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DESCRIPCION
Células T que expresan un receptor antigénico quimérico como terapia contra el cancer
Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia basada en la transferencia adoptiva de linfocitos (por ejemplo, células T) en un paciente pueden
tener un papel importante en la eliminacion del cancer. Entre los muchos tipos diferentes de agentes
inmunoterapéuticos, uno de los métodos terapéuticos mas prometedores que se estan desarrollando son las células
T que expresan Receptores Antigénicos Quiméricos (Chimeric Antigen Receptors, CAR). Los CAR son receptores
modificados genéticamente que estan disefiados para dirigirse a un antigeno especifico de un tumor seleccionado
[1]. Por ejemplo, las células T que tienen una actividad citotoxica se transfectan con y se cultivan para que expresen
los CAR de manera que las células T que expresan CAR pueden dirigirse y destruir tumores mediante antigenos
asociados al tumor.

Los CAR de primera generacion estaban compuestos por dos regiones principales. La primera, una region de
reconocimiento, por ejemplo, una regién de fragmento variable de cadena sencilla (single chain fragment variable,
scFv) derivado de un anticuerpo dirigido contra un tumor, para reconocer y unirse a antigenos asociados con un
tumor. La segunda un dominio de sefalizacién de activacion, por ejemplo, la cadena CD3C de las células T, que
sirve como sefial de activacion de las células T en los CAR [2]. Aunque las células T transducidas para que expresen
dichas construcciones presentaban resultados positivos in vitro, se ha descubierto que tienen una actuacion limitada
en la eliminacién de células tumorales en los ensayos clinicos. La principal limitacion ha sido la incapacidad relativa
para prolongar y expandir la poblacion de células T y conseguir unos efectos antitumorales sostenidos in vivo.

Para afrontar estos problemas, se incluye un dominio de co-estimulacion (por ejemplo, de CD137, CD28 o CD134)
en los CAR de segunda generacion para conseguir la activacion completa, prolongada de las células T. La adicion
de un dominio de co-estimulacién aumenta la proliferacion in vivo y la supervivencia de las células T que contienen
los CAR, y los datos clinicos iniciales han demostrado que dichas construcciones son un agente terapéutico
prometedor en el tratamiento de tumores [3].

Aunque el uso de células T que expresan CAR como agente inmunoterapéutico se muestra prometedor, aln existen
muchos desafios a superar con el fin de conseguir resultados clinicos significativos. En primer lugar, puede haber un
resultado de toxicidades "fuera de diana" debido al hecho de que es dificil dirigirse solo a las células cancerosas
mediante antigenos asociados al tumor debido a que en muchos casos las células normales también expresan el
antigeno asociado al tumor. Por ejemplo, el CD19 es un antigeno asociado al tumor que se expresa en células B
malignas. Se generaron y utilizaron CAR que contenian un anticuerpo anti-CD19 para tratar pacientes. Aunque se
descubrié una remision de las células B malignas, también se agotaron las células B normales en los pacientes
debido a que las células B normales también expresan el CD19 [4]. Otro ejemplo se refiere a la anhidrasa carbdnica
IX (CAIX) que esta sobre expresada en carcinoma renal de células claras. Se descubrié una toxicidad hepatica en
sujetos del primer ensayo clinico utilizando CAR que se dirigian a la CAIX, probablemente debido al hecho de que la
CAIX también se expresa en las células epiteliales del conducto biliar y como tal, las células T se dirigian también al
tejido normal [5].

En segundo lugar, se puede encontrar una 'actividad de CAR no regulada' en la que la rapida erradicacion de las
células cancerosas por los CAR induce una constelacion de alteraciones metabdlicas, llamada sindrome de lisis
tumoral o una tormenta de citocinas, que puede ser una consecuencia fatal para los pacientes [1, 4, 6]. Este
resultado es debido a que las células T transducidas que expresan CAR no pueden regularse facilmente. Una vez
que las células T transducidas se infunden en los pacientes, actualmente es muy dificil regular o controlar la
activacion de las células.

Por lo tanto; aunque las células T que expresan CAR presentan un gran potencial como herramientas en el
tratamiento del cancer, se necesita un sistema de CAR de proxima generacion que proporcione una toxicidad fuera
de diana (off-target toxicity) reducida y un mayor control de la activacion. La presente invencion se refiere a este y
otros fines importantes.

Breve sumario de la invencion

El alcance de la presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Cualquier otra divulgacion de la
presente descripcion, independientemente de si se indica como preferida o ejemplificada, no forma parte de la
presente invencion. Las referencias al "método de tratamiento" en la descripcion se refiere a la terapia reivindicada
para su uso en dichos métodos.

La invencion se refiere a un sistema de Receptor Antigénico Quimérico (CAR) y el sistema para su uso en el
tratamiento de sujetos con cancer. El sistema de CAR de la presente invencion incluye linfocitos citotéxicos que
expresan CAR que se dirigen a un resto que no se produce o expresa en las células del sujeto que se va a tratar.
Este sistema de CAR permite por lo tanto dirigir de manera focal los linfocitos citotdxicos a las células diana, tales
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como las células cancerosas. El resto direccionado es parte de un conjugado de moléculas pequefias (Small
Conjugate Molecule, SCM) que también comprende un ligando de un receptor de célula tumoral. La administracion
de una SCM junto con los linfocitos citotoxicos que expresan los CAR da como resultado el direccionamiento de la
respuesta de linfocitos citotdxicos solamente contra las células que expresan el receptor tumoral al que esta unido el
SCM.

Las siguientes realizaciones NO son parte de la invencion:

En una primera realizacién, se desvelan linfocitos citotéxicos que expresan CAR. El CAR es una proteina de fusion
que comprende una region de reconocimiento, al menos un dominio de co-estimulacion, y un dominio de
sefalizacion de la activacion. EI CAR tiene una especificidad de unién para el resto direccionado seleccionado o se
puede unir a un resto direccionado.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, la region de reconocimiento del CAR es un fragmento variable de
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo con especificidad de unién para el resto direccionado. En un aspecto
particular, la region de reconocimiento del CAR es un fragmento de la regién variable de cadena sencilla (scFv) de
un anticuerpo anti-FITC.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, el dominio de co-estimulaciéon del CAR se selecciona de entre el
grupo que consiste en CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (OX40), y CD278 (ICOS).

En ciertos aspectos de la presente realizacién, el dominio de sefializaciéon de la activacion del CAR es la cadena
CD3¢ de la célula T o el receptor y de Fc.

En ciertos aspectos de la presente invencion, los linfocitos citotéxicos son uno o mas de entre células T citotoxicas,
células citoliticas naturales (Natural Killer, NK), y células citoliticas activadas por linfocinas (Lymphokine-Activated
Killer, LAK).

En un aspecto particular de esta realizacion, la region de reconocimiento es un fragmento de la region variable de
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, el dominio de co-estimulacién es CD137 (4-1BB), y el dominio de
sefializacion de la activacion es la cadena CD3C de célula T.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, el resto direccionado es una molécula seleccionada de entre el grupo
que consiste en 2,4-dinitrofenol (DNP), 2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina (FITC), NHS-fluoresceina, éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo (TFP), una knotina,
una centirina y una DARPiIna.

En ciertos aspectos de la presente realizacién, la especificidad de unién del CAR para el resto direccionado tiene
una afinidad de al menos aproximadamente 100 pM.

En una segunda realizacion, se desvelan conjugados de moléculas pequefias (SCM) que comprenden un resto
direccionado conjugado con un ligando de receptor tumoral, donde el ligando del receptor tumoral es el folato.

Los restos direccionados que se pueden utilizar en los SCM de la invencidon incluyen, pero no se limitan a 2,4-
dinitrofenol (DNP), 2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC),
NHS-fluoresceina, éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo (TFP), una knotina, una centirina y una
DARPina.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el resto direccionado y el ligando se conjugan mediante un dominio
enlazador. Los dominios enlazadores incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoacido
hidrofilico, un azudcar, un peptidoglicano no natural, polivinilpirrolidona, y pluronic F-127. En un aspecto particular, el
dominio enlazador es (PEG)12.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, el resto direccionado es FITC.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, el resto direccionado es FITC y el enlazador es (PEG)12.

En aspectos particulares de la presente realizacion, el SCM es FITC-folato, o FITC-(PEG)2-folato.

Las siguientes realizaciones SON parte de la invencion:

En una tercera realizacion, la invencion se refiere a un agente terapéutico del cancer de dos componentes que comprende:

(a) un conjugado de moléculas pequefias (SCM) que comprende un resto direccionado conjugado con un ligando
de receptor tumoral, donde el ligando del receptor tumoral es el folato; y
(b) linfocitos citotdxicos que expresan un receptor antigénico quimérico (CAR), donde el CAR es una proteina de
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fusién que comprende una region de reconocimiento, un dominio de co-estimulacion y un dominio de sefial de
activacion, y donde el CAR tiene una especificidad de union para el resto direccionado.

Los restos direccionados que se pueden utilizar en los SCM incluyen, pero no se limitan a 2,4-dinitrofenol (DNP),
2,4 .6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), NHS-fluoresceina,
éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo (TFP), una knotina, una centirina y una DARPina.

