra agrupacion) o de manera conservadora (es decir, cambiando el codén de un aminoacido que pertenece a una
agrupacién de aminodcidos que tiene un tamafio o caracteristica particular a un aminoacido que pertenece a la
misma agrupacion). Un cambio conservador de este tipo conduce generalmente a un cambio menor en la estructura
y funcion de la proteina resultante.

Lo que sigue son ejemplos de diversas agrupaciones de aminoacidos:

Aminoacidos con grupos R no polares: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metionina.
Aminoacidos con grupos R polares no cargados: glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina.
Aminoécidos con grupos R polares cargados (cargados negativamente a pH 6,0): acido aspartico, acido glutamico.
Aminoécidos de caracter basico (cargados positivamente a pH 6,0): lisina, arginina, histidina (a pH 6,0).

Otra agrupacion puede ser aquellos aminoacidos con grupos fenilo: fenilalanina, triptéfano, tirosina.

Otra agrupacion puede ser de acuerdo con el peso molecular (es decir, tamafo de los grupos R) tal como se
muestra a continuacion:

Glicina 75

Alanina 89

Serina 105
Prolina 115
Valina 117
Treonina 119
Cisteina 121
Leucina 131
Isoleucina 131
Asparagina 132
Acido aspartico 133
Glutamina 146
Lisina 146
Acido glutamico 147
Metionina 149
Histidina (a pH 6,0) 155
Fenilalanina 165
Arginina 174
Tirosina 181
Triptéfano 204

En determinadas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4
modificada que incluye uno o mas residuos de aminoacidos sustituidos con un residuo de aminoé&cido diferente del
presente en una bisagra sin modificar. El uno o mas residuos de aminoacidos sustituidos se seleccionan entre, pero
no se limitan a uno o mas residuos de aminodacidos en las posiciones 220, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 235, 234,
237, 238, 239, 243, 247, 267, 268, 280, 290, 292, 297, 298, 299, 300, 305, 309, 218, 326, 330, 331, 332, 333, 334,
336, 339, o una combinacién de los mismos.
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En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una region Fc de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4
modificada que incluye, pero no se limita a uno o méas de las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos:
C220S, C226S, S228P, C229S, P230S, E233P, V234A, L234V, L234F, L234A, L235A, L235E, G236A, G237A,
P238S, S239D, F243L, P2471, S267E, H268Q, S280H, K290S, K290E, K290N, R292P, N297A, N297Q, S298A,
S298G, S298D, S298V, T299A, Y300L, V305l, V309L, E318A, K326A, K326W, K326E, L328F, A330L, A330S,
A331S, P331S, I332E, E333A, E333S, E333S, K334A, A339D, A339Q, P396L, o una combinacion de las mismas.

En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de IgG que tiene una o mas
modificaciones hechas a su region CH2-CH3, en donde la region CH2-CH3 de IgG no modificada corresponde a una

de las siguientes secuencias de aminoacidos:

1961 APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK
1962 APP-VAGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVQFNWYVD GVEVHMAKTE
T4G3 APELIGGPSY FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVQFEWYVD GVEVHMAKTE
1gG4 APEFLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSQED PEVQFNWYVD GVEVHNAKTK
TgGl PREEQYMNSTY RVVSVLTVLIH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQUYT
19G2 PREEQFNSTF RVVSVLTVVH QDWLNGKEYK CEVSNEGLPA PIEKTISKTK GQPREPQVYT
I1gG3 PREEQYHSTF RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKTK GQPREPQVYT
19G4 PREEQFHSTY RVVSVLIVLH QDWLNGKEYK CKVSNEKGLPS SIEKTISKAK GQPREPQVYT
T46G1 LPPSRISKAK NQVSLTCLVE GFYPSDIAVE WESHNGQPEMN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL
1gG2 LPPSREEMTK WQVSLTCLVE GFYPSDISVE WESHNGQPENN YETTPPMLDE DGSFFLYSKL
19G3 LPPSREEMTK WQVSLTCLVE GFYPSDIAVE WESSGQPENN YNTTPPMLDS DGSFFLYSKL
T19G4 LPPSQEEMTK MQVSLTCLVE GFYPSDIAVE WESHNGQPEMN YKTTPPVLDS DGSFFLYSRL
1gG1 TVDKSRWQOG WVFSCSVMHE ALHNEYTOKS LSLSPGK (SEQ ID HO:7}

TgG2 TVDESRWQQOG WNVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGE (SEQ ID MHO:8)

1953 TVDKSRWQQG NIFSCSVMHE ALHNRFTQKS LSLSPGE (SEQ ID NOQ:S)

19G4 TVDKESRWQEG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ ID NO:10)

En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de IgG que tiene una o mas
modificaciones hechas en su regién de bisagra, en donde la regién de bisagra de IgG no modificada corresponde a
una de las siguientes secuencias de aminoacidos:

TgG1 EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID MG:11)

TgG2 ERKCCVECPPCP (SEQ TD NO:12)

IgG3 ELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPESCDTPPPCPRCPEPKSCOTPPPCPRCP
(SEQ ID M0:13)

IaG4 ESKYGPPCPSCP(SEQ ID NO:14)

En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una region Fc de IgG4 que tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

Pos. 219 ESKYGPPCPS CPAPEFLGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ EDPEVQFNWY
Pos. 279 VDGVEVHNAK TKPREEQFNS TYRVVSVLTV LHODWLMGKE YKCKVSHKGL PSSIEKTISK
Pos. 339 AKGQPREPQOV YTLPPSQEEM TEKHQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESHGOPE HWHYKTITPPVL
Pos. 399 DSDGSFFLYS RLTVDKSRWQ EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (SEQ ID
HO:15)

En determinadas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una Fc de IgG4 modificada que incluye uno o
mas residuos de aminoacidos sustituidos con un residuo de aminoacido diferente del que esta presente en una
region Fc de IgG4 no modificada. El uno o mas residuos de aminodacidos sustituidos se seleccionan entre, pero no
se limitan a uno o mas residuos de aminoacidos en las posiciones 220, 226, 228, 229, 230, 233, 234, 235, 234, 237,
238, 239, 243, 247, 267, 268, 280, 290, 292, 297, 298, 299, 300, 305, 309, 218, 326, 330, 331, 332, 333, 334, 336,
339, 396, o una combinacioén de las mismas.

En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de IgG4 modificada que incluye, pero
no se limita a una o mas de las siguientes sustituciones de residuos de aminodcidos: 220S, 226S, 228P, 229S,
230S, 233P, 234A, 234V, 234F, 234A, 235A, 235E, 236A, 237A, 238S, 239D, 243L, 2471, 267E, 268Q, 280H, 290S,
290E, 290N, 292P, 297A, 297Q, 298A, 298G, 298D, 298V, 299A, 300L, 305I, 309L, 318A, 326A, 326W, 326E, 328F,
330L, 330S, 331S, 331S, 332E, 333A, 333S, 333S, 334A, 339D, 339Q, 396L, o una combinacion de las mismas, en
donde el aminoacido en la region Fc de IgG4 no modificada esté sustituido con los aminodcidos arriba identificados
en la posicién indicada.
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En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de IgG4 modificada que incluye, pero
no se limita a dos o mas (es decir, "doble mutada"), tres 0 mas (es decir, "triple mutada"), cuatro o mas, cinco o0 mas,
o0 mas de cinco de las siguientes sustituciones de residuos de aminoacidos: 220S, 226S, 228P, 229S, 230S, 233P,
234A, 234V, 234F, 234A, 235A, 235E, 236A, 237A, 238S, 239D, 243L, 2471, 267E, 268Q, 280H, 290S, 290E, 290N,
292P, 297A, 297Q, 298A, 298G, 298D, 298V, 299A, 300L, 305I, 309L, 318A, 326A, 326W, 326E, 328F, 330L, 330S,
331S, 331S, 332E, 333A, 333S, 333S, 334A, 339D, 339Q, 396L, o una combinacion de las mismas, en donde el
aminoacido en la region Fc de IgG4 no modificada esta sustituida con los amino&cidos arriba identificados en la
posicion indicada.

