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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para la terapia con células CAR T

Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a una composicion que comprende células CAR T y una molécula pequefia enlazada
a una fraccién de direccionamiento para su uso en métodos de tratamiento de un paciente con cancer, que comprende
administrar al paciente la composicién que comprende células CAR T y administrar al paciente una molécula pequefia
enlazada a una fraccion de direccionamiento mediante un enlazador.

Antecedentes

La inmunoterapia basada en la transferencia adoptiva de linfocitos (por ejemplo, células T) a un paciente es una terapia

valiosa en el tratamiento de cancer y otras enfermedades. Se han realizado importantes avances en el desarrollo de
inmunoterapias basadas en la transferencia adoptiva de linfocitos. Entre los muchos tipos diferentes de agentes
inmunoterapéuticos, uno de los agentes inmunoterapéuticos mas prometedores que se estan desarrollando son las
células T que expresan receptores de antigenos quiméricos (células CAR T). El receptor de antigeno quimérico (CAR)
es un receptor modificado genéticamente que esta disefiado para dirigirse a un antigeno especifico, por ejemplo, un
antigeno tumoral. Este direccionamiento puede producir citotoxicidad contra el tumor, por ejemplo, de tal manera que
las células CAR T que expresan CAR pueden dirigirse a los tumores y eliminarlos a través de los antigenos tumorales
especificos.

Los CAR de primera generacién estdn compuestos por una regidén de reconocimiento, por ejemplo, una regién variable
de fragmento monocatenario (scFv) derivada de un anticuerpo para el reconocimiento y la unién al antigeno expresado
por el tumor, y un dominio de sefializacién de activacién, por ejemplo, la cadena CD3C de las células T puede servir
como sefial de activacién de células T en CAR. Aunque las células CAR T han mostrado resultados positivos in vitro,
han tenido un éxito limitado en la eliminacién de enfermedades (por ejemplo, el cancer) en ensayos clinicos. Uno de
los problemas ha sido la incapacidad de prolongar la activacion y ampliar la poblacién de células CAR T in vivo.

Para abordar este problema, un dominio de coestimulacién (por ejemplo, CD137, CD28 o CD134) se ha incluido en
los CAR de segunda generacién para conseguir una activacién prolongada de las células T in vivo. La adicién de un
dominio de coestimulacién aumenta la proliferacién y la supervivencia in vivo de las células T que contienen CAR, y
los datos clinicos iniciales han demostrado que tales construcciones son agentes terapéuticos prometedores en el
tratamiento de enfermedades, tales como cancer.

Jennifer S. Y. Ma et al., "Versatile strategy for controlling the specificity and activity of engineered T cells", PNAS, Vol.
113, N.° 4, E450-458 (12-01-2016), desvelan moléculas adaptadoras, denominadas moléculas "interruptoras”, en que
los fragmentos de anticuerpos anti-CD19 y anti-CD22 se modifican especificamente con FITC usando aminoacidos no
canodnicos codificados genéticamente. Estas moléculas se usan para mediar en las interacciones entre las células
CAR-T y las células cancerosas en estudios de valoracién de la dosis.

David T. Rodgers et al., "Switch-mediated activation and retargeting of CAR-T cells for B-cell malignancies", PNAS,
Vol. 113, N.° 4, E459-E468 (26-01-2016), desvelan interruptores bifuncionales basados en anticuerpos recombinantes
que consisten en una molécula Fab especifica de antigeno tumoral injertada con un neoepitopo peptidico, que se une
exclusivamente a una célula CAR-T con interruptor especifico de péptido. Estos interruptores se usan para activar y
reorientar las células CAR-T contra las neoplasias malignas de células B.

El documento WO 2014/100615 A1 desvela linfocitos citotéxicos que expresan receptores de antigenos quiméricos
(CAR) que se dirigen a y unen pequefias moléculas conjugadas (SCM, por sus siglas en inglés) y métodos de uso de
las células y las SCM en el tratamiento de cancer.