En ciertos aspectos de la presente divulgacion, el resto direccionado y el ligando se conjugan mediante un dominio
enlazador. Los dominios enlazadores incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoacido
hidrofilico, un azucar, un peptidoglicano no natural, polivinilpirrolidona, y pluronic F-127. En un aspecto particular, el
dominio enlazador es (PEG)12.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, el resto direccionado es FITC.
En ciertos aspectos de la presente realizacion, el resto direccionado es FITC y el enlazador es (PEG)12.
En aspectos particulares de la presente realizacion, el SCM es FITC-folato, o FITC-(PEG)2-folato.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, la region de reconocimiento del CAR es un fragmento variable de
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo con especificidad de unién para el resto direccionado. En un aspecto
particular, la region de reconocimiento del CAR es un fragmento de la regién variable de cadena sencilla (scFv) de
un anticuerpo anti-FITC.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, el dominio de co-estimulacion del CAR es CD28, CD137 (4-1BB),
CD134 (0OX40), y CD278 (ICOS).

En ciertos aspectos de la presente realizacién, el dominio de sefializaciéon de la activacion del CAR es la cadena
CD3¢ de la célula T o el receptor y de Fc.

En ciertos aspectos de la presente invencion, los linfocitos citotéxicos son uno o mas de entre células T citotoxicas,
células citoliticas naturales (NK), y células citoliticas activadas por linfocinas (LAK).

En un aspecto particular de esta realizacion, la region de reconocimiento es un fragmento de la region variable de
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, el dominio de co-estimulacion es CD137 (4-1BB), y el dominio de
sefializacion de la activacion es la cadena CD3C de célula T.

En ciertos aspectos de la presente realizacion, la especificidad de uniéon del CAR para el resto direccionado es una
afinidad de al menos aproximadamente 100 pM.

En una cuarta realizacion la invencion se refiere al agente terapéutico contra el cancer de dos componentes de la
invencion para su uso en un método de tratamiento del cancer en un sujeto. En un primer aspecto el método
comprende:

(a) el cultivo de una poblacion de linfocitos citotdxico bajo condiciones que promuevan la activacion;

(b) la transfeccién de la poblacién de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico
(CAR), donde el CAR es una proteina de fusidon que comprende una region de reconocimiento, un dominio de co-
estimulacion y un dominio de sefializacion de la activacion;

(c) la administracion de un numero terapéuticamente eficaz de los linfocitos transfectados de (b) a un sujeto que
tiene cancer; y

(d) la administracion de un conjugado de moléculas pequefias (SCM) que comprende un resto conjugado dirigido
a un ligando de receptor tumoral al sujeto, donde el ligando es reconocido y se une por un receptor sobre la
superficie de una célula del cancer, y donde el CAR tiene una especificidad de union por el resto direccionado o
se puede unir mediante el resto direccionado;

tratando de esta manera el cancer en un sujeto.

En una realizacion relacionada el método comprende:

(a) el cultivo de una poblacion de linfocitos citotdxico bajo condiciones que promuevan la activacion;

(b) la transfeccién de la poblacién de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico
(CAR), donde el CAR es una proteina de fusidon que comprende una region de reconocimiento, un dominio de co-
estimulacion y un dominio de sefializacion de la activacion;

(c) administrar un conjugado de moléculas pequefias (SCM) que comprende un resto conjugado dirigido a un
ligando de receptor tumoral a un sujeto que tiene cancer; y en el que el ligando es reconocido y se une por un
receptor sobre la superficie de una célula del cancer; y

(d) la administracion de un ndmero terapéuticamente eficaz de los linfocitos T transfectados de (b) al sujeto y
donde el CAR tiene una especificidad de unién por el resto direccionado o se puede unir mediante el resto
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direccionado;
tratando de esta manera el cancer en un sujeto.

En una realizacion relacionada adicional el método comprende:

(a) el cultivo de una poblacion de linfocitos citotdxicos bajo condiciones que promuevan la activacion;

(b) la transfeccién de la poblacién de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico
(CAR), donde el CAR es una proteina de fusidon que comprende una region de reconocimiento, un dominio de co-
estimulacion y un dominio de sefalizacion de la activacion, y en el que el CAR tiene una especificidad de union
por el resto direccionado o se puede unir mediante el resto direccionado;

(c) incubar los linfocitos de (b) con un conjugado de moléculas pequeiias (SCM) que comprende un resto
conjugado dirigido a un ligando de receptor tumoral;

(d) la administracion de un nimero terapéuticamente eficaz de los linfocitos transfectados de (c) a un sujeto que
tiene cancer;

tratando de esta manera el cancer en un sujeto.

En estas tres realizaciones relacionadas, los linfocitos citotdxicos pueden ser células autélogas o heterélogas, con
respecto al sujeto que se va a tratar, o una combinacion de ambas.

En estas tres realizaciones relacionadas, las condiciones de cultivo de (a) pueden comprender el cultivo de la
poblacién de linfocitos en presencia de anticuerpos anti-CD3 o anticuerpos anti-CD28, o ambos.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, la region de reconocimiento del CAR es un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo con especificidad de unién para el resto direccionado. En un
aspecto particular, la region de reconocimiento del CAR es un fragmento de la region variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo anti-FITC.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el dominio de co-estimulacion del CAR es CD28,
CD137 (4-1BB), CD134 (0OX40), y CD278 (ICOS).

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el dominio de sefializacién de la activacion del CAR es
la cadena CD3¢ de la célula T o el receptor y de Fc.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, los linfocitos citotdéxicos son uno o mas de entre células
T citotdxicas, células citoliticas naturales (NK), y células citoliticas activadas por linfocinas (LAK).

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, la region de reconocimiento es un fragmento de la
region variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, el dominio de co-estimulacién es CD137 (4-
1BB), y el dominio de sefializacién de la activacion es la cadena CD3( de célula T.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el resto direccionado es una molécula seleccionada de
entre el grupo que consiste en 2,4-dinitrofenol (DNP), 2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), NHS-fluoresceina, éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo
(TFP), una knotina, una centirina y una DARPina. En un aspecto particular, el resto direccionado es FITC.

En dichas tres realizaciones relacionadas, el ligando es folato.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el resto direccionado y el ligando se conjugan mediante
un dominio enlazador. El dominio enlazador puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoacido
hidrofilico, un azucar, un peptidoglicano no natural, polivinilpirrolidona, y pluronic F-127.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el resto direccionado es FITC y el enlazador es
(PEG)12.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el vector es un vector lentivirico.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, la especificidad de unién del CAR por el resto
direccionado es una afinidad de al menos aproximadamente 100 pM.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el sujeto es un ser humano.
En ciertas realizaciones de estas tres realizaciones relacionadas, el cancer es uno o mas de un cancer del cerebro,
tiroides, pulmoén, pancreas, rifion, estbmago, estroma gastrointestinal, endometrio, mama, cuello uterino, ovario,

colon, préstata, leucemias, linfomas, otros canceres relacionados con la sangre o cancer de cabeza y cuello.

Breve descripcion de los dibujos
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La Figura 1A es un esquema que presenta la construccion CAR4-1BBZ.

La Figura 1B muestra la eficacia de transduccion en las células T de la construccion CAR4-1BBZ. 96 h después de
la transduccidn, la expresion de CAR4-1BBZ se identifico por la expresion de copGFP mediante citometria de flujo.
Como se muestra en la figura, aproximadamente el 30 % de las células T transfectadas expresaban CAR4-1BBZ.

La Figura 1C muestra la expresion de CAR4-1BBZ sobre las células T transducidas utilizando microscopia confocal.
Se expresaba copGFP sobre las células T transducidas positivamente que contenian CAR4-1BBZ (flechas). Sin
embargo, la expresion de copGFP no se detectaba sobre las células T no transducidas que no expresaban CAR4-
1BBZ.

La Figura 2 muestra la microscopia confocal de la expresion de copGFP en las células T transducidas que contienen
CAR4-1BBZ (fila superior) y la unién de FITC-folato en las células T transducidas con CAR-1BBZ (fila central). La fila
inferior muestra la misma vista en ausencia de fluorescencia.

La Figura 3 muestra la capacidad de union de los conjugados FITC-Folato a las células cancerosas mediante
microscopia de fluorescencia. La Figura 3A muestra la uniéon de los conjugados FITC-Folato a las células
cancerosas KB. La Figura 3B muestra la union de los conjugados FITC-Folato a las células cancerosas L1210A. La
Figura 3C muestra la uniéon de los conjugados FITC-(PEG)q2-Folato a las células cancerosas KB. La Figura 3D
muestra la unién de los conjugados FITC-(PEG)q>-Folato a las células cancerosas L1210A. El competidor era un
exceso de 50x de folato acido.

La Figura 4 muestra los resultados de los ensayos para determinar si las células T que expresan CAR son
citotdxicas para las células cancerosas en presencia o ausencia de conjugados de FITC-Folato utilizando células KB
(Figura 4A) o células L1210A (Figura 4B).

Descripcion detallada de la invenciéon
1. Definiciones

A menos de que se sefiale otra cosa, los términos técnicos se utilizan de acuerdo con el uso convencional. Las
definiciones de términos comunes en biologia molecular puede encontrarse, por ejemplo, en Benjamin Lewin, Genes
VII, publicado por Oxford University Press, 2000 (ISBN 019879276X); Kendrew et al. (eds.); The Encyclopedia of
Molecular Biology, publicado por Blackwell Publishers, 1994 (ISBN 0632021829); y Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por Wiley, John & Sons, Inc.,
1995 (ISBN 047118634 1); y otras referencias técnicas similares.