En algunas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de IgG4 modificada que incluye, pero
no se limita a una sustitucion de prolina (P) en lugar de serina (S) en la posicion 228 (S228P), una sustitucion de
leucina (L) en lugar de acido glutamico (E) en la posicion 235 (L235E), una sustitucion de asparagina (N) en lugar de
glutamina (Q) en la posicion 297 (N297Q), o una combinacién de las mismas. En determinadas realizaciones, una
region Fc de IgG4 modificada tiene una Unica mutacion, tal como se indica en las siguientes secuencias de
aminoacidos (las mutaciones estan en negrita y subrayadas):

ESKYGPPCPS
EDPEVQENWY
YKCKVSNKGL
VEKGEFYPSDIA
EGNVFSCSVM

NC:16)
ESKYGPPCPS

EDPEVQENWY
YKCKVSNKGL

CPAPEFEGGP
VDGVEVHNAK
PSSIEKTISK
VEWESNGQPE
HEALHNHYTQ

CPAPEFLGGP
VDGVEVHNAK
PSSIEKTISK

SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ
TKPREEQEFNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE
AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TENQVSLTCL
NNYKTTPPVL DSDGSEFFLYS RLTVDKSRWQ
KSLSLSLGK (LZ235E mutation; SEQ ID

SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ
TKPREEQFQS TYRVVSVLTV LHODWLNGEKE
AKGQPREPQV YTLPPSQEEM TENQVSLTCL

VKGFYPSDIA VEWESNGQOPE NNYKTTPPVI DSDGSFFLYS RLTVDKSRWO
EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (N297Q mutation; SEQ ID
NO:17)

En otras realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una region Fc de IgG4 modificada que es doble
mutada para incluir una sustitucion de L235E y una sustitucién de N297Q ("EQ"). En otra realizacion, la regiéon Fc de
IgG4 modificada es triple mutada para incluir una sustitucion S228P, una sustitucion L235E y una sustitucién N297Q
("S228P + L235E + N297Q"). En determinadas realizaciones, una region Fc de IgG4 y/o de bisagra modificada
puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las
siguientes (las mutaciones estan en negrita y subrayadas):

ESKYGPPCPS CPAPEFEGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQO
EDPEVQENWY VDGVEVENAK TKFPREEQFQS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE
YKCKVSNEKGL PSSTIEKTISK AKGQPREP&V YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL
VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS RLTVDKSRWQ
EGNVESCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (EQ mutation; SEQ ID
NO:18

ESKYG%PCPE CPAPEFEGGP SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSQ
EDPEVQFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQFQS TYRVVSVLTYV LHQDWLNGKE
YKCKVSNEKGL PSSIEKTISK AKGQOPREPQV YTLPPSQEEM TENQVSLTCL
VKGFYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS RLTVDESRWQ
EGNVFS5CSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (S228P+L235E+N297Q
mutation; SEQ ID NO:19)

En determinadas realizaciones, el dominio de espaciador se deriva de una regién Fc de inmunoglobulina modificada
que incluye una o mas deleciones de todo o de una parte de su dominio CH2. En una realizacién, el dominio de
espaciador se deriva de una regién Fc de IgG4 modificada que incluye una o mas deleciones de todo o de una parte
de su dominio CH2 ("ch2A"). En un aspecto de una realizacion de este tipo, el dominio de espaciador puede incluir
una secuencia de nucleétidos que codifica la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPP CPGGGSSGGE SGGQPREPQV YTLPPSQEEM TKNQVSLTCL
VEGEYPSDIA VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSEELYS RLTVDKSRWO
EGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSLGK (ch2A mutation/deletion;
SEQ ID NO:20)

En algunas realizaciones, el dominio de espaciador puede ser modificado para sustituir la regiéon Fc de
inmunoglobulina para un espaciador que no tiene la capacidad de unirse a FcR, tal como la region de bisagra de
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CD8a. Alternativamente, se puede eliminar la region de espaciador Fc de la bisagra. Sustituciones de este tipo
reducirian o eliminarian la union de Fc.

El término "posicion”, tal como se utiliza en esta memoria, es una ubicacion en la secuencia de una proteina. Las
posiciones pueden numerarse secuencialmente o de acuerdo con un formato establecido, por ejemplo, una posicién
de Kabat o una posicion de la UE o un indice de la UE como en Kabat. Para todas las posiciones comentadas en
esta memoria, la numeracién se realiza de acuerdo con el indice de la UE o el esquema de numeracién de la UE
(Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed., Servicio de Salud Publica de los
Estados Unidos, Institutos Nacionales de Salud, Bethesda). El indice de la UE o el indice de la UE como en Kabat o
el esquema de numeracién de la UE se refiere a la numeracion del anticuerpo de la UE (Edelman et al., 1969, Proc
Natl Acad Sci USA 63:78-85). Las posiciones de Kabat, aunque también son bien conocidas en la técnica, pueden
variar de la posicion de la UE para una posicién dada. Por ejemplo, las sustituciones S228P y L235E arriba descritas
se refieren a la posicién de la UE. Sin embargo, estas sustituciones también pueden corresponder a las posiciones
de Kabat 241 (S241P) y 248 (L248E). Dominios de transmembrana y de sefalizacién

El dominio de sefializacion intracelular puede incluir cualquier dominio de sefalizacion complejo del receptor de
células T (TCR) adecuado, o parte del mismo. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacién intracelular se
deriva de un complejo CD3. En algunas realizaciones, el dominio de sefalizacion intracelular es un dominio de
sefalizacion de cadena zeta (cadena {) de TCR. En determinadas realizaciones, un dominio de sefalizacién de
cadena ( puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos de la siguiente
manera:

RVKEFSRSADA PAYQQOGONQL YNELNLGRRE EYDVLDKRRG RDPEMGGKPR
REKNPQEGLYN ELQKDKMAEA YSEIGMKGER RRGKGHDGLY QGLSTATKDT
YDALHMQALP PR (SEQ ID NO:21)

El dominio de sefalizacion intracelular puede estar asociado con cualquier dominio coestimulador adecuado que
incluye, pero no se limita a un dominio coestimulador de 4-1BB, un dominio coestimulador de OX-40, un dominio
coestimulador de CD27, un dominio coestimulador de CD28, un dominio coestimulador de DAP10, un dominio
coestimulador inducible (ICOS) o un dominio coestimulador 2B4. De acuerdo con las realizaciones descritas en esta
memoria, un CAR puede incluir al menos un dominio coestimulador de sefalizacion. En un aspecto, el CAR tiene un
unico dominio coestimulador de sefalizacion o puede incluir dos o mas dominios coestimuladores de sefalizacion
como los arriba descritos. En otro aspecto, el dominio coestimulador puede estar formado por un Unico dominio
coestimulador como los descritos anteriormente o, alternativamente, puede estar compuesto por dos o mas
porciones de dos o mas dominios coestimuladores. Alternativamente, en algunas realizaciones, el CAR no incluye
un dominio coestimulador de sefalizacién. En una realizacion, el CAR incluye un dominio coestimulador de
sefalizaciéon que es un dominio coestimulador de CD28. En esta realizacion, un dominio coestimulador de CD28
modificado de este tipo puede tener una o mas sustituciones o modificaciones de amino&cidos que incluyen, pero no
se limitan a una sustituciéon de leucina-leucina (LL) por glicina-glicina (GG). En determinadas realizaciones, una
region de dominio coestimulador de sefalizacién modificada puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica
una secuencia de aminodcidos seleccionada entre las siguientes:

RSKRSRGGHS DYMNMTPRRP GPTRKHYQPY APPRDFAAYR S (SEQ ID NO:22)

El dominio o los dominios de sefalizacion pueden incluir un dominio de transmembrana seleccionado de un dominio
de transmembrana CD28, un dominio de transmembrana CD3, o cualquier otro dominio de transmembrana
adecuado conocido en la técnica. En algunas realizaciones, el dominio de transmembrana es un dominio de
transmembrana CD28. En determinadas realizaciones, una region del dominio coestimulador de sefalizaciéon
modificada puede incluir una secuencia de nucle6tidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada
entre las siguientes:

MFWVLVVVGG VLACYSLLVT VAFIIFWV (SEQ ID NO:23)
Expresion de genes CAR y transduccion de células T

En algunas realizaciones, el gen CAR es parte de un casete de expresion. En algunas realizaciones, el casete de
expresion puede - ademds del gen CAR - incluir también un gen accesorio. Cuando es expresado por una célula T,
el gen accesorio puede servir como un marcador de seleccion de células T transducidas, un marcador de
seguimiento in vivo o un gen suicida para células T transducidas.

En algunas realizaciones, el gen accesorio es un gen EGFR truncado (EGFRt). Se puede utilizar un EGFRt como
una herramienta de seleccién no inmunogénica (p. €j., selecciéon inmunomagnética utilizando cetuximab biotinilado
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en combinacién con microperlas anti-biotina para el enriquecimiento de células T que han sido transducidas
lentiviralmente con construcciones que contienen EGFRt), marcador de seguimiento (p. €j., andlisis de citometria de
flujo para el seguimiento del injerto de células T) y el gen suicida (p. €j., a través de las vias de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos mediada por anticuerpos (ADCC) Cetuximab/Erbitux®). Un ejemplo de un gen EGFR
truncado (EGFRt) que puede utilizarse de acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria se describe en la
Solicitud Internacional N® WO 2011/056894 A2. En otras realizaciones, el gen accesorio es un gen CD19 truncado
(CD19%1).

En otra realizacion, el gen accesorio es un gen suicida inducible. Un gen suicida es un gen recombinante que hara
que la célula en la que se expresa el gen sufra muerte celular programada o aclaramiento mediado por anticuerpos
en el momento deseado. En una realizacién, un gen suicida inducible que puede utilizarse como gen accesorio es un
gen de caspasa 9 inducible (véase Straathof et al. (2005). An inducible caspase 9 safety switch for T-cell therapy.
Blood. 1 de junio; 105(11): 4247-4254).