Aunque se han realizado perfeccionamientos en las terapias con células CAR T, quedan varios problemas. En primer
lugar, la toxicidad "inespecifica" puede deberse a células normales que expresan el antigeno al que se dirigen las
células CAR T (por ejemplo, un antigeno asociado a tumor). En segundo lugar, la activaciéon no regulada de células
CAR T puede darse cuando la eliminacién rapida e incontrolada de células enfermas (por ejemplo, células cancerosas)
por las células CAR T induce una constelacién de alteraciones metabdlicas, llamado sindrome de lisis tumoral o
sindrome de liberacién de citocinas (CRS, por sus siglas en inglés), que puede ser mortal para los pacientes. El
sindrome de lisis tumoral y el CRS pueden deberse a que las células CAR T administradas no pueden regularse
facilmente y se activan de forma incontrolada. En consecuencia, aunque las células CAR T resultan muy prometedoras
como herramienta para el tratamiento de enfermedades, tales como cancer, se necesitan terapias adicionales con
células CAR T que reduzcan la toxicidad inespecifica y un control méas preciso de la activacién de las células CAR T.
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Sumario de la invencién
La invencién es como se define en las reivindicaciones.

Las referencias a los métodos de tratamiento en esta descripciéon han de interpretarse como referencias a compuestos,
o sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y composiciones de células CAR T para su uso en esos métodos.

Los presentes inventores han descubierto métodos para reducir la toxicidad inespecifica y controlar de forma més
precisa la activacién de células CAR T, proporcionando importantes avances en la terapia con células CAR T. En las
diversas realizaciones descritas en el presente documento, un ligando de molécula pequefia enlazado a una molécula
diana mediante un enlazador se usa como puente entre el cancer que expresa el receptor de folato y las células CAR
T que dirigen las células CAR T al cdncer que expresa el receptor de folato para el alivio del cancer que expresa el
receptor de folato. El "ligando de molécula pequefia” es un folato, que es un ligando de molécula pequefia que se une
especificamente a las células cancerosas (es decir, el receptor de estos ligandos esta sobreexpresado en los canceres
en comparacién con los tejidos normales).

En una realizacién, el "ligando de molécula pequefia” esta unido a una "molécula diana" que se une al CAR expresado
por las células CAR T. La "fraccién de direccionamiento" es isotiocianato de fluoresceina (FITC).

La "fraccién de direccionamiento” se une a la regién de reconocimiento del CAR modificado genéticamente expresado
por las células CAR T. En consecuencia, la regién de reconocimiento del CAR (por ejemplo, una regién variable de
fragmento monocatenario (scFv) de un anticuerpo, un Fab, Fv, Fc, fragmento (Fab')2 y similares) se dirige a la "fraccion
de direccionamiento". Por lo tanto, el ligando de molécula pequefia enlazado a una molécula diana mediante un
enlazador actlia como puente entre el cancer y las células CAR T, dirigiendo las células CAR T hacia el cancer para
aliviarlo.

Se proporciona en el presente documento un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde
el compuesto comprende un ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccidén de direccionamiento mediante un
enlazador, en donde el ligando de molécula pequefia es un folato y la fraccién de direccionamiento es FITC y una
composicién de células CAR T que comprende células CAR T en donde las células CAR T comprenden un CAR
dirigido a la fraccién de direccionamiento para su uso en un método de tratamiento de un cancer en donde el cancer
es un cancer que expresa receptor de folato, comprendiendo el método