Como se utiliza en el presente documento, "un" o "una" puede significar uno o mas. Como se utiliza en el presente
documento cuando se utiliza en conjuncién con la palabra "que comprende”, las palabras "un" o "una" puede
significar uno o mas de uno. Como se utiliza en el presente documento, "otro" puede significar al menos un segundo
o0 mas. Ademas, a menos de que se necesite otra cosa segun el contexto, los términos en singular incluyen las
pluralidades y los términos en plural incluyen el singular.

Como se utiliza en el presente documento, "aproximadamente" se refiere a un valor numérico, incluyendo, por
ejemplo, numeros enteros, fracciones, y porcentajes, estén indicados explicitamente o no. El término
"aproximadamente" se refiere en general a un intervalo de valores numéricos (por ejemplo, +/- un 5-10 % del valor
mencionado) que un experto habituado en la técnica consideraria equivalente al valor mencionado (por ejemplo, que
tiene la misma funciéon o resultado). En algunos casos, el término "aproximadamente" puede incluir los valores
numéricos que se han redondeado a la figura significativa mas cercana.

Como se utiliza en el presente documento, "tratar" y todas sus formas y tiempos (incluyendo, por ejemplo, tratar,
tratando, tratado y tratamiento) se refiere tanto al tratamiento terapéutico como al tratamiento profilactico o
preventivo.

1. La presente invencion

La presente invencion se refiere a un sistema CAR para su uso en el tratamiento de sujetos con cancer. El sistema
de CAR de la presente invencion (por ejemplo, los linfocitos citotéxicos que expresan los nuevos CAR y los
conjugados de moléculas pequefias (SCM) equivalentes) utilizan los CAR que se dirigen a un resto que no se
produce o expresa en las células del sujeto que se va a tratar. Este sistema de CAR permite por lo tanto dirigir de
manera focal los linfocitos citotoxicos a las células diana, tales como las células cancerosas. El resto direccionado es
parte de un conjugado de moléculas pequefias (SCM) que también comprende un ligando de un receptor de célula
tumoral. Debido a que normalmente se utilizan moléculas organicas pequefias como resto direccionado, el
aclaramiento de los SCM de la corriente sanguinea dentro de aproximadamente 20 minutos. Mediante la
administracion de una SCM junto con los linfocitos citotoxicos que expresan CAR, se puede direccionar la respuesta
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de los linfocitos hacia solo las células que expresan el receptor tumoral, reduciendo de esta manera la toxicidad
fuera de la diana, y se puede controlar mas facilmente la activacion de los linfocitos debido al rapido aclaramiento del
SCM. Como ventaja afiadida, los linfocitos que expresan CAR se pueden utilizar como una célula citotoxica
"universal" para dirigirla contra una amplia variedad de tumores sin la necesidad de preparar construcciones CAR
diferentes. El resto direccionado reconocido por el CAR también se puede mantener constante. Solo es necesario
alterar la parte del ligando del SCM para permitir al sistema que se dirija a las células cancerosas de identidad
diferente.

Una realizacion de la invencién proporciona una ilustracion de este nuevo sistema de CAR. En esta realizacion, y
como un primer componente, se preparar una SCM que comprende FITC unido a un ligando de un receptor celular
tumoral seleccionado. Como segundo componente, se transducen las células T citotoxicas para expresar un CAR
que comprende un scFv anti-FITC. Este CAR se dirige entonces al isotiocianato de fluoresceina (FITC) en vez de a
un antigeno asociado al tumor que también se puede expresar por las células sanas, no dianas. Los dos
componentes se administran a un sujeto que tiene cancer y el FITC-SCM (primer componente) se une a las células
tumorales diana (mediante la unién de la parte de ligando de la molécula al receptor celular tumoral equivalente). La
parte FITC del SCM es reconocida y se une por el anti-FITC CAR expresado por las células T (segundo
componente). Al unirse al FITC, las células T que expresan el CAR anti-FITC se activan y la célula tumoral es
destruida. Como sera evidente para el experto, las células T citotdéxicas no pueden destruir células con la primera
union a la célula tumoral. Como sera evidente adicionalmente, las células T no se uniran a las células no diana
debido a que la region de reconocimiento del CAR solo reconocera y se unira al FITC, que no se produce o expresa
por las células del sujeto. EI SCM actua por lo tanto como un puente entre las células T citotdxicas y las células
tumorales diana. A condicién de que el resto direccionado del SCM sea un resto que no se encuentre en el huésped,
la actividad de las células T se puede limitar a las células diana. Adicionalmente, la activacion de las células T que
expresan CAR puede regularse limitando la cantidad de SCM administrada al sujeto, por ejemplo, manipulando la
infusion del conjugado de moléculas pequefas si se detecta un efecto secundario. Por lo tanto, el sistema de CAR
de la presente invencion supera los problemas asociados con la terapia de CAR convencional.

Conjugados de moléculas pequefias (SCM)

El sistema de CAR de la presente invencion utiliza conjugados de moléculas pequefias (SCM) como puente entre los
linfocitos citotoxicos y las células cancerosas direccionadas. Los SCM son conjugados que comprenden un resto
direccionado sobre un extremo de la molécula y un ligando del receptor tumoral en el otro, conectados
opcionalmente por un dominio puente. El resto direccionado es una molécula que es reconocida por un CAR de un
linfocito transducido o que se puede unir a una region del CAR. La identidad del resto direccionado esta limitada solo
en que debe ser una molécula que pueda ser reconocida y unirse al CAR expresado por un linfocito; o reconocida y
se une al propio CAR, en ambos casos preferentemente con una especificidad y que tenga un peso molecular
relativamente bajo. Los restos direccionados ejemplares son los haptenos que pueden ser reconocidos y unirse a los
CAR e incluyen moléculas organicas de pequefio peso molecular tales como DNP (2,4-dinitrofenol), TNP (2,4,6-
trinitrofenol), biotina y digoxigenina, junto con fluoresceina y derivados de la misma, que incluyen el FITC (
isotiocianato de fluoresceina), NHS-fluoresceina, y derivados del éster de pentafluorofenilo (PFP) y éster de
tetrafluorofenilo (TFP). Los restos direccionados adecuados que se unen por si mismos a una o mas regiones de un
CAR incluyen la knotinas [16], centirinas y DARPinas [7].

El ligando del receptor tumoral folato que estd comprendido en los SCM de la presente invencidon es una molécula
reconocida y que se une a los receptores expresados por las células tumorales diana, que se expresan normalmente
en la superficie de las células tumorales. El folato es un ligando unido por el receptor de folato de las células de
canceres que incluyen los canceres del ovario, cuello uterino, endometrio, pulmén, rifién, cerebro, mama, colon y
canceres de cabeza y cuello [10].

El resto direccionado y el ligando pueden conjugarse directamente mediante medios tales como la reaccion entre el
grupo isotiocianato del FITC y el grupo amina libre de los ligandos pequefios (por ejemplo, folato, DUPA y ligando
CCK2R). Sin embargo, el uso de un dominio de unién para conectar las dos moléculas puede ser util ya que puede
proporcionar flexibilidad y estabilidad al SCM dependiendo de la identidad de los componentes que comprendan el
SCM. Ejemplos de dominios de unién adecuados incluyen: 1) polietilenglicol (PEG); 2) poliprolina; 3) aminoacidos
hidrofilicos; 4) azlcares; 5) peptidoglicanos no naturales; 6) polivinilpirrolidona; 7) pluronic F-127. Las longitudes de
los enlazadores que son adecuadas incluyen, pero no se limitan a, enlazadores que tienen 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 1.4, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,39 040, 0
mas atomos.

Aunque la afinidad a la que el ligando y los receptores de la célula cancerosa se unen puede variar, y en algunos
casos puede ser preferible una unién de baja afinidad (tal como de aproximadamente 1 uM), la afinidad de unién de
los ligandos y los receptores de la célula cancerigena sera en general de al menos aproximadamente 100 uM, 1 nM,
10 nM, o 100 nM, preferentemente de al menos aproximadamente 1 pM o 10 pM, incluso mas preferentemente de al
menos aproximadamente 100 pM.

El experto entendera y reconocera que se pueden utilizar distintos medios para preparar los SCM comprendidos por
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un resto direccionado, un dominio de unién y un ligando. Se proporcionan ejemplos en los Ejemplos incluidos en el
presente documento.

Antes de administrarse a un sujeto, los SCM se preparan en una formulacion farmacéuticamente aceptable. Dichas
formulaciones pueden contener un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptables.

Los SCM ejemplares incluidos dentro del alcance de la invencion incluyen las siguientes moléculas.

FITC-Folato

[+

FITC-(PEG)12-Folato

o coM
B A 200

i jIn N ’d\u&/THW°WW%/\/°M°\AON°WN°\AO/\/°M0V\ON \{
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Receptores antigénicos quiméricos (CAR)

El sistema de CAR de la presente invencion también utiliza linfocitos citotoxicos modificados para que expresen los
receptores antigénicos quiméricos (CAR) que reconocen y se unen al resto direccionado de los SCM. Los CAR que
se utilizan en el sistema de CAR comprenden tres dominios. El primer dominio es la regién de reconocimiento que,
como su nombre sugiere, reconoce y se une al resto de direccionamiento. El segundo dominio es el dominio de co-
estimulacion, que aumenta la proliferacion y supervivencia de los linfocitos. El tercer dominio es el dominio de
sefializacion de la activacion que es una sefial de activacion del linfocito citotdxico. Los tres dominios, juntos en
forma de proteina de fusion, comprenden los CAR de la presente invencion.