En algunas realizaciones, el casete de expresion que incluye un gen CAR arriba descrito se puede insertar en un
vector para el suministro - a través de transduccion o transfeccion - de una célula diana. Se puede utilizar cualquier
vector adecuado, por ejemplo, un vector bacteriano, un vector viral o un plasmido. En algunas realizaciones, el
vector es un vector viral seleccionado de un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector de poxvirus, un vector
adenoviral o un vector viral adeno-asociado. En algunas realizaciones, el vector puede transducir una poblacién de
células inmunes sanas, p. €j., células T. Células diana transducidas o transfectadas satisfactoriamente expresan uno
0 mas genes que forman parte del casete de expresion.

Como tal, una o mas poblaciones de células inmunes, tales como células T, pueden ser transducidas con un gen
CAR tales como los arriba descritos. Las células T transducidas pueden ser de un donante o pueden ser de un
sujeto que tiene cancer y que necesita un tratamiento para el cancer. En algunas realizaciones, las células T
transducidas se utilizan en un tratamiento de inmunoterapia adoptiva para el tratamiento del cancer (residuos en
negrita/subrayados indican sustituciones). En algunas realizaciones, las células T transducidas expresan un gen
CAR que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NOS: 24 -27:

CD19R (LZ35E) 287

(SEQ ID NO:24):

MLLLVTSLLL
ISKYLNWYQOQ
EQEDIATYFEC
LOESGPGLVA
SETTYYNSAL
SYAMDYWGQG
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSQEEMTEKN
GSEFELYSRLT
LVVVGGYLAC
YOPYAPPRDE
DVLDKRRGRD
GKGHDGLYQG

CD19R (N297Q) 287

CELPHPAFLL
KPDGTVKLLI
QQGNTLPYTF
PSQSLSVICT
KSRLTIIKDN
TSVIVSSESK
VVVDVSQEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG
VDKSRWQEGN
YSLLVTVAFI
AAYRSGGGRV
PEMGGKPRRE
LSTATKDTYD

IPDIQMTQTT
YHTSRLHSGV
GGGTKLEITG
VSGVSLPDYG
SKSQVFLKMN
YGPPCPPCPA
EVQFNWYVDG
KVSNKGLPSS
FYPSDIAVEW
VESCSVMHEA
IFWVRSKRSR
KFSRSADAPA
NPQEGLYNEL
ALHMOATPPR

{(S5EQ ID NO:25):

MLLLVTSLLL
ISKYLNWYQQ
EQEDIATYFC
LOESGPGLVA
SETTYYNSAL
SYAMDYWGQG
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSQEEMTKN
GSEFFLYSRLT
LYVVGGVYLAC
YQPYAPPRDE
DVLDKRRGRD
GKGHDGLYQG

CELPHPAFLL
KPDGTVEKLLI
QOQGNTLPYTFE
PSQSLSVTCT
KSRLTIIKDN
TSVTVSSESK
VVVDVSQEDP
DWLNGEKEYKC
QVSLTCLVEKG
VDEKSRWQEGHN
YSLLVTVAFI
AAYRSGGGRY
PEMGGKPRRK
LSTATKDTYD

IPDIQMTQTT
YHTSRLHSGV
GGGTKLEITG
VSGVSLPDYG
SKSQOVFLEMN
YGPPCPPCPA
LVOEFNWYVDG
KVSNKGLPSS
FYPSDIAVEW
VESCSVMHEA
IFWVRSKRSR
KE'SRSADAPA
NPQEGLYNEL
ALHMQALPPR

12

SSLSASLGDR
PSREFSGSGSG
STSGSGKPGS
VSWIRQPPRK
SLOTDDTAIY
PEFEGGPSVF
VEVHNAKTEKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL
GGHSDYMNMT
YOOGQNQOLYN
QKDKMAEAYS

SSLSASLGDR
PSRFSGSGSG
STSGSGKPGS
VSWIRQPPRK
SLOTDDTATY
PEFLGGPSVE
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL
GGHSDYMNMT
YOQGONQLYN
QKDKMAEAYS

VTISCRASQD
TDYSLTISNL
GEGSTKGEVK
GLEWLGVIWG
YCAKHYYYGG
LFPPKPKDTL
REEQENSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSLGKMEWY
PRRPGPTRKH
ELNLGRREEY
EIGMKGERRR

VTISCRASQD
TDYSLTISNL
GEGSTKGEVK
CLEWLGVINWG
YCAKHYYYGG
LFPPKPKDTL
REEQFQSTYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSLGKMEWV
PRRPGPTRKH
ELNLGRREEY
ETGMKGERRR
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(SEQ ID NC:26):

MLLLVTSLLL
ISKYLNWYQQ
EQEDIATYFC
LOESGPGLVA
SETTYYNSAL
SYAMDYWGQG
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHQ
PPSQEEMTEN
GSFFLYSRLT
LVVVGGYLAC
YQPYAPPRDF

CELPHPAFLL
KPDGTVKLLI
OOGNTLPYTE
PSQSLSVTCT
KSRLTIIKDN
TSVIVSSESK
VVVDVSQEDP
DWLNGEKEYKC
QVSLTCLVEKG
VDKSRWQEGN
YSLLVTVAFI
AAYRSGGGRV

IPDIQMTQTT
YHTSRLHSGV
GGGTKLEITG
VSGVSLPDYG
SKSOVELKMN
YGPPCPPCFA
EVOFNWYVDG
KVSNKGLPSS
FYPSDIAVEW
VESCSVMHEA
IFWVRSKRSR
KFSRSADAPA

SSLSASLGDR
PSRESGSGSG
STSGSGKPGS
VSWIRQPPRK
SLOTDDTATY
PEFEGGPSVE
VEVHNAKTKP
IEKTISKAKG
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL
GGHSDYMNMT
YOOGONQLYN

VTISCRASQD
TDYSLTISNL
GEGSTKGEVK
GLEWLGVIWG
YCAKHYYYGG
LFPPKPKDTL
REEQFQITYR
QPREPQVYTL
KTTPPVLDSD
SLSLGEMEWY
PRRPGPTREH
ELNLGRREEY

DVLDKRRGRD PEMGGKPRRK NPCQEGLYNEL QKEDKMAEAYS EIGMKGERER
CKGHDGLYQG LSTATKDTYD ALHMQALPPR

CD19RCHZ2ACDZ28Z

(SEQ ID NO:27):

MLLLVISLLL
ISKYLNWYQQ
EQEDTATYFC
LOESGPGLVA
SETTYYNSAL
SYAMDYWGQG
PPSQEEMTKN
GSEFLYSRLT
LVVVGGVLAC
YQPYAPPRDF
DVLDKRRGRD
CKGHDGLYQG

CELPHPAFLL
KPDGTVKLLI
QCGNTLPYTF
PSQSLSVTCT
KSRLTIIKDN
TSVIVSSESK
QVSLTCLVKG
VDKSRWQEGN
YSLLVTVAFI
ARYRSGGGRV
PEMGGKPRRK
LSTATKDTYD

IPDIQMTQTT
YHTSRLHSGV
GGGTKLEITG
VSGVSLPDYG
SKSQVELKMN
YGPPCPPCPG
FYPSDIAVEW
VESCSVMHEA
IFWVRSKRSR
KESRSADAPA
NPQEGLYNEL
ALHMQALPPR

SSLSASLGDR
PSRIFSGSGSG
STSGSGKPGS
VSWIRQPPRK
SLOTDDTATIY
GGS5GGESGE
ESNGQPENNY
LHNHYTQKSL
GGHSDYMNMT
YOOGONQLYN
QOKDKMAELY S

VIISCRASQD
TDYSLTISNL
GEGSTKEGEVEK
GLEWLGVIWG
YCAKHYYYGG
QPREPOVYTL
KTTPPVLDSD
SLSLGEMEWV
PRRPGPTRKH
ELNLGRREEY
EIGMKGERRR

Ademas, la una o mas poblaciones de células T pueden ser parte de una composicion farmacéuticamente aceptable
para la administracion a un sujeto. Ademéas de las células T transducidas por CAR, la composicion
farmacéuticamente efectiva puede incluir uno o mas soportes farmacéuticamente eficaces. Un "soporte
farmacéuticamente aceptable", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un material, composicién o vehiculo
farmacéuticamente aceptable que esta implicado en llevar o transportar un tratamiento de interés desde un tejido,
6rgano o porcién del cuerpo a otro tejido, 6rgano o porcion del cuerpo. Un vehiculo de este tipo puede comprender,
por ejemplo, una carga liquida, sélida o semisélida, disolvente, tensioactivo, diluyente, excipiente, adyuvante,
aglutinante, tampon, adyuvante de disolucion, disolvente, material encapsulante, agente secuestrante, agente
dispersante, conservante, lubricante, disgregante, espesante, emulsionante, agente antimicrobiano, antioxidante,
agente estabilizante, agente colorante, o alguna combinacién de los mismos.