administrar a un paciente al menos una primera dosis y una segunda dosis del compuesto, o de la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la primera dosis y la segunda dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 15000 veces mayor
en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una segunda realizacidén, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicién de células CAR T para su uso de acuerdo con la primera realizacién, en donde al menos una primera
dosis, una segunda dosis y una tercera dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se
administran al paciente, en donde la primera dosis, la segunda dosis y la tercera dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en
cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la tercera
dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 10000 veces mayor en
cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una tercera realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicién de células CAR T para su uso de acuerdo con la primera realizacién, en donde al menos una primera
dosis, una segunda dosis, una tercera dosis y una cuarta dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, se administran al paciente, en donde la primera dosis, la segunda dosis, |la tercera dosis y la cuarta dosis
son diferentes, en donde la segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de
2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en donde la tercera dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a
7500 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
y en donde la cuarta dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 8000 a 15000 veces
mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una cuarta realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicién de células CAR T para su uso como se describe en la realizacién anterior, en donde la segunda dosis
del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 100 veces mayor en cantidad que la primera dosis
del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la tercera dosis del compuesto o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es 1000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la
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sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la cuarta dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, es 10000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una quinta realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmén, cancer de huesos, cancer pancreatico, cancer
de piel, cancer de cabeza, cancer de cuello, melanoma cutdneo, melanoma intraocular, cancer uterino, cancer de
ovario, cancer de endometrio, cancer rectal, cancer de estdbmago, cancer de colon, cdncer de mama, cancer de mama
triple negativo, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino,
carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer del es6fago, cancer del intestino
delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de
pulmén no microcitico, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, cancer de la uretra,
cancer de prostata, leucemia crénica, leucemia aguda, leucemia mielocitica aguda, linfoma linfocitico, leucemia
mieloide, leucemia mielomonocitica, tricoleucemia, mesotelioma pleural, cancer de la vejiga, linfoma de Burkitt, cancer
del uréter, cancer del rifién, carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso
central (SNC), linfoma primario del SNC, tumores del eje espinal, glioma del tronco encefalico, adenoma hipofisario y
adenocarcinoma de la unién gastroesofagica.

En una sexta realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el CAR tiene una regién de reconocimiento y la regién de reconocimiento es una regién variable de fragmento
monocatenario (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, en donde el CAR tiene un dominio de coestimulacién y el dominio
de coestimulacién es CD137 (4-1BB), y en donde el CAR tiene un dominio de sefializacién de activacién y el dominio
de sefalizacién de activacién es una cadena CD3C de células T.

En una séptima realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, no es un anticuerpo y no comprende un fragmento de
un anticuerpo.

En una octava realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra continuamente al paciente y el método
comprende ademés finalizar la administracion continua del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para inhibir o impedir el sindrome de liberacién de citocinas en el paciente.

En una novena realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, comprende
ademas administrar al paciente un folato, un conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que
comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o un agente que inhibe la activacién de las
células CAR T.

En una décima realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra una vez a la semana al paciente.

En una undécima realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
la composicién de células CAR T se administra en al menos dos dosis.

En una duodécima realizacién, se proporciona el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el agente que inhibe la activacién de las células CAR T es fluoresceina sédica.

Ademas, en otra realizacién, se proporciona el compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la
composicion de células CAR T para su uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el compuesto tiene la formula
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Las realizaciones adicionales también se describen por las siguientes realizaciones enumeradas. Cualquiera de las
siguientes realizaciones junto con cualquier realizacién aplicable descrita en la seccién de Sumario, la seccién
Descripcion detallada de las realizaciones ilustrativas, la seccién Ejemplos o las reivindicaciones de esta solicitud de
patente, también se contemplan.