Como se ha sugerido anteriormente, la region de reconocimiento es la parte de un CAR que reconoce y se une al
resto direccionado. Las regiones de reconocimiento que comprenden los CAR de la presente invencion son
fragmentos de regiones variables de cadena sencilla (scFv) de anticuerpos que se unen al resto direccionado.
Preferentemente, las regiones scFv se unen al resto direccionado con especificidad. La identidad del anticuerpo
utilizado en la produccion de la region de reconocimiento esta limitada solo en que se una al resto direccionado del
SCM. Las regiones scFv se pueden preparar a partir de (i) anticuerpos conocidos en la técnica por unirse al resto
direccionado, (ii) anticuerpos recientemente preparados utilizando un resto direccionado seleccionado como
hapteno, y (iii) variantes de secuencia derivadas de las regiones scFv de dichos anticuerpos, por ejemplo, regiones
scFv que tengan al menos un 80 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la region scFv de la que se
derivan. El uso de anticuerpos sin alterar (es decir, de tamarfio completo), tal como IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, en el
CAR o como el CAR se excluyen del alcance de la invencion.

El dominio de co-estimulacion sirve para aumentar la proliferacion y supervivencia de los linfocitos citotdxicos
cuando se une el CAR a un resto direccionado. La identidad del dominio de co-estimulacion esta limitada solo en
que tenga la capacidad de aumentar la activacion de la proliferacion celular y supervivencia al unirse el CAR al resto
direccionado. Los dominios de co-estimulacion adecuados incluyen: 1) CD28 [11]; 2) CD137 (4-1BB), un miembro de
la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) [12]; 3) CD 134 (OX40), un miembro de la superfamilia de
receptores TNFR [13]; 4) CD278 (ICOS), una molécula co-estimulante de la superfamilia del CD28 que se expresa
sobre las células T activadas [14]. El experto entendera que las variantes de secuencia de estos dominios de co-
estimulacion sefalados se pueden utilizar sin que tengan un impacto adverso en la invencioén, cuando las variantes
tienen la misma actividad o similar que el dominio sobre el que se han modelado. Dichas variantes tendran al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del dominio del que se
derivan.

En algunas realizaciones de la invencion, las construcciones de CAR comprenden dos dominios co-estimulantes.
Aunque las combinaciones particulares incluyen todas las variaciones posibles de los cuatro dominios sefialados, los
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ejemplos especificos incluyen: 1) CD28+CD137 (4-1BB) y 2) CD28+CD134 (OX40).

El dominio de sefalizacion de la activacion sirve para activar los linfocitos citotdxicos cuando se une el CAR a un
resto direccionado. La identidad del dominio de sefializacion de la activacion esta limitada solo en que tenga la
capacidad de inducir la activacién del linfocito citotdxico al unirse el CAR al resto direccionado. Los dominios de
sefializacion de la actividad adecuados incluyen la cadena CD3¢ de la célula T y el receptor y de Fc. El experto
entendera que las variantes de secuencia de estos dominios de sefializacion de la activacion sefialados se pueden
utilizar sin que tengan un impacto adverso en la invencion, cuando las variantes tienen la misma actividad o similar
que el dominio sobre el que se han modelado. Dichas variantes tendran al menos aproximadamente un 80 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del dominio del que se derivan.

Las construcciones que codifican los CAR de la invencién se preparan mediante ingenieria genética. Como ejemplo,
se puede preparar un plasmido o un vector de expresion virico que codifique una proteina de fusién que comprenda
una regidon de reconocimiento, uno o mas dominios de co-estimulacion, y un dominio de sefializacion de la
activacion, en fase y unidos en direccién 5' a 3'. Sin embargo, los CAR de la presente invencién no se limitan a esta
disposicion y se aceptan otras disposiciones que incluyen: (i) una regién de reconocimiento, un dominio de
sefializacion de la activacion y uno o mas dominios de co-estimulacion, y (ii) una regién de reconocimiento, un
dominio de co-estimulacién, y un dominio de sefializacion de la activacion, unidos en direccion 5' a 3'. Se entendera
que debido a que la regidon de reconocimiento debe estar libre para unirse al resto direccionado, el emplazamiento
de la region de reconocimiento en la proteina de fusion en general sera de manera que se consiga que presente la
region al exterior de la célula. De la misma manera, debido a que los dominios de co-estimulacion y sefalizacion de
la activacion sirven para inducir la actividad y la proliferacion de los linfocitos citotdxicos, las construcciones
codificaran en general una proteina de fusidon que presenta estos dominios en el interior de la célula.

Los CAR pueden incluir elementos adicionales, tales como un péptido de sefial para asegurar la exportacion
apropiada de la proteina de fusién a la superficie de las células, un dominio transmembrana para asegurar que la
proteina de fusiébn se mantenga como una proteina integrante de la membrana, y un dominio de bisagra que
transmita flexibilidad a la regiéon de reconocimiento y permita una fuerte unién al resto direccionado.

Un ejemplo de un CAR ejemplar de la presente invencion se muestra en la Figura 1A donde la proteina de fusion se
codifica por un vector de expresion lentivirico y donde "SP" es un péptido de sefial, el CAR es un CAR anti-FITC,
esta presente una bisagra CD8a, esta presente un dominio transmembrana ("TM"), el dominio de co-estimulacion es
4-1BB, y el dominio de sefalizacion de la activacion es CD3(. La secuencia del vector que codifica el CAR se
proporciona como la SEQ ID NO: 1.

Ademas del uso del plasmido y vectores viricos, los linfocitos citotéxicos se pueden modificar para que expresen los
CAR de la invencion mediante retrovirus, lentivirus (sistema de suministro genético de CAR mediado por virus), bella
durmiente, y superpuesto (sistemas de transposon/transposasa que incluyen un sistema de suministro genético de
CAR mediado no viricamente).

Aunque la afinidad a la que los CAR, expresados por los linfocitos citotoxicos, se unen al resto direccionado puede
variar, y en algunos casos puede ser preferible una unién de baja afinidad (tal como de aproximadamente 50 nM), la
afinidad de union de los CAR al ligando direccionado sera en general de al menos aproximadamente 100 nM, 1 pM,
o 10 pM, preferentemente de al menos aproximadamente 100 pM, 1 fM o 10 fM, incluso mas preferentemente de al
menos aproximadamente 100 fM.

Linfocitos citotoxicos que expresan CAR

Las células que se utilizan en el sistema de CAR de la presente invencién son linfocitos citotdxicos seleccionados de
entre (i) células T citotdxicas (también conocidas de manera distinta como linfocitos T citotoxicos, CTL, células T
citotoxicas, células T citoliticas, células T CD8", y células T citotoxicas), células citoliticas naturales (NK), células
citoliticas activadas por linfocinas (LAK). Al activarse, cada uno de estos linfocitos citotoxicos desencadenan la
destruccion de las células tumorales diana. Por ejemplo, las células T citotoxicas desencadenan la destruccion de
células tumorales diana por uno o ambos de los siguientes medios. Primero, al activarse las células T liberan
citotoxinas tales como perforina, granzimas y granulolisina. La perforina y granulolisina crean poros en la célula
diana, y las granzimas entran en la célula y desencadenan una cascada de caspasa en el citoplasma que induce la
apoptosis (muerte celular programada) de la célula. Segundo, la apoptosis se puede inducir mediante la interaccion
de ligando Fas-Fas entre las células T y las células tumorales diana.

Los linfocitos citotoxicos seran preferentemente células autdlogas, aunque también se pueden utilizar células
heterdlogas, tales como cuando el sujeto que se va a tratar utilizando el sistema de CAR de la invenciéon ha recibido
quimioterapia de altas dosis o tratamiento de radiacion para destruir el sistema inmunitario del sujeto. En dichas
circunstancias, se pueden utilizar células alégenas.

Los linfocitos citotoxicos se pueden aislar de la sangre periférica utilizando técnicas bien conocidas en la técnica,
que incluyen centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll seguido por una selecciéon negativa para retirar las
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células no deseadas.

Los linfocitos citotdxicos se pueden modificar para que expresen construcciones CAR transfectando una poblacion
de linfocitos con un vector de expresion que codifique la construccion de CAR. Los medios apropiados para la
preparacion de una poblaciéon de linfocitos transducida que expresen una construccion de CAR seleccionada seran
bien conocidos por el experto en la técnica, e incluyen retrovirus, lentivirus (sistema de suministro genético de CAR
mediado por virus), bella durmiente, y superpuesto (sistemas de transposoén/transposasa que incluyen un sistema de
suministro genético de CAR mediado no viricamente), por nombrar algunos ejemplos.

Los linfocitos citotdxicos transducidos se cultivan bajo condiciones que sean adecuadas para que se introduzca una
poblaciéon de células en un sujeto tal como un ser humano. Las consideraciones especificas incluyen el uso de
medios de cultivo que carezcan de productos animales, tales como el suero bovino. Otras consideraciones incluyen
la condicion de esterilizacion para evitar la contaminacion con bacterias, hongos y micoplasmas.