Cada uno de los componentes del soporte es "farmacéuticamente aceptable”, en el sentido de que debe ser
compatible con los otros ingredientes de la composicién y debe ser adecuado para el contacto con cualquier tejido,
6rgano o parte del cuerpo con el que pueda topar, lo que significa que no debe conllevar un riesgo de toxicidad,
irritacion, respuesta alérgica, inmunogenicidad o cualquier otra complicacion que supere excesivamente sus
beneficios terapéuticos.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como soportes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidon de maiz y fécula de patata; (3)
celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto
en polvo; (5) malta; (6) polimeros naturales, tales como gelatina, colageno, fibrina, fibrinégeno, laminina, decorina,
hialuronano, alginato y quitosano; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios;
(9) aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo,
aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como
glicerol, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como carbonato de trimetileno, oleato de etilo y laurato
de etilo; (13) agar; (14) agentes tampédn, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) &cido
alginico (o alginato); (16) agua apirégena; (17) solucién salina isoténica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol, tal
como alcohol etilico y alcohol propano; (20) soluciones de tampén fosfato; (21) termoplasticos, tales como acido
polilactico , acido poliglicélico, (22) poliésteres, tales como policaprolactona; (23) péptidos autoensamblables; y (24)
otras sustancias compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas tales como acetona.
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Las composiciones farmacéuticas pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se
requiera para aproximarse a las condiciones fisioldgicas, tales como ajuste del pH y agentes tampén, agentes de
ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
calcio, lactato de sodio y similares.

En una realizacion, el soporte farmacéuticamente aceptable es un soporte acuoso, p. €j., solucion salina tamponada
y similares. En determinadas realizaciones, el soporte farmacéuticamente aceptable es un disolvente polar, p. €j.,
acetona y alcohol.

La concentracion de células T transducidas por CAR en estas formulaciones puede variar ampliamente, y se
seleccionara principalmente basandose en volimenes de fluido, viscosidades, tamafio de los 6rganos, peso corporal
y similares de acuerdo con el modo particular de administracién seleccionada y las necesidades del sistema
bioldgico.

En determinadas realizaciones, poblaciones de células T transducidas con un gen CAR (es decir, células T
transducidas por CAR), tales como las células descritas en esta memoria utilizadas en los métodos para fijar como
objetivo y matar las células cancerosas o tumorales, pueden ser cultivadas en un cultivo celular. En determinados
aspectos de esta realizacion, el método puede utilizarse en un entorno in vitro o de investigacién para investigar el
papel de un antigeno relacionado con el cancer particular en la etiologia de un cancer, o para evaluar las
capacidades de fijacion como objetivo de las nuevas construcciones de CAR.

Tratamiento del cancer con células T transducidas por CAR

De acuerdo con algunas realizaciones, los genes CAR y poblaciones de células T que son transducidas con genes
CAR como los arriba descritos pueden utilizarse en métodos para tratar el cancer en un sujeto. Métodos de este tipo
pueden incluir una etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de al menos una poblacion de
células T transducidas con al menos un gen CAR al sujeto. En estas realizaciones, la poblacion de células T
transducidas por CAR expresa uno o mas genes CAR, tales como los arriba descritos. En determinadas
realizaciones, las células T se transducen con y expresan una construccion génica mutante Unica tal como una
construccion CD19R(L235E) o CD19R(N297Q) tal como se describe en esta memoria, una construccién génica
doble mutante que tiene tanto una mutacion L235E como N297Q (p. ej., CD19R(EQ)), tal como se describe en esta
memoria, 0 una construccién génica de delecién (p. ej., CD19Rch2A), tal como se describe en esta memoria.
Cuando este tipo de células se administra a través de un tratamiento de inmunoterapia adoptiva, las células T
transducidas se fijan especificamente como objetivo y lisan las células que expresan el antigeno relacionado con el
cancer (es decir, las células cancerosas) in vivo, proporcionando con ello su efecto terapéutico de eliminar células
cancerosas.

Cénceres que se pueden tratar utilizando la poblacion de células T transducidas pueden incluir, pero no se limitan a,
leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML), canceres de la corteza suprarrenal, carcinoma,
relacionados con el SIDA, cancer anal, cancer de apéndice, astrocitomas, tumor teratoideo/rabdoideo atipico,
sistema nervioso central, carcinoma de células basales, cancer del conducto biliar, cancer de vejiga, cancer de
hueso, osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno, glioma del tallo cerebral, tumores cerebrales, cancer de mama,
tumores bronquiales, linfoma de Burkitt, tumores carcinoides, canceres del sistema nervioso central, cancer cervical,
cordoma, leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mielégena crénica (LMC), trastornos mieloproliferativos
crénicos, cancer de colon, cancer colorrectal, craneofaringioma, linfoma cutaneo de células T, tumores embrionarios,
tumores del sistema nervioso central, cancer de endometrio, ependimoblastoma, ependimoma, cancer de esdéfago,
estesioneuroblastoma, familia de tumores de sarcoma de Ewing del tumor de células germinales extracraneal, tumor
extragonadal de células germinales cancer del conducto biliar extrahepatico, cancer de ojo, histiocitoma fibroso de
los huesos, neoplasia y osteosarcoma, cancer de la vesicula biliar, cancer gastrico (estdmago), tumor carcinoide
gastrointestinal, tumores estromales gastrointestinales (GIST) - véase sarcoma de tejido blando, tumor de células
germinales, tumor trofoblastico gestacional, glioma, leucemia de células pilosas, cancer de cabeza y cuello, cancer
de corazoén, cancer hepatocelular (higado), histiocitosis, linfoma de Hodgkin, cancer de hipofaringe, melanoma
intraocular, tumores de células de los islotes (pancreas endocrino), sarcoma de Kaposi, cancer de rifién, histiocitosis
de células de Langerhans, cancer de laringe, leucemia, cancer de labio y de la cavidad oral, cancer de higado
(primario), carcinoma lobular in situ (CLIS), cancer de pulmén, linfoma, macroglobulinemia, cancer de mama en
hombres, histiocitoma fibroso maligno de huesos y osteosarcoma, meduloblastoma, meduloepitelioma, melanoma,
carcinoma de células de Merkel, mesotelioma, cancer de cuello escamoso metastasico con carcinoma primario
oculto del tracto de la linea media con implicaciéon del gen NUT, cancer de boca, sindromes de neoplasia endocrina
multiple, mieloma multiple/neoplasia de células plasmaticas, micosis fungoide, sindromes mielodisplasicos,
neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas, leucemia mielégena cronica (CML), leucemia mieloide aguda (AML),
mieloma multiple, trastornos mieloproliferativos, cancer de la cavidad nasal y el seno paranasal, cancer
nasofaringeo, neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer oral, cancer de
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la cavidad oral, cancer orofaringeo, osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno de los huesos, cancer de ovario,
cancer pancreatico, papilomatosis, paraganglioma, cancer del seno paranasal y de la cavidad nasal, cancer de
paratiroides, cancer de pene, cancer faringeo, feocromocitoma, tumores del parénquima pineal de diferenciacién
Intermedia, pineoblastoma y tumores supratentoriales primitivos neuroectodérmicos, tumor pituitario, neoplasia de
células plasmaticas/mieloma multiple, blastoma pleuropulmonar, cancer de embarazo y de mama, linfoma del
sistema nervioso central (SNC) primario, cancer de prostata, cancer rectal, cancer de células renales (rifién), pelvis y
uréter renales, cancer de células de transicion, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cancer de glandulas salivales,
sarcoma, sindrome de Sezary, cancer de pulmoén de células pequenas, cancer de intestino delgado, sarcoma de
tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, cancer de cuello escamoso, cancer de estobmago (gastrico),
tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, linfoma de células T, cutaneo, cancer testicular, cancer de
garganta, timoma y carcinoma timico, cancer de tiroides, cancer de células transicionales de la pelvis renal y del
uréter, tumor trofoblastico, cancer de uréter y renal, cancer de la pelvis, cancer de la uretra, cancer de Utero,
sarcoma uterino, cancer vaginal, cancer de la vulva, macroglobulinemia de Waldenstrém y tumor de Wilms.

La poblacion o poblaciones de células T transducidas con el gen o los genes CAR que pueden utilizarse de acuerdo
con los métodos descritos en esta memoria se pueden administrar, por cualquier via de administraciéon adecuada,
solo o como parte de una composicién farmacéutica. Una via de administracion puede referirse a cualquier via de
administracion conocida en la técnica, que incluye pero no se limita a intracraneal, parenteral o transdérmica.
"Parenteral" se refiere a una via de administracion que generalmente se asocia con la inyeccion, que incluye
infraorbital, por infusion, intraarterial, intracapsular, intracardiaca, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intrapulmonar, intraespinal, intraesternal, intratecal, intratumoral, intrauterina, intravenosa, subaracnoidea,
subcapsular, subcutanea, transmucosal o transtraqueal. En determinadas realizaciones, las células T transducidas
se administran por via intravenosa o intratecal.