Antes de que se administre a un sujeto, las células se aglomeran, se lavan y se resuspenden en un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptables. Las formulaciones ejemplares que comprenden linfocitos citotoxicos que
expresan CAR incluyen formulaciones que comprenden las células en solucion salina estéril de 290 mOsm, un
criomedio infundible (que contenga Plasma-Lyte A, dextrosa, cloruro sédico para inyeccién, seroalbumina humana y
DMSO), un 0,9 % de NaCl con un 2 % de seroalbumina humana o cualquiera de otros materiales infundibles
estériles de 290 mOsm.

Métodos de tratamiento

El sistema de CAR de la presente invenciéon se puede utilizar en el tratamiento de un sujeto que tiene cancer. El
sistema de CAR para su uso en los métodos de tratamiento englobados por la invencién incluye en general las
etapas de (i) obtencion de una poblacidon de linfocitos citotoxicos autélogos o heterdlogos, (ii) el cultivo de los
linfocitos bajo condiciones que promuevan la activacion de las células, (iii) la transfeccion de los linfocitos con un
vector de expresion que codifique un CAR, (iv) la administracién de una formulacién que comprende los linfocitos
transfectados a un sujeto que tiene cancer, y (v) la administracién de una formulaciéon que comprende una SCM al
sujeto.

La invencién también incluye variaciones de este tema tal como la administracion de la formulacion que comprende
el SCM al sujeto antes de la formulacién que comprenden los linfocitos transfectados, o al mismo tiempo que la
formulacién que comprende los linfocitos transfectados. Una variaciéon adicional incluye el cultivo de la formulacion
que comprende los linfocitos transfectados con el SCM antes de la administracion al sujeto.

La poblacién de linfocitos citotdxicos se puede obtener de un sujeto por medios bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las células T citotdxicas se pueden obtener recolectando sangre periférica del sujeto, sometiendo la sangre
a una centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll, y luego utilizando un kit de aislamiento de células T negativo
(tal como el kit EasySep™ T Cell Isolation) para aislar una poblacién de células T citotdxicas de la sangre. Aunque la
poblaciéon de linfocitos citotdxicos no tiene que ser pura y puede contener otras células sanguineas tales como
células T, monocitos, macrofagos, células citoliticas naturales y células B, dependiendo de la poblaciéon que se
recolecte, preferentemente, la poblacion comprende al menos aproximadamente un 90 % del tipo celular
seleccionado. En aspectos particulares, la poblacién comprende al menos aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o incluso un 100 % del tipo celular seleccionado. Como se ha indicado
anteriormente, la poblacién de células puede venir del sujeto que se va a tratar, de uno o mas sujetos diferentes, o la
poblacién puede ser una combinacion de células del sujeto que se va a tratar y de uno o mas sujetos diferentes.

Después de obtener la poblacién de linfocitos citotdxicos, las células se cultivan bajo condiciones que promuevan la
activacion de las células. Las condiciones de cultivo seran de manera que las células se puedan administrar a un
sujeto sin problemas de reactividad contra los componentes del cultivo. Por ejemplo, cuando se administre la
poblacién a un ser humano, las condiciones de cultivo no incluiran productos de suero bovino, tal como
seroalbumina bovina. La activaciéon de los linfocitos en el cultivo se puede conseguir introduciendo activadores
conocidos en el cultivo tales como anticuerpos anti-CD3 en el caso de las células T citotdxicas. Otros activadores
adecuados incluyen los anticuerpos anti-CD28. La poblacion de linfocitos se cultivara en general bajo condiciones
que promuevan la activacion durante aproximadamente 1 a 4 dias. El nivel apropiado de activacion celular se puede
determinar por el tamafio celular, tasa de proliferacion o marcadores de activacion mediante citometria de flujo.

Después de cultivarse la poblacion de linfocitos citotdxicos bajo condiciones que promuevan la activacion, las células
se transfectan con un vector de expresion que codifique un CAR. Dichos vectores se han descrito anteriormente,
junto con medios adecuados de transfeccion. Después de la transfeccion, la poblacién de células resultante se
puede administrar inmediatamente a un sujeto o las células se pueden cultivar durante al menos aproximadamente
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o mas dias, o entre aproximadamente 5 y 12 dias, entre
aproximadamente 6 y 13 dias, entre aproximadamente 7 y 14 dias, o entre aproximadamente 8 y 15 dias, por
ejemplo, de tiempo para permitir que las células se recuperen de la transfeccion. Las condiciones de cultivo
adecuadas seran las mismas que las condiciones en las que se cultivaron mientras se promovia la activacion, sea
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con o sin el agente que se utilizé para promover la activacion y la expansion.

Cuando las células transfectadas estan listas, se preparar una formulacion que comprende las células y se
administra a un sujeto que tenga un cancer. Antes de la administracion, se puede lavar y resuspender la poblacion
de células en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptables para formar la formulacion. Dichos vehiculos y
diluyentes incluyen, pero no se limitan a, solucion salina estéril de 290 mOsm, un criomedio infundible (que contenga
Plasma-Lyte A, dextrosa, cloruro sédico para inyeccion, seroalbumina humana y DMSO), un 0,9 % de NaCl con un
2 % de seroalbumina humana o cualquiera de otros materiales infundibles estériles de 290 mOsm. De manera
alternativa, dependiendo de la identidad del medio de cultivo utilizado en la etapa previa, las células se pueden
administrar en el medio de cultivo como formulacién, o se concentran y resuspenden en el medio de cultivo antes de
la administracion. La formulacién se puede administrar al sujeto mediante un medio adecuado, tal como la
administracion parenteral, por ejemplo, por via intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
o intratecal.

El numero total de células y la concentracion de las células en la formulacion que se administra a un sujeto variara
dependiendo de varios factores incluyendo el tipo de linfocitos citotoxicos que se va a utilizar, la especificidad de
union del CAR , la identidad del resto direccionado y el ligando, la identidad del cancer o tumor que se va a tratar, la
localizacion en el sujeto del cancer o tumor, el medio utilizado para administrar las formulaciones al sujeto, y la
salud, edad, y peso del sujeto que se va a tratar. Sin embargo, las formulaciones adecuadas que comprenden
linfocitos transducidos incluyen los que tienen un volumen de entre aproximadamente 5 ml y 200 ml, que contienen
desde aproximadamente 1 x 10% a 1 x 10"® células transducidas. Las formulaciones tipicas comprenden un volumen
de entre aproximadamente 10 ml y 125 ml que contiene desde aproximadamente 1 x 107 a 1 x 10" células
transducidas. Una formulacion ejemplar comprende aproximadamente 1 x 10° células transducidas en un volumen
de aproximadamente 100 ml.

La etapa final en el método es la administracion de una formulacién que comprende una SCM al sujeto. Como se ha
descrito anteriormente, el SCM se preparara en una formulacion apropiada para el sujeto que recibe las moléculas.
La concentracion de SCM en una formulacion de SCM variara dependiendo de factores que incluyen la especificidad
de unién del CAR, la identidad del resto direccionado y el ligando, la identidad del cancer o tumor que se va a tratar,
la localizacion en el sujeto del cancer o tumor, el medio utilizado para administrar las formulaciones al sujeto, y la
salud, edad, y peso del sujeto que se va a tratar. Sin embargo, las formulaciones adecuadas que comprenden SCM
incluyen las que tienen un volumen de entre aproximadamente 1 ml y 50 ml y que contienen entre aproximadamente
20 ug/kg de peso corporal y 3 mg/kg de peso corporal de SCM. Las formulaciones tipicas comprenden un volumen
de entre aproximadamente 5 ml y 20 ml y contienen entre aproximadamente 0,2 mg/kg de peso corporal y 0,4 mg/kg
de peso corporal de SCM. Una formulacion ejemplar comprende aproximadamente 50 ug/kg de peso corporal de
SCM en volumen de aproximadamente 10 ml.

El tiempo entre la administracion de la formulacion de linfocitos transducidos y la formulacién de SCM variara
dependiendo de factores que incluyen el tipo de linfocitos citotdxicos que se va a utilizar, la especificidad de unidn
del CAR , la identidad del resto direccionado y el ligando, la identidad del cancer o tumor que se va a tratar, la
localizacion en el sujeto del cancer o tumor, el medio utilizado para administrar las formulaciones al sujeto, y la
salud, edad, y peso del sujeto que se va a tratar. Ademas, la formulaciéon de SCM se puede administrar antes,
simultaneamente, o después de la formulaciéon de linfocitos. En general, la formulacién de SCM se administrara
después de la formulacién de linfocitos, tal como dentro de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 0 24 horas, o dentro de 0,5, 1, 1,5,
2,25,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas dias. Cuando se administra la formulacién de SCM antes de la formulaciéon de
linfocitos, la formulacién de linfocitos se administrara en general dentro de 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12 o mas horas. Cuando la formacién de SCM y la formulacion de linfocitos se afiaden simultaneamente, es
preferible que las formulaciones no se combinen y por lo tanto se administren por separado al sujeto.

Dependiendo del cancer que se va a tratar la etapa de administracion de la formulacién de linfocitos, o la etapa de
administracion de la formulacion de SCM, o ambas se puede repetir una o mas veces. El nimero y orden
particulares de las etapas estan limitados ya que el médico encargado puede encontrar que un método se puede
practicar para la ventaja del sujeto utilizando uno o mas de las siguientes metodologias, u otras no mencionadas
aqui: (i) la administracion de formulacion de linfocitos (A) seguida por la formulacion de SCM (B), es decir, A luego B;
(i) B luego A,; (iii) A luego B, luego A, luego B; (iv) A luego B, luego A; (v) B luego A, luego B, luego A; (vi) A luego A,
luego B; (vii) B luego A, luego A; (viii) B luego B, luego A.