La expresiéon "cantidad eficaz", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una cantidad de un agente,
compuesto, tratamiento o terapia que produce un efecto deseado. Por ejemplo, una poblacion de células puede
ponerse en contacto con una cantidad efectiva de un agente, compuesto, tratamiento o terapia para estudiar su
efecto in vitro (p. €j., cultivo celular) o para producir un efecto terapéutico deseado ex vivo o in vitro. Se puede utilizar
una cantidad efectiva de un agente, compuesto, tratamiento o terapia para producir un efecto terapéutico en un
sujeto, tal como prevenir o tratar una afeccién diana, aliviar los sintomas asociados con la afeccién o producir un
efecto fisiologico deseado. En tal caso, la cantidad efectiva de un compuesto es una "cantidad terapéuticamente
efectiva", "concentracion terapéuticamente efectiva" o "dosis terapéuticamente efectiva". La cantidad efectiva precisa
o la cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad de la composicién que producira los resultados mas
efectivos en términos de eficacia del tratamiento en un sujeto o poblacion de células dado. Esta cantidad variara
dependiendo de una diversidad de factores, que incluyen, pero no se limitan a las caracteristicas del compuesto
(incluida la actividad, la farmacocinética, la farmacodinamica y la biodisponibilidad), la condicidn fisiolégica del sujeto
(incluida la edad, el sexo, el tipo de enfermedad y el estadio, condicion fisica general, capacidad de respuesta a una
dosis dada y tipo de medicamento) o células, la naturaleza del soporte o soportes farmacéuticamente aceptables en
la formulacion y la via de administraciéon. Ademas, una cantidad efectiva o terapéuticamente efectiva puede variar
dependiendo de si el compuesto se administra solo o en combinacién con otro compuesto, farmaco, terapia u otro
método o modalidad terapéutica. Un experto en las técnicas clinica y farmacoldgica sera capaz de determinar una
cantidad efectiva o una cantidad terapéuticamente efectiva a través de la experimentacion rutinaria, es decir,
controlando la respuesta de una célula o sujeto a la administracion de un compuesto y ajustando la dosis en
consecuencia. Para una orientacion adicional, véase Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212
Edicion, Univ. of Sciences in Philadelphia (USIP), Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, 2005. Agentes,
compuestos, tratamientos o terapias que pueden utilizarse en una cantidad efectiva o en una cantidad
terapéuticamente efectiva para producir un efecto deseado de acuerdo con las realizaciones descritas en esta
memoria pueden incluir, pero no se limitan a un gen CAR, un casete de expresion que incluye un gen CAR, un
vector que suministra un casete de expresion que incluye un gen CAR a una célula diana, tal como una célula T, y
una poblacion de células T que se transducen con un gen CAR.

Los términos "tratar" o "tratamiento” de una afeccion pueden referirse a la prevencion de la afeccion, retardar la
aparicién o la tasa de desarrollo de la afeccidn, la reduccion del riesgo de desarrollar la afeccion, prevenir o retrasar
el desarrollo de sintomas asociados con la afeccion, reducir o terminar los sintomas asociados con la afeccién,
generar una regresion completa o parcial de la afeccion, o alguna combinacion de los mismos. El tratamiento
también puede significar un tratamiento profilactico o preventivo de una afeccion.

El término "sujeto”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un ser humano o animal, incluyendo todos los

mamiferos, tales como primates (particularmente primates superiores), ovejas, perros, roedores (p. €j., ratén o rata),
cobayas, cabras, cerdos, gatos, conejos y vacas. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano.
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En determinadas realizaciones, las composiciones para uso en métodos para tratar el cancer pueden incluir una
etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una primera poblacion de células T transducidas con
un primer gen CAR en combinacién con una cantidad terapéuticamente eficaz de una segunda poblacién de células
T transducidas con un segundo gen CAR.

En otras realizaciones, las células T transducidas por CAR se pueden administrar en combinaciéon con una 0 mas
terapias contra el cancer adicionales. "En combinacion” o "en combinacion con", tal como se utiliza en esta memoria,
significa en el curso de tratar el mismo cancer en el mismo sujeto utilizando dos o mas agentes, farmacos, terapias,
procedimientos, regimenes de tratamiento, modalidades de tratamiento o una combinacién de los mismos, en
cualquier orden. Esto incluye la administracion simultanea, asi como en un orden espaciado en el tiempo de hasta
varios dias de diferencia. Un tratamiento combinado de este tipo también puede incluir mas de una administracion
Unica de uno o0 mas de los agentes, farmacos, agentes terapéuticos, procedimientos, regimenes de tratamiento y
modalidades de tratamiento. Ademas, la administracién de los dos 0 méas agentes, farmacos, agentes terapéuticos,
procedimientos, regimenes de tratamiento, modalidades de tratamiento o una combinacion de los mismos puede
realizarse por las mismas o diferentes vias de administracion.

Terapias contra el cancer adicionales que pueden utilizarse de acuerdo con los métodos descritos en esta memoria
pueden incluir uno o més procedimientos anti-cancer, modalidades de tratamiento, agentes terapéuticos anti-cancer
0 una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, las células T transducidas por CAR pueden
administrarse en combinacién con uno o mas procedimientos o modalidades de tratamiento contra el cancer que
incluyen, pero no se limitan a trasplante de células madre (p. €j., trasplante de médula 6sea o trasplante de células
madre de la sangre periférica utilizando células madre alogénicas, células madre autdlogas; o un trasplante no
mieloablativo), radioterapia o reseccién quirdrgica. En otras realizaciones, las células T transducidas por CAR
pueden administrarse en combinacion con una 0 mas agentes terapéuticos o farmacos anticancerigenos que
pueden utilizarse para tratar el cancer, que incluyen, pero no se limitan a agentes quimioterapéuticos y otros
farmacos anticancerigenos, agentes inmunoterapéuticos, agentes terapéuticos fijados como objetivo, o una
combinacion de los mismos.

Agentes quimioterapéuticos y otros farmacos contra el cancer que se pueden administrar en combinacion con las
células T transducidas por CAR de acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria incluyen, pero no se
limitan a acido todo-trans-retinoico (ATRA), triéxido arsénico, antibidticos de antraciclina y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos (p. ej., hidrocloruro de doxorubicina, hidrocloruro de daunorrubicina, idarrubicina,
mitoxantrona), agentes alquilantes (p. €j., ciclofosfamida, laromustina), andlogos de antimetabolitos (citarabina, 6-
tioguanina, 6-mercaptopurina, metotrexato), agentes desmetilantes (p. €j., decitabina, 5-azacitidina), inhibidores de
la sintesis de acidos nucleicos (p. €j., hidroxiurea), inhibidores de la topoisomerasa (p. €j., etop6sido), alcaloides de
la vinca (p. ej., sulfato de vincristina), 0 una combinacion de los mismos (p. ej., "ADE", que es un tratamiento
combinado que incluye una combinacién de citarabina (Ara-C), hidrocloruro de daunorrubicina y etoposido).

Agentes inmunoterapéuticos que se pueden administrar en combinacién con las células T transducidas por CAR de
acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria incluyen, pero no se limitan a reactivos
inmunomoduladores (p. €j., inhibidores de STATS3, lenalidomida) y anticuerpos monoclonales terapéuticos. Los
anticuerpos monoclonales terapéuticos pueden disefiarse para fijar como objetivo uno 0 mas antigenos adicionales
relacionados con el cancer.

Agentes terapéuticos fijados como objetivo que pueden administrarse en combinacion con las células T transducidas
por CAR de acuerdo con las realizaciones descritas en esta memoria incluyen, pero no se limitan a inhibidores de
tirosina quinasa (imatinib, dasatinib, nilotinib, sunitinib), inhibidores de farnesiltransferasa (p. ej., tipifarnib),
inhibidores de FLT e inhibidores de c-Kit (0 CD117) (imatinib, dasatinib, nilotinib).

Los siguientes Ejemplos estan destinados a ilustrar diversas realizaciones de la invencion. Como tal, las
realizaciones especificas comentadas no deben interpretarse como limitaciones en el alcance de la invencién. Por
ejemplo, aunque el siguiente ejemplo se refiere a una realizaciéon para un CAR que fija como objetivo CD19, se
aprecia que se puede generar un CAR para fijar como objetivo a cualquier antigeno.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Receptores de Antigenos Quiméricos (CARs) que Incorporan Mutaciones en la Regién de
Espaciador Fc de IgG4 Evitan el Reconocimiento Mediado por el Receptor Fc y el Aclaramiento de Células T
CAR, Resultando en una Persistencia de las células T y Eficacia Antitumoral Mejoradas

Para determinar si interacciones mediadas por el FcR celular juegan un papel en el rechazo inmunoldgico y el
aclaramiento, o la activacién incluso no intencionada de células T que expresan CAR adoptivamente transferidas, un
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CAR especifico para CD19 ha sido mutado en uno o dos sitios dentro de la region CH2 (L235E y/o N297Q) de su
espaciador Fc de 1gG4, al que se alude en esta memoria como CD19R(L235E), CD19R(N297Q) o CD19R(EQ) - asi
como un CAR especifico para CD19 que tiene una delecion CH2 en su espaciador Fc de IgG4 - al que se alude en
esta memoria como CD19Rch2A. Células T que expresan estos CAR mutados se compararon luego con células T
que expresan un CAR no mutado (CD19R) o solo una molécula de EGFR truncado (EGFRt) como marcador de
seguimiento (Wang et al. 2011), para la unién in vitro de FcyR y la actividad citolitica mediada por CAR, asi como el
injerto in vivo y la eficacia terapéutica. Los resultados proporcionan evidencia de que la eliminacién de las
interacciones celulares de FcyR mejora la persistencia y las respuestas antitumorales de las células T que expresan
CAR adoptivamente transferidas.