Las formulaciones se pueden administrar como dosis Unicas continuas, o se pueden dividir y administrarse como un
régimen de dosis multiples dependiendo de la reaccion (es decir, efectos secundarios) del paciente a las
formulaciones.

Los tipos de canceres que se pueden tratar utilizando los métodos de la invencion se gobernaran basandose en la
identidad del ligando utilizado en el SCM. Cuando se utiliza el ligando definido anteriormente (es decir, el folato) los
canceres que se pueden tratar utilizando el sistema de CAR y los métodos de la presente invencion incluyen en
general tumores sdlidos, y mas especificamente incluyen el adenocarcinoma canceroso de prostata, hepatoma,
metastasis hepatica de cancer colorrectal, y canceres de origen neuroendocrino.
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En cada una de las realizaciones y aspectos de la invencion, el sujeto es un ser humano, un primate no humano, un
ave, caballo, vaca, cabra, oveja, animal de compafiia, tal como un perro, gato o roedor, u otro mamifero.

1ll. Ejemplos

1. Generacion de CAR4-1BBZ vy transduccion de células T de ratén para gue expresen CAR

Para generar células T modificadas que contengan CAR que se dirijan a las células cancerosas mediante
conjugados de molécula pequefia FITC-ligando, se disefiaron construcciones CAR y se generaron como se muestra
en la Figura 1.

A) Generacion del receptor antigénico quimérico (CAR) en un vector lentivirico

Se utilizé un método de PCR solapada para generar construcciones CAR que comprenden un scFv contra FIT
(CAR4-1BBZ). Se sintetizd el scFv contra FITC 4M5.3 (Kd = 270 fM, 762 pb) derivado del anticuerpo anti-
fluorescencia (4-4-20), basandose en un informe previo [15]. Como se muestra en la Figura 1, la secuencia que
codifica el péptido de sefial CD8a de ratén (SP, 81 pb), la regidon de bisagra y transmembrana (207 pb), el dominio
citoplasmico de 4-1BB (CD137, 144 pb) y la cadena CD3C (339 pb) se fusionaron con el scFv anti-FITC mediante
PCR de solapamiento. La construccion CAR resultante (CAR4-1BBZ) (1533 pb; SEQ ID NO: 2) se insertd en el
vector de expresion lentivirico escindido por Nhel/Notl pCDH-EFI-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro (System
Biosciences, Mountain View, CA). La expresion de CAR4-1BBZ se regula mediante un promotor EF1a en el vector
lentivirico. La secuencia de las construcciones CAR en el vector lentiviico (CAR4-1BBZ) se confirmd por
secuenciacion de ADN (en la Purdue Genomic Core Facility) y se proporciona en la SEQ ID NO: 1. Se control6 la
expresion de copGFP codificada en el vector lentivirico para identificar la expresion de CAR-1BBZ (Figura 1C).

B) Aislamiento y transduccion de células T de ratdon

Las células T se aislaron del bazo de ratén o la sangre periférica. Para aislar las células T, se aislaron los
esplenocitos de ratéon y las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion en
gradiente de densidad de Ficoll (GE Healthcare Lifesciences). Después de retirar por lavado la solucion de Ficoll, las
células T se aislaron con el kit EasySep™ Mouse T Cell Isolation (STEM CELL technologies). Las células T
purificadas se cultivaron en RPMI 1640 con un 10 % de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS), un 1 % de
penicilina y sulfato de estreptomicina, 10 mM de HEPES. Para preparar el virus lentiviico CAR-1BBZ, se
cotransfectd la linea celular de empaquetamiento 293TN con el vector lentivirico CAR-1BBZ y los plasmidos de
empaquetamiento. Después de 48 y 72 horas de la transfeccion, se recolectaron los sobrenadantes que contenian
los lentivirus CAR4-1BBZ y se concentraron las particulas viricas para la transduccién. Para la transduccion de las
células T de raton, las células T aisladas se activaron con Dynabeads acopladas con anticuerpos anti-CD3 / CD28
(Life Technologies) durante 12-24 horas en presencia de IL-2 de raton (50 unidades/ml), y luego se infectaron con el
vector de expresion lentivirico que contenia CAR4-1BBZ. La IL-2 de ratén (50 unidades/ml) se proporcion6 dia si dia
no. Después de 96 horas, se recolectaron las células y la expresion de CAR en las células T transducidas se
identifico mediante citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 1B, aproximadamente el 30 % de las células T
transfectadas expresaban CAR4-1BBZ.

C) Citometria de flujo

La expresion de CAR4-1BBZ en las células T transducidas se determin6é mediante citometria de flujo. Como el
armazoén de expresion lentivirica también codifica la expresion de copGFP, se verificaron las células T transducidas
con CAR4-1BBZ mediante la expresion de copGFP. La Figura 1C muestra la expresion de CAR4-1BBZ en las
células T transducidas. Las células T transducidas se confirmaron adicionalmente mediante microscopia confocal. La
copGFP se expresaba en las células T transducidas que contenian CAR4-1BBZ (flechas). Sin embargo, la expresion
de copGFP no se detectaba sobre las células T no transducidas que no expresaban CAR4-1BBZ. Los datos se
analizaron con el software FlowJo.

Basandose en estos resultados, era evidente que las construcciones CAR4-1BBZ se transdujeron satisfactoriamente
en las células T de ratén y que las células T transducidas expresan CAR4-1BBZ.

D) Cultivo celular
Se utilizaron dos lineas celulares de cancer en este estudio: L1210A y KB. L1210A es una linea celular de leucemia
murina. KB es una linea celular de un carcinoma epidermoide humano. Ambas tienen una expresion del receptor de

folato mayor en la superficie celular.

Las células L1210A y KB se cultivaron en un medio RPMI deficiente en acido félico, se incluyeron en el medio de
cultivo un 10 % de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS), un 1 % de penicilina y sulfato de estreptomicina.
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2. Generacion del conjugado de moléculas pequeias que comprende FITC v ligandos

A) Sintesis de FITC-Folato

El Folato-y-etilendiamina se acoplé con el isdmero | de FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en dimetilsulfoxido
anhidro en presencia de tetrametilguanidina y diisopropilamina. El producto en bruto se cargdé en una columna de
HPLC preparativa Xterra RP18 (Waters) y se eluy6 con condiciones de gradiente que se inician con un 99 % de
fosfato sédico 5 mM (fase movil A, pH 7,4) y un 1 % de acetonitrilo (fase mévil B) y alcanzaba un 90 % de A y un
10 % de B en 10 min con un caudal de 20 mi/min. En estas condiciones, el pico principal de FITC-folato
normalmente se eluia a los 27-50 min. La calidad de la fraccion folato-FITC se control6 mediante HPLC de fase
inversa analitica con un detector de UV. Las fracciones con mas de un 98,0 % de pureza (LCMS) se liofilizaron para
obtener el producto final de folato-FITC.

FITC-Folato

Sk CLL,
fors

B) Sintesis de FITC- (PEG )12-Folato

Se cargo la resina Universal PEG Nova Tag™ (0,2 g) en un vaso de sintesis de péptidos y se lavo con i-PrOH (3 x
10 ml), seguido por DMF (3 x 10 ml). La desproteccion de Fmoc se llevd a cabo utilizando un 20 % de piperidina en
DMF (3 x 10 ml). Se llevaron a cabo los ensayos de Kaiser para evaluar la terminacién de la reaccion. Se introdujo
entonces en el vaso una soluciéon de Fmoc-Glu-(O-t-Bu)-OH (23,5 mg) en DMF, i-ProNEt (4 equiv), y PyBOP (2
equiv). La desproteccion de Fmoc se llevo a cabo utilizando un 20 % de piperidina en DMF (3 x 10 ml). Se introdujo
entonces en el vaso una solucion de N10-TFA-Pte-OH (22.5 mg), DMF, i-PraNEt (4 equiv), y PyBOP (2 equiv). Se
burbujed el argén durante 2 h, y se lavé la resina con DMF (3 x 3 ml) e iPrOH (3 x 3 ml). Después de hinchar la
resina en DCM, se afiadié una solucion de 1 M de HOBT en DCM/TFE (1:1) (2 x 3 ml) para retirar el grupo Mmt. Se
burbujed el argén durante 1 h, se retird el disolvente y se lavo la resina con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml).
Después de hinchar la resina en DMF, se afiadié una soluciéon de Fmoc-NH-(PEG),-COOH (46,3 mg) en DMF, /-
PraNEt (4 equiv), y PyBOP (2 equiv). Se burbuje6 el argon durante 2 h, y se lavé la resina con DMF (3 x 3 ml) e i
PrOH (3 x 3 ml). La desproteccion de Fmoc se llevé a cabo utilizando un 20 % de piperidina en DMF (3 x 10 ml). Se
llevaron a cabo los ensayos de Kaiser para evaluar la terminacion de la reaccién. Se introdujo entonces en el vaso
una solucion de FITC (21,4 mg) en DMF, i-PraNEt (4 equiv), entonces se burbujed el argén durante 2 h, y se lavo la
resina con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). Entonces se afadio en el vaso un 2 % de NH2NH2 en DMF (2 x 2 ml).
El compuesto final se escindié de la resina utilizando un TFA:H;O: TIS (95:2,5:2,5) y se concentr6 al vacio. El
producto concentrado se precipité en Et,O y se sec6 al vacio. El producto en bruto se purificd utilizando una RP-
HLPC preparativa (fase movil: A = 10 mM de acetato aménico pH = 7, B = ACN; método: 0 % de B a 30 % de B en
30 min a 13 ml/min). Las fracciones puras se agruparon y se secaron por congelacion, suministrando el FITC-
(PEG)12-Folato.