Materiales y Métodos

Construcciones de ADN y Vectores Lentivirales. La construccion lentiviral CD19R28Z-T2A-EGFRt_epHIV7 contiene
a) la secuencia del receptor de antigeno quimérico (CAR) que consiste en los segmentos del gen Vuy VL del mAb
(siglas inglesas de anticuerpo monoclonal) FMC63 especifico para CD19, una bisagra Crz-Chz de IgG4, los dominios
de transmembrana y de sefalizacién citoplasmatica de la molécula coestimuladora CD28 que contiene mutaciones
gg que potencian la expresién y funcion del receptor quimérico (Nguyen et al. 2003), y el dominio citoplasmatico de
la cadena CD3¢ (Kowolik et al. 2006); b) secuencia T2A de salto ribosémico (Szymczak et al. 2004) y c) la secuencia
de EGFR truncada (Wang et al. 2011a). El vector lentiviral EGFRt-T2A-DHFR"S-T2A-IMPDH2'Y_epHIV7 se genero
tal como se describié previamente (Jonnalagadda et al. 2013). Los vectores CD19R(L235E)28Z-T2A-
EGFRt_epHIV7, CD19R(N297Q)28Z-T2A-EGFRt_epHIV7 y CD19R(EQ)28Z-T2A-EGFRt_epHIV7 se generaron
mediante mutagénesis dirigida al sitio utilizando el kit QuikChange Il XL (Agilent Technologies, Santa, Clara, CA) de
un plasmido CD19R28Z_pGA optimizado en codones que habia sido sintetizado por Geneart, se digirieron con
Nhel/Rsrll 'y se ligaron con un CD19R28Z-T2A-EGFRt_epHIV7 digerido de manera similar. El vector
CD19Rch2A28Z-T2A-EGFRt_epHIV7 se gener6 a partir de un plasmido CD19R-HL-CH3(CO)_pMK-RQ optimizado
en codones que habia sido sintetizado por Geneart, se digiri6 con Nhel/Rsrll y se ligé con un CD19R28Z-T2A-
EGFRt_epHIV7 digerido de manera similar.

Lineas Celulares y Mantenimiento. Células mononucleares de la sangre periférica humana (PBMCs) se aislaron tal
como se describe (Wang, 2011b) a partir de sangre periférica heparinizada obtenida de kits de descarte que
contienen componentes de la sangre residuales de donantes sanos que se habian sometido a aféresis en el City of
Hope National Medical Center (COHNMC). Debido a que no se identifico este material de sangre de descarte, se
anulé el consentimiento informado con la aprobacion de la Junta de Revisién Interna de COHNMC (protocolo IRB n®
09025) y la Oficina de Proteccién de Sujetos Humanos de COHNMC. El aislamiento de Tcwm (utilizando el
agotamiento de CD14 y CD45RA, seguido de la seleccion de CD62L), la estimulacién de perlas anti-CD3/CD28 y la
transduccion mediada por lentivirus se realizaron tal como se describi6é previamente (Wang et al. 2012). En algunos
casos, las células T transducidas se enriquecieron inmunomagnéticamente para la expresion de EGFRt tal como se
describio previamente (Wang et al. 2011a).

Lineas de células linfoblastoides transformadas con EBV (LCL), y LCL que expresaban OKT3 (LCL-OKT3) (Wang et
al. 2011b) o células LCL ffLuc* se cultivaron en RPMI 1640 (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) complementado con
suero de ternera fetal al 10% inactivado por calor (FCS, Hyclone, Logan, UT) L-glutamina 2 mM (Irvine Scientific) y
HEPES 25 mM (Irvine Scientific). Se generaron LCL ffLuc* por transduccién con el vector lentiviral eGFP-
ffluc_epHIV7 a una MOI (siglas inglesas de multiplicidad de infeccién) de 20 en presencia de 5 pg/ml de polibreno en
medio 500 ul, y posterior purificacién clasificando células GFP+.

Se generaron células de mieloma de ratdn que secretan citoquina IL15 homeostatica humana (NSO-IL15) tal como
se ha descrito previamente (Wang et al. 2011b).

Lineas celulares de leucemia SupB15 y K562 (ATCC) se cultivaron en los medios recomendados por ATCC
correspondientes.

Anticuerpos y Citometria de Flujo. Los controles de isotipo conjugado con fluorocromo, anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD45 y estreptavidina se obtuvieron de BD Biosciences (San Jose, CA). El anti-Fc biotinilado se adquirid
de Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. (West Grove, PA). La generacion de cetuximab biotinilado se
describid previamente (Wang et al. 2011a). huFcyR1, muFcyR1, huFcyR2a, huFcyR2b y muFcyR2b biotinilados se
obtuvieron de Sino Biological, Inc. (Beijing, R.P. de China). El porcentaje de células inmunofluorescentes se analizé
mediante un sistema FACScalibur (BD Biosciences) y el porcentaje de células en una regién de analisis se
calcularon utilizando FCS Express V3 (De Novo Software, CA, EE.UU.).

Injerto de Células T in vivo y Terapia. Todos los experimentos con ratones fueron aprobados por el Comité de
Cuidado y Uso de Animales del Instituto COHNMC. Para los estudios de injerto, se inyect6 por via intravenosa (i.v.)
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a ratones (NSG) de 6-10 semanas de edad NOD/Scid IL-2RyC™" el dia 0 con 107 de las células derivadas de Tcwm
indicadas, e inyecciones intraperitoneales (i.p.) tres veces una semana de 2x107 NSO-IL15 irradiado para
proporcionar un suministro sistémico de IL-15 humana in vivo. Se recogidé sangre periférica de hemorragias retro-
orbitales, se lisaron los glébulos rojos y se analizaron las suspensiones celulares mediante citometria de flujo. Para
el estudio terapéutico se administraron i.v. 1,5 x 108 células LCL ffLuc* a ratones NSG de 6-8 semanas de edad el
dia 0, y luego se administraron i.v. 5 x 10 de las células derivadas de Tcm CAR+ indicadas el dia 3. La actividad de
luciferasa se midi6 mediante formacién de imagenes por Xenogen tal como se describié previamente (Kahlon et al.
2004).

Ensayos de Liberacién de cromo. Los ensayos de liberacién de 5'Cr de 4 horas se realizaron tal como se describié
previamente (Stastny et al. 2007) utilizando las relaciones de células efectoras/diana indicadas.

Resultados

Células T CD19R+ fracasan en el injerto en ratones NSG. Células T de la memoria central (Tcm) como una
subpoblacion de células T, se han caracterizado por tener un potencial de injerto superior y, por lo tanto, una eficacia
terapéutica, después de la transferencia adoptiva (Wang et al. 2011b). Una evidencia adicional ha demostrado que
la expresion de CAR en células derivadas de Tcm parece correlacionarse con una persistencia in vivo disminuida en
un modelo de xenoinjerto in vivo utilizando ratones NSG. Como indican los estudios descritos en esta memoria, esta
disminucion de la persistencia se mostrd en un experimento que compara el injerto de células derivadas de Tcm no
transducidas con (i) células derivadas de Tcm que fueron transducidas lentiviralmente para expresar tanto un CAR
especifico para CD19 (CD19R) como un EGFR truncado (EGFRt) como marcador de seguimiento, y (ii) células
derivadas de Tcmque se transdujeron lentiviralmente para expresar solo el marcador de seguimiento de EGFRt en la
superficie celular (FIG. 1). Al observar la sangre periférica recogida 7 y 14 dias después de que las células se
administraron i.v. en ratones, la tincion con el mAb CD45 anti-humano permitio la deteccién de células derivadas de
Tem no transducidas (FIG. 1c¢). Sin embargo, tras la tincion conjunta para el marcador de seguimiento de EGFRt para
detectar células modificadas por genes, fue evidente que, a pesar del nivel similar de transduccion y/o de la
expresion de EGFRt de las células de entrada (FIG. 1b, 78-79% positivo) , hubo significativamente menos injerto de
células en la sangre periférica de ratones que recibieron TCM CD19R/EGFRt+ en comparacién con los que
recibieron TCM EGFRt+ (FIG. 1c, p < 0,0001 comparando porcentajes de células CD45/EGFRt+ en cada uno de los
grupos el dia 7 o el dia 14 utilizando test t de Student no emparejados). Aunque se detectaron niveles bajos de
células T para los ratones tratados con TCM CD19R/EGFRt+, todas las células T persistentes los dias 7 y 14 fueron
CAR negativas. Esta persistencia in vivo deteriorada no esté asociada con la transduccion lentiviral de las células T,
ya que es especifica para células transducidas para expresar el transgén CAR y no el transgén EGFRt. Ademas, la
ausencia de antigeno CD19 en estos ratones NSG y el hecho de que se haya observado un fenémeno similar con
células T que expresan CARs de diferente especificidad antigénica (datos no mostrados) sugiere que la ausencia de
injerto/persistencia en la sangre periférica es independiente del antigeno.

HuFc)yR se une a células T CD19R+. La construccién CD19R incluye un scFv especifico para CD19 derivado del
anticuerpo monoclonal de raton FMC63, un enlazador Fc de IgG4 humano, dominios de transmembrana y
citoplasmaticos CD28 humanos y un dominio citoplasmético CD3-zeta humano. Debido a que la construccion CAR
incluye una porcidon de una region Fc de IgG4 humana, se investigd la propension de respuestas inmunes innatas
mediadas por FcR para aclarar selectivamente las células CD19R/EGFRt+ - pero no las células EGFRt+ -. De
hecho, un ensayo de unién utilizando FcyR1 humano soluble revelé que, en contraste con las células derivadas de
Tem que no fueron transducidas o que expresaban solo el EGFRU, las que expresaron CD19R exhibieron la unién de
las moléculas de FcyR1 que podrian titularse con diluciones mas altas (FIG. 2). Es de destacar que se sabe que los
ratones NSG, aunque inmunodeficientes, todavia tienen neutréfilos y monocitos que expresan FcR (Ishikawa et al.
2005; Ito et al. 2002), lo que proporciona una justificacion potencial para la ausencia de persistencia de células T
CAR+ observada anteriormente en estudios de injerto.

Generacion de mutantes CD19R. Para testar adicionalmente la importancia de potenciales efectos mediados por
FcR en la poblacion de Tem que expresa CAR, el CAR especifico para CD19 fue mutado en aminoécidos dentro del
dominio CH2 de IgG4 que puede estar implicado en la uniéon de FcR - L235E y/o N297Q (FIG. 3a). También se
generd un CAR especifico para CD19 con una delecion del dominio CH2 de IgG4 (es decir, una delecion del dominio
que contiene los residuos 235 y 297) (FIG. 3a). Los mutantes individuales resultantes, CD19R(L235E) y
CD19R(N297Q), el doble mutante CD19R(EQ) (que tiene mutaciones tanto L235E como N297Q) y las secuencias
de delecion CD19Rch2A se incorporaron en construcciones lentivirales separadas, en donde cada uno se expresé
de forma coordinada con EGFRt a partir de una transcripcién Unica, utilizando la secuencia de omision de ribosomas
T2A en un disefio similar al descrito en la FIG. 1a para el CD19R no mutado. Después de la transduccion lentiviral,
el enriguecimiento inmunomagnético de células que expresan EGFRt, y una sola ronda de rapida expansion, cada
una de las lineas derivadas de Tcm eran 92-99% positivo para los transgenes esperados (FIG. 3b), lo que demuestra
que las mutaciones no afectan negativamente a la expresion de CAR. Ademas, ninguna de estas mutaciones alterd
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el potencial citolitico especifico para CD19 de estas células derivadas de Tcw en ensayos de liberacion de 5'Cr de 4
horas (FIG. 3c).

La unién de huFcyR a CARs con espaciador de IgG4 mutado esta alterada. Para determinar la eficacia de las
diferentes mutaciones/deleciones en el CAR para afectar la union de FcR, se realiz6 un andlisis de citometria de
flujo utilizando diversos FcyRs solubles biotinilados humanos y murinos, y PE-estreptavidina (SA-PE) para detectar
la unién de los FcyRs a las diferentes poblaciones celulares. Las células T que expresaban el CD19R no mutado
estaban unidas por FcyR1, FcyR2a y FcyR2b humano, asi como por FcyR1 y FcyR2b murino (FIG. 4). Por el
contrario, las células T que expresaban solo EGFRt no estaban unidas por estos FcyRs, y las células T que
expresaban los mutantes CD19R(N297Q), CD19R(L235E) o CD19R(EQ), o la delecion CD19Rch2A, todas
mostraban una unidn significativamente reducida a estos FcyRs.

Células T con mutantes CD19R exhiben un injerto in vivo y persistencia mejorados. Para determinar si las
mutaciones o deleciones de CD19R, que ayudaron a prevenir la uniéon de FcyR, se traducirian en una persistencia in
vivo incrementada tras la transferencia adoptiva, 107 células T que expresan el CD19R parental, el marcador EGFRt
solo, el CD19R(L235E), el CD19R(N297Q), el CD19R(EQ) o el CD19Rch2A se infundieron i.v. en ratones NSG. Una
y dos semanas mas tarde se analiz6 la sangre periférica en cuanto al injerto de células CD45* EGFRt* (FIG. 5). Las
células EGFRt+ injertadas se pudieron detectar cuando las células T expresaron el CD19R(L235E) o
CD19R(N297Q) mutado una sola vez. Ademas, la expresion del CD19Rch(EQ) con mutaciéon en dos puntos o
CD19Rch2A con CH2 suprimido rescatd el injerto de células T, ya que los niveles de células CD45/EGFRt+
observados en estos grupos de ratones fueron similares a los observados cuando se expres6 EGFRt solo. Este
injerto rescatado y la persistencia de las células modificadas por genes también se observé utilizando células
derivadas de TCM que no estaban enriquecidas con EGFRt antes de la transferencia adoptiva (FIG. 8).

Células T con mutantes CD19R exhiben una eficacia terapéutica mejorada. En base a los hallazgos del injerto, se
compararon los efectos de CD19R(EQ) o CD19Rch2A sobre la eficacia antitumoral de las células derivadas de Tewm.
LCL es una linea celular tumoral que expresa CD19 que se transdujo para expresar luciferasa de luciérnaga (ffLuc)
para permitir la monitorizacion bioluminiscente del crecimiento del tumor in vivo. Tres dias después de ffLuc+ se
administro i.v. LCL a ratones NSG, los ratones se trataron i.v. con PBS como control o con 5 x 108 células T que
expresaban el CD19R no mutado, el marcador EGFRt solo, el CD19R( EQ) con mutaciéon en dos puntos o el
CD19Rch2A con CH2 suprimido. La expresion del CD19R(EQ) o del CD19Rch2A en las células derivadas de Tom
dio como resultado un control significativo del crecimiento del tumor (FIG. 6). Esta eficacia se correlaciond con la
presencia/persistencia de las células modificadas genéticamente en la sangre periférica el dia 21 (FIG. 6d). De
hecho, aunque los grupos de control PBS, CD19R y EGFRt tuvieron que sacrificarse todos el dia 21, todos los
ratones en los grupos CD19R(EQ) y CD19Rch2A sobrevivieron mas de 100 dias (FIG. 6e). Si bien estos estudios de
injerto y eficacia se centraron en el subconjunto TCM de células T, estos hallazgos sugieren que el beneficio positivo
de las mutaciones de 1gG4 para eliminar la interaccion de FcR es independiente de la poblacion de células T que
esta disefada. De hecho, la expresion del CD19R(EQ) en células T derivadas de PBMC a granel, en lugar de lineas
derivadas de TCM, también dio como resultado una eficacia antitumoral mejorada y una supervivencia a largo plazo
(p = 0,0295) (FIG. 7).

Discusion

Clinicamente, la eficacia terapéutica in vivo de las estrategias de células T adoptivas se correlaciona directamente
con el injerto y la persistencia tras la transferencia adoptiva (Heslop et al 2003; Brenner y Heslop 2010). Se han
sugerido diversos enfoques para mejorar la persistencia de las células T transferidas, incluida la deplecién linfocitica
del huésped antes de la transferencia celular (Gattinoni et al. 2005), el soporte de citoquinas después de la
transferencia celular (revisado mas recientemente en (Overwijk y Schluns 2009) y el uso de poblacion o poblaciones
Optimas de células T para transferencia (Berger et al. 2008; Hinrichs et al. 2011; Yang et al. 2013; Gattinoni et al.
2011; Cieri et al. 2013). Los estudios arriba descritos proporcionan evidencia adicional de que el disefo del receptor
de antigeno quimérico (CAR) desempefa un papel importante en la direccion del injerto y la persistencia de las
células terapéuticas. Anteriormente, el disefio del CAR ha sido explotado para beneficiar el injerto y la persistencia
de células terapéuticas mediante la inclusion de dominios de sefalizacién coestimuladores en los CARs de segunda
y tercera generacion (véase Cartellieri et al. 2010). Sin embargo, como los datos anteriormente también sugieren, las
secuencias que se utilizan para conectar el dominio de unién a ligando al o a los dominios de sefalizacién del CAR
(conocidos como el espaciador, la bisagra y/o el enlazador) son de importancia previamente no apreciada para el
resultado terapéutico in vivo en modelos murinos de enfermedad neoplasica. Especificamente, se encontré que el
uso de un espaciador Fc de Ig puede inhibir potencialmente el injerto y/o la persistencia de células que expresan
CAR en modelos de ratdn NSG de una manera que se correlaciona con la uniéon de FcyR. La prevencion de la unién
de FcyR mediante mutacion puntual o delecién de las secuencias relevantes dentro del dominio Fc del CAR puede
restaurar entonces la persistencia in vivo de las células transferidas adoptivamente a las células que no expresan un
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CAR. La persistencia in vivo incrementada que es mediada por el CAR optimizado con espaciador se traduce luego
en una terapia antitumoral dirigida por CAR significativamente mejorada en un modelo de ratén in vivo.