ESQUEMA 1. Sintesis de unidad espaciadora del Folato-(PEG)+2-FITC:
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Reactivos y condiciones: (i) a) un 20 % de piperidina, DMF; b) Fmoc-NH-Glu(O'Bu)-COOH, PyBOP, DIPEA, DMF;
(i) @) un 20 % de piperidina, DMF; b) acido N'%-(Trifluoroacetil) pteroico, PyBOP, DIPEA,DMF; (iii) a) 1 M de HOBT
en DCMTFE (1:1); b) Fmoc-NH-PEG12,CH,CH,COOH, PyBOP, DIPEA, DMF; (iv) a) un 20 % de piperidina, DMF; b)
FITC, DIPEA, DMF; (v) a) un 2 % de NH2NH,, DMF: b) TFA, agua, i-Pr3SiH.

3. Unién de conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)+,-Folato a las células T transducidas mediante el scFv anti-FITC
en CAR4-1BBZ

Para examinar la capacidad de las células T transducidas que contienen CAR4-1BBZ para unirse a los conjugados
de FITC-Folato, se llevaron a cabo ensayos de union con el conjugado FITC-Folato y el conjugado FITC-(PEG)+2-
Folato. Como la longitud de onda de excitacion del FITC en los conjugados de FITC-Folato se solapaban con
copGFP en las células T transducidas con CAR4-1BBZ, era dificil distinguir entre la unién con FITC y la expresién de
copGFP. Por lo tanto, se utilizaron un anticuerpo monoclonal anti-folato acido (FA) y un anticuerpo anti-IgG de ratén
marcado con un fluoréforo (con una excitacion de 640 nm).

Primero, se incubaron las células T transducidas con los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG).-Folato a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de un lavado con PBS 1x, las células T transducidas se incubaron
con el anticuerpo monoclonal anti-FA (con una dilucién 1:15) durante 1 hora. Después de otro lavado con PBS 1x,
las células T transducidas se incubaron adicionalmente con el anticuerpo anti-lgG de ratén marcado con un
fluoréforo (con una excitacion de 640 nm) (con una dilucién de 1:50). Finalmente, los anticuerpos no unidos se
retiraron mediante lavado y se utiliz6 un microscopio confocal para confirmar la capacidad de union de los
conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)+2-Folato. Todos los datos se analizaron con el software Olympus Fluoview .
Como se muestra en la Figura 2, la expresion de copGFP se observaba en las células T transducidas que contenian
CAR4-1BBZ (fila superior), pero no en las células T no transducidas. Como se muestra en el panel del medio se
observaba una unién de FITC-Folato en las células T transducidas con CAR-1BBZ, pero no en las células T no
transducidas. De manera mas importante, solo las células T transducidas que presentaban expresion de copGFP
(fila superior) también presentaban unién con los conjugados FITC-Folato (fila del medio). Mediante microscopia
confocal, se confirmé que los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)+o-Folato se unian satisfactoriamente al anti-
FITC de las células T transducidas, pero no de las células T no transducidas. De manera simultanea, también se
detectd la unién de los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)+2-Folato (flechas) en las células T transducidas con
CAR4-1BBZ. Basandose en estos datos, se concluy6 que las células T transducidas expresan CAR4-1BBZ y que los
conjugados de FITC-Folato se pueden unir a las células T transducidas mediante el scFv anti-FITC expresado por la
transduccion de CAR4-1BBZ.

4. La unién de conjugados de FITC-Folato a células cancerosas positivas a FR

Se investigd a continuacion la capacidad de los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)+2-Folato para unirse a las
células cancerosas positivas al receptor de folato (FR). Se utilizaron las lineas celulares positivas a FR L1210A
(leucemia linfocitica de ratén) y KB (carcinoma epidérmico de la boca) que son lineas celulares positivas a FR, para
ensayar la afinidad de unién de los conjugados FITC-Folato. En resumen, se prepararon 3-4 x 10* células
cancerosas para llevar a cabo los ensayos de afinidad de unién con los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)+2-
Folato. Se incubaron los dos conjugados de FITC-Folato con dos concentraciones diferentes (por ejemplo, 20 nM, 70
mM), con células cancerosas a temperatura ambiente durante 1 hora. Como ambos conjugados FITC-Folato tienen
fluorescencia, se puede detectar la capacidad de union de los conjugados FITC-Folato a las células cancerosas
mediante microscopia de fluorescencia. Después de dos lavados con solucion salina tampon de fosfato (PBS) 1x
para retirar todos los compuestos no unidos, las células cancerosas se observaron mediante microscopio confocal.
En el fin de especificar si los conjugados FITC-Folato se unian a las células cancerosas mediante el FR en la
superficie de las células cancerosas, también se incubé un Folato acido con las células cancerosas como compuesto
de competicion. Como se muestra en las Figuras 3A, B, C y D, los conjugados de FITC-Folato se pueden unir a
ambas células cancerosas (KB, L1210A) mediante el FR de la superficie celular. Como se muestra en el panel de
competicién, la adicion de un exceso de 50x de folato acido bloqueaba la uniéon de FITC-Folato a estas células
cancerosas, lo que indica que la union especifica es entre el folato acido y el FR de la superficie celular.

Como se muestra en la Figura 3A el conjugado FITC-Folato se internalizaba en el citoplasma celular de las células
KB, a causa de endocitosis mediada por el FR. Sin embargo, como se muestra en la Figura 3C, el conjugado FITC-
(PEG)+2-Folato que tiene el enlazador (PEG)12 entre el Folato y el FITC, se mantenia en la superficie extracelular de
las células KB.

A partir de estos datos se concluyd que los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)o-Folato se podian unir a las
células cancerosas mediante el FR de la superficie de las células cancerosas. Se descubrié también que el
enlazador PEG entre el Folato y el FITC podia impedir la internalizacion del conjugado de FITC-Folato. La
localizaciéon en la superficie del conjugado FITC-Folato ayudaria a aumentar la oportunidad de que las células
cancerosas sean reconocidas por las células T transducidas que contengan CAR4-1BBZ. Si los conjugados FITC-
Folato se internalizan mediante endocitosis mediada por el FR, las células T transducidas no pueden direccionarse a
las células cancerosas mediante los conjugados de FITC-Folato.
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5. Citotoxicidad de las células T modificadas con CAR anti-FITC contra las células cancerosas positivas al receptor

de folato (FR+)

Con el fin de explorar si las células T que expresan CAR pueden destruir las células cancerosas, se llevaron a cabo
ensayos de liberacion de 3'Cromo. En este ensayo, las células cancerosas se marcaron con %'Cr. Cuando las células
cancerosas se lisaban, el ®'Cr se liberaria de las células cancerosas al sobrenadante. Midiendo el 5'Cr del
sobrenadante, se puede determinar el nUmero de células cancerosas destruidas.

En primer lugar, se incubaron las células cancerosas diana L1210A en 50 pl de medio de cultivo que contenia 50 pCi
de 5'Cromo para marcarlas. Después de un lavado x3 con PBS se resuspendieron las células L1210A y se
incubaron a 37 °C durante 1 hora en el medio de cultivo que contenia 70 nM de conjugado FITC-Folato o el
conjugado FITC-(PEG)o-Folato. Después de retirar mediante lavado el exceso de conjugados de FITC, se
afiadieron 5 x 103 células cancerosas diana en cada pocillo de placas de 96 pocillos. Cuando se utilizaron células KB
adherentes como diana, se trataron de manera similar a las células L1210A, excepto que las células KB se cultivaron
en placas de 96 pocillos durante 24 horas antes de marcarlas con el 5'Cr y se llevd a cabo la union con los
conjugados FITC-Folato en placas de 96 pocillos. Las células T efectoras se recolectaron entonces, se
resuspendieron en medio de cultivo y se afiadieron a los pocillos que contenian las células cancerosas diana. La
relacion entre células T efectoras respecto a células cancerosas diana era de 20:1. Después de una incubacién
durante 4-10 horas, se recolectaron alicuotas de 20 ul de sobrenadante libre de células y se midié el 5'Cr de los
sobrenadantes en un contador de centelleo o un contador y.

El porcentaje de citolisis especifica se calculd utilizando la siguiente formula: % de citdlisis = (liberacion de 5'Cr
experimental - liberacion de %'Cr de control) / (Maxima liberacion de 5'Cr - liberacion de ®'Cr de control) x 100

Los pocillos de control contenian solo las células cancerosas diana; no se afiadieron nunca células T efectoras a
estos pocillos. La maxima liberacion de 5'Cr se determind midiendo la liberacién de %'Cr de las células diana
marcadas tratadas con un 2,5 % de SDS para lisar todas las células.

Como se muestra en la Figura 4A, en ausencia de conjugados FITC-Folato, las células T que expresan CAR
presentaban una actividad insignificante (~5 %) de citdlisis celular de las KB diana. En presencia del conjugado de
FITC-Folato, las células T que expresaban CAR presentaban ~18 % de citdlisis de células cancerosas. Esto
implicaba que el conjugado FITC-Folato actia como un puente para redirigir las células T que expresan CAR anti-
FITC a las células KB FR+. Ademas, en presencia del conjugado FITC-(PEG)+2-Folato, que tiene un espaciador de
(PEG)12 de ~40 A entre las moléculas de FITC y Folato, las células T que expresaban CAR anti-FITC presentaban
una actividad mucho mas alta (~39 %) sobre la citélisis de las células cancerosas. Con una distancia de ~40 A entre
el FITC y el Folato este conjugado puede redirigir las células T que expresan CAR a las células KB FR+ mucho
mejor (un 39 % vs un 18 %). Como control de citotoxicidad no especifico, las células T no modificadas presentaban
solo un 5-10 % de citdlisis. La existencia o ausencia de los conjugados de FITC-Folato no presentan ningun efecto
sobre la citotoxicidad de las células T no modificadas contra las células KB FR+.

La Figura 4B muestra la citotoxicidad de las células T modificadas con CAR anti-FITC contra la linea de células
cancerosas L1210A. En ausencia de conjugados de FITC-Folato, las células T que expresan CAR presentaban una
actividad insignificante (2-3 %) de citdlisis celular de las L1210A diana. En presencia del conjugado de FITC-Folato,
las células T que expresaban CAR presentaban ~29 % de citdlisis de células cancerosas. Esto implicaba que el
conjugado FITC-Folato actia como un puente para redirigir las células T que expresan CAR anti-FITC a las células
L1210A FR+. Ademas, en presencia del conjugado FITC-(PEG):2-Folato, que tiene un espaciador de (PEG)2 de ~40
A entre las moléculas de FITC y Folato, las células T que expresaban CAR anti-FITC presentaban una actividad
mucho mas alta (~51 %) sobre la citdlisis de L1210A FR+. Con una distancia de ~40 A entre el FITC y el Folato este
conjugado puede redirigir las células T que expresan CAR a las células L1210A FR+ mucho mejor (un 51 % vs un
29 %). Como control de citotoxicidad no especifico, las células T no modificadas presentaban solo un 5-10 % de
citélisis como se esperaba.

A partir de estos datos se concluyod que las células T que expresan CAR anti-FITC no tienen una citotoxicidad innata
contar las células cancerosas FR+. Sin embargo, en presencia del conjugado de FITC-Folato, las células T que
expresan CAR anti-FITC se redirigen a las células cancerosas FR+ y producen citdlisis especifica, y la activacion de
las células T que expresan CAR se puede regular controlando la adicién de conjugados de FITC-Folato.
Adicionalmente, el conjugado de FITC-(PEG)>-Folato, que tienen un espaciador de ~40 A entre las moléculas de
FITC y de Folato, puede redirigir las células T que expresan CAR anti-FITC hacia las células cancerosas FR+ mucho
mejor que el conjugado sin el espaciador.
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:gggz secuencia del polinucledtido que codifica el receptor antigénico quimérico CAR4-1BBZ
<400> 2
atggcctcac cgttgacceg ctttctgtcocg ctgaacctgc tgoctgetggy tgagtocgatt 60
atcctgggga gtggagaage tgatgtegtg atgacccaga cocecctceag ccteccagtg 120
teoectegatyg accaggette tattagttge agatcecagee agteccteogt gcactctaac 130
ggtaatacct acctgagatg gtatctecag aageoocoggac agagecctaa ggtgetgatc 240
tacaaagtct ccaaccgggt gtctggagtc cctgaccget tctcagggag cggttccgge 300
accgacttca ccctgaagat caaccgggtg gaggccgaag acctocggegt ctatttetge 360
tctcagagta cacatgtgec ctggacctte ggcggaggga ccaagcetgga gatcaaaage 420
tocageagacg atgocaagaa agatgeocget aagaaagacg atgetaagaa agacgatgea 480
aagaaagacqg gtggegtgaa gotggatgaa accggaggag gtcetogtoca gocaggagga 540
gecatgaage tgagttgegt gaccagegga tteacetttg ggcactactg gatgaactgy 600
gtgcgacagt ccccagagaa ggggctcgaa tgggtcogetce agttcaggaa caaaccctac 660
aattatgaga catactattc agacagcgtg aagggcaggt ttactatcag tagagacgat 720
tccaaatcta gogtgtacct gcagatgaac aatctcaggg tcgaagatac aggecatctac 780
tattgeacag gggcatocta tggtatggag tateteggte aggggacaag cgtcacagte 840
agtgtgaact ctactactac caagecagtg ctgegaacte cetcaccetgt geacectace 909
gggacatcte agecccagag accagaagat tgteggecece gtggcetcagt gaaggggace 960
ggattggact tcgoctgtga tatttacatc tgggcacccet tggeccocggaat ctgogtggec 1020
cttctgectgt ccttgatcat cactctcatc tctgtgectca aatggatcag gaaaaaattc 1080
ccccacatat tcaagcaacc atttaagaag accactggag cagctcaaga ggaagatget 1140
tgtagetgee gatgtcocaca ggaagaagaa ggaggaggag gaggctatga gcoctgagagea 1200
aaattcagca ggagtgoaga gactgeotgec aacctgoagg acceocaacca getctacaat 1260
gagctcaatc tagggogaag agaggaatat gacgtcettgg agaagaageg ggctcogggat 1320
ccagagatgg gaggcaaaca gcagaggagg aggaacccocc aggaaggogt atacaatgea 1380
ctgcagaaag acaagatggc agaagcctac agtgagatcg gcacaaaagg cgagaggcgdg 1440
agaggcaagg ggcacgatgg cctttaccag ggtctcagca ctgccaccaa ggacacctat 1500
gatgecctge atatgcagac cotggeoceet cge 1533
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REIVINDICACIONES
1. Un agente terapéutico del cancer de dos componentes que comprende:

(@) un conjugado de moléculas pequefias (Small Conjugate Molecule, SCM) que comprende un resto
direccionado conjugado con un ligando de receptor tumoral, donde el ligando del receptor tumoral es un folato; y
(b) linfocitos citotoxicos que expresan un receptor antigénico quimeérico (Chimeric Antigen Receptor, CAR), donde
el CAR es una proteina de fusion que comprende una region de reconocimiento, un dominio de co-estimulacion y
un dominio de sefalizacion de la activacion, y donde el CAR tiene una especificidad de unién para el resto
direccionado o puede unirse al resto direccionado.

2. El agente terapéutico del cancer de dos componentes de la reivindicacion 1, donde el resto direccionado y el
ligando se conjugan mediante un dominio enlazador, donde el dominio enlazador se selecciona de entre el grupo
que consiste en polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoacido hidrofilico, un azucar, un peptidoglicano no natural,
polivinilpirrolidona, y pluronic F-127.

3. El agente terapéutico del cancer de dos componentes de la reivindicacion 1, donde el resto direccionado es FITC.

4. El agente terapéutico del cancer de dos componentes de la reivindicacién 2, donde el resto direccionado es FITC
y el enlazador es (PEG)12.

5. El agente terapéutico del cancer de dos componentes de la reivindicacion 3 o 4, donde la regiéon de
reconocimiento del CAR es un fragmento de la region variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC.

6. El agente terapéutico del cancer de dos componentes de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
para su uso en un método de tratamiento del cancer en un sujeto, donde el cancer se selecciona de entre el grupo
que consiste en cancer de cerebro, tiroides, pulmén, pancreas, rifidn, estdmago, estroma gastrointestinal,
endometrio, mama, cuello uterino, ovario, colon, prostata, leucemia, linfoma y de cabeza y cuello,

donde dicho método comprende

(a) el cultivo de una poblacién de linfocitos citotdxicos bajo condiciones que promuevan la activacion;

(b) la transfeccién de la poblacién de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico
(CAR), donde el CAR es una proteina de fusiéon que comprende una region de reconocimiento, un dominio de co-
estimulacion y un dominio de sefializacion de la activacion;

(c) la administracion de un numero terapéuticamente eficaz de los linfocitos transfectados de (b) a un sujeto que
tenga cancer; y

(d) la administracion de un conjugado de moléculas pequefias (SCM) que comprende un resto direccionado
conjugado con un ligando de receptor tumoral al sujeto, donde el ligando es reconocido y se une a un receptor
sobre la superficie de una célula del cancer, y donde el CAR tiene una especificidad de unién por el resto
direccionado o se puede unir mediante el resto direccionado.
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Figura 1A. La construccion de CAR4-1BBZ sobre las células T transducidas
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Figuras 1B y C. La expresion de CAR4-1BBZ sobre las células T transducidas
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Figura 2. Union de los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG),>-Folato a las células T transfectadas con
CAR
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Figura 3A. La unién del conjugado FITC-Folato (EC17) a las células cancerosas (KB)

Sin FITC-Folato Competicion FITC-Folato

Figura 3B. La union del conjugado FITC-Folato (EC17) a las células cancerosas (L1210A)
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Figura 3C. La union del conjugado FITC-(PEG),,-Folato a las células cancerosas (KB)

Sin FITC-(PEG)42-Folato Competicién FITC-(PEG)+2-Folato

Figura 3D. La unién del conjugado FITC-(PEG),,-Folato a las células cancerosas (L1210A)
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