El aclaramiento inmunoldgico de células T adoptivamente transferidas no es un tema nuevo. Por ejemplo, se ha
demostrado que las respuestas de rechazo inmunitario celular contra los genes de seleccién HyTK y NeoR se
expresan de manera coordinada con el CAR (Berger et al. 2006; Jensen et al. 2010). Sin embargo, los estudios
arriba descritos destacan la importancia de las respuestas mediadas por FcR contra las células T que expresan CAR
para la persistencia de células T in vivo y la eficacia antitumoral. Por consiguiente, los estudios también demuestran
que existe una ‘solucion’ para evitar esta forma de inmunogenicidad — a saber, la incorporacion de mutaciones en el
disefo del CAR para evitar el reconocimiento de FcyR.

En base a estos resultados, las mutaciones descritas en esta memoria pueden extrapolarse a seres humanos y, por
lo tanto, deberian aumentar la persistencia y la eficacia terapéutica de las células T que expresan espaciadores de
IgG que contienen CAR en seres humanos. Cualquier discrepancia en el injerto de células T CAR y la eficacia anti-
tumoral in vivo probablemente se ve afectada por la naturaleza del sistema modelo NSG murino. Se ha demostrado
que la IlgG4 humana se une eficazmente a los FcRs murinos para mediar en la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos potentes (Isaacs et al. Steplewski et al. 1988). En contraste, los FcRs humanos tienen la
mayor afinidad hacia IgG1 e IgG3, y una afinidad reducida por IgG4 (Schroeder y Cavacini 2010; Nirula et al. 2011).
Adicionalmente, dado que ratones NSG carecen de anticuerpos séricos, los FcRs expresados por sus células
inmunes innatas estan desocupados y, por lo tanto, tienen un mayor potencial para unirse al espaciador Fc de IgG
dentro del CAR. Con la excepcién de los casos de hipoglobulinemia, los seres humanos inmunocompetentes tienen
niveles altos de IgG en suero de aproximadamente 10 mg/mL (Stoop et al., 1969), lo que podria competir
potencialmente por el reconocimiento de CARs que contienen IgG. De hecho, varios grupos han administrado
células T CAR portadoras de Fc de IgG a seres humanos, y en algunos casos se detectaron niveles bajos de células
T CAR mediante PCR cuantitativa hasta 6 semanas (Savoldo et al. 2011) e incluso un afo (Till et al. 2012) después
de la administraciéon. La incorporacion de las mutaciones descritas en esta memoria probablemente mejoraria
adicionalmente esta persistencia de células T CAR en seres humanos.

En general, los estudios aqui presentados proporcionan evidencia de que CARs que contienen componentes de un
espaciador Fc de Ig deberian incorporar modificaciones que impiden el reconocimiento mediado por FcR de las
células in vivo. Dichas modificaciones pueden implicar mutaciones puntuales para cambiar la secuencia de
aminodcidos, o deleciones de secuencia como la observada con las construcciones CD19R(EQ) y CD19Rch2A
descritas en esta memoria. Tales modificaciones no solo impediran la capacidad de las células que expresan FcR
para reconocer el producto celular inmunoterapéutico que expresa CAR in vivo, sino que también podrian prevenir la
activacion involuntaria de las células T transferidas y/o las respuestas inmunes del huésped (Hombach et al. 2010),
lo que podria contribuir a diversos efectos secundarios no deseados de esta estrategia inmunoterapéutica.
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REIVINDICACIONES

1. Un receptor de antigeno quimérico (CAR) recombinante que tiene una union deteriorada a un receptor Fc (FcR),
que comprende:
un dominio de reconocimiento de antigeno;
un dominio de espaciador que comprende la secuencia de aminoacidos
ESKYGPPCPPCPGGGSSGGGSGGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ

EGNVFSCSYMHEALHNHY TQKSLSLSLGK;
un dominio de transmembrana;
un dominio de sefalizacién intracelular, en donde el dominio de sefalizacién intracelular es un dominio de
sefalizacion de cadena zeta del receptor de células T (TCR); y
uno o mas dominios de sefalizacion intracelular coestimuladores derivados de CD28, coestimuladores inducibles
(ICOS), OX40, CD27, DAP10, 4-1BB, p561ck o 2B4.

2. El CAR recombinante de la reivindicacién 1, en donde el dominio de reconocimiento de antigeno es un scFv.

3. El CAR recombinante de las reivindicaciones 1 0 2, en donde el dominio de reconocimiento de antigeno fija como
objetivo un antigeno asociado a cancer seleccionado del grupo que consiste en 5T4, 8H9, integrina avp6, alfa-
fetoproteina (AFP), B7-H6, CA-125, anhidrasa carbénica 9 (CA9), CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD38, CD44,
CD44ve, CD44v7/8, CD52, CD123, CD171, antigeno carcionoembrionario (CEA), EGFRVIII, glucoproteina-2 epitelial
(EGP-2), glucoproteina-40 epitelial (EGP-40), ErbB1/EGFR, ErbB2/HER2/neu/EGFR2, ErbB3, ErbB4, antigeno
tumoral epitelial (ETA), FBP, receptor de acetilcolina fetal (AchR), receptor de folato a, G250/CAIX, gangliésido 2
(GD2), gangliésido 3 (GD3), HLA-A1, HLA-A2, antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA),
receptor de IL-13 a2, KDR, cadena ligera k, Lewis Y (LeY), molécula de adhesién celular L1, antigeno asociado a
melanoma (MAGE-A1), mesotelina, células infectadas con CMV murino, mucina-1 (MUC1), mucina-16 (MUC16),
ligandos del miembro D del grupo asesino natural 2 (NKG2D), molécula de adhesién de células nerviosas (NCAM),
NY-ESO-1, antigeno oncofetal (h5T4), antigeno de células madre prostaticas (PSCA), antigeno de membrana
especifico para la prostata (PSMA), receptor huérfano 1 similar al receptor de tirosina quinasa (ROR1), TAA fijado
como objetivo por el mAb IgE, glucoproteina 72 asociada al tumor (TAG-72), tirosinasa y receptores del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF).

4. El CAR recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el CAR es codificado por una
secuencia de acido nucleico que estéa insertada dentro de un vector viral.

5. Una poblacién aislada de células inmunes humanas transducidas por un vector viral que comprende un casete de
expresion que incluye un gen CAR, comprendiendo el gen una secuencia de nucleétidos que codifica el receptor de
antigeno quimérico (CAR) recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la poblacion de células
inmunes humanas expresa el gen CAR.

6. Una poblacion aislada de células inmunes humanas transducidas con un gen CAR para su uso en un método de
tratamiento de un cancer en un sujeto, en donde el gen CAR comprende una secuencia de nucleétidos que codifica:

un dominio de reconocimiento de antigeno que se dirige a un antigeno asociado al cancer especifico para el cancer;

un dominio de espaciador que comprende la secuencia de aminoacidos

ESKY GPPCPPCPGGGSSGGGSGGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWQ
EGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK;

un dominio de sefalizacién intracelular, en donde el dominio de sefalizacién intracelular es un dominio de
senalizacion de cadena zeta del receptor de células T (TCR); y

uno o mas dominios de sefalizacién intracelular coestimuladores derivados de CD28, coestimuladores inducibles
(ICOS), OX40, CD27, DAP10, 4-1BB, p561ck o 2B4.

7. La poblacién aislada de células inmunes humanas para uso en un método de tratamiento de un cancer en un
sujeto de la reivindicacion 6, en donde la unién alterada al FcR resulta en una persistencia mejorada de las células
inmunes humanas en comparacién con las células inmunes humanas transducidas con un gen CAR que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio de espaciador derivado de una regiéon Fc de inmunoglobulina
no modificada.
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8. La poblacion aislada de células inmunes humanas para uso en un método de tratamiento de un cancer en un
sujeto de las reivindicaciones 6 o 7, comprendiendo dicho método, ademas, administrar la poblacion de células
inmunes humanas transducidas con el gen CAR en combinacidén con una o mas terapias anti-cancer, seleccionadas
de trasplante de células madre, radioterapia, reseccion quirdrgica, quimioterapia, inmunoterapia , terapia fijada comn
objetivo 0 una combinacién de las mismas.
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FIG. 4
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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