284. Un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el compuesto comprende un ligando
de molécula pequefia enlazado a una fracciéon de direccionamiento mediante un enlazador, en donde el ligando de
molécula pequefia es un folato y la fraccién de direccionamiento es FITC y una composicién de células CAR T que
comprende células CAR T en donde las células CAR T comprenden un CAR dirigido a la fraccién de direccionamiento
para su uso en un método de tratamiento de un cancer en donde el cancer es un cancer que expresa receptor de
folato, comprendiendo el método

administrar a un paciente al menos una primera dosis y una segunda dosis del compuesto, o de la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la primera dosis y la segunda dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 15000 veces mayor
en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

285. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 284 en donde al menos una primera dosis, una segunda dosis y una tercera dosis del
compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde la primera dosis,
la segunda dosis y la tercera dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del compuesto o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la tercera dosis del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 10000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

286. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 285 en donde al menos una primera dosis, una segunda dosis, una tercera dosis y una
cuarta dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde
la primera dosis, la segunda dosis, la tercera dosis y la cuarta dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la tercera dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 7500 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la cuarta dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 8000 a 15000 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

287. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 286, en donde la segunda dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, es 100 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en donde la tercera dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 1000 veces
mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde
la cuarta dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 10000 veces mayor en cantidad
que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

292. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284 a 287 en donde el enlazador comprende polietilenglicol (PEG),
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poliprolina, un aminoécido hidréfilo, un azucar, un peptidoglucano no natural, una polivinilpirrolidona, pluronic F-127,
0 una combinacién de los mismos.

293. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o0 292 en donde el enlazador comprende PEG.

294. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-293 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, tiene la férmula

B-L-T,

en donde B representa el ligando de molécula pequefia, L representa el enlazador y T representa la fraccién de
direccionamiento, y en donde L comprende una estructura que tiene la férmula

en donde n es un nimero entero de 0 a 200.

295. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-294, en donde el enlazador comprende PEG y la
fraccién de direccionamiento es FITC, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

296. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-295 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 100 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

297. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-296 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 50 nmoles/kg del peso corporal
del paciente.

298. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-297 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 20 nmoles/kg del peso corporal
del paciente.

299. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-298 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 600 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

300. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-299 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 200 nmoles/kg a 600 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

301. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-300 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 400 nmoles/kg a 600 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

302. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-301 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 1 millén de células CAR T a 15 millones de células CAR T.
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303. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-302 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 1 millén de células CAR T a 7 millones de células CAR T.

304. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-303 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 1 millén de células CAR T a 5 millones de células CAR T.

305. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-304 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 2 millén de células CAR T a 5 millones de células CAR T.

306. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o0 292-305, en donde el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de pulmén, cancer de huesos, cancer pancreatico, cancer de piel, cdncer de cabeza, céncer
de cuello, melanoma cutaneo, melanoma intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer
rectal, cancer de estébmago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de mama ftriple negativo, carcinoma de las
trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la
vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer
de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cdncer de pulmén no microcitico, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, cancer de la uretra, cancer de préstata, leucemia crénica,
leucemia aguda, leucemia mielocitica aguda, linfoma linfocitico, leucemia mieloide, leucemia mielomonocitica,
tricoleucemia, mesotelioma pleural, cancer de la vejiga, linfoma de Burkitt, cdncer del uréter, cancer del rifién,
carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), linfoma
primario del SNC, tumores del eje espinal, glioma del tronco encefélico, adenoma hipofisario y adenocarcinoma de la
unién gastroesofagica.

308. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-306 en donde el CAR tiene una regién de
reconocimiento y la regién de reconocimiento es una regién variable de fragmento monocatenario (scFv) de un
anticuerpo anti-FITC, en donde el CAR tiene un dominio de coestimulacién y el dominio de coestimulacién es CD137
(4-1BB), y en donde el CAR tiene un dominio de sefializacién de activacidn y el dominio de sefializacién de activacién
es una cadena CD3C de células T.

309. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, no es un anticuerpo y no comprende un fragmento de un anticuerpo.

310. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-309 en donde la fracciéon de
direccionamiento no comprende un epitopo peptidico.

311. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-310 en donde no se produce la liberacién
de citocinas que da lugar a toxicidad inespecifica en el paciente y en donde se produce toxicidad de las células CAR
T para el cancer.

312. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-310 en donde no se produce toxicidad
tisular inespecifica en el paciente y en donde se produce toxicidad de células CAR T para el cancer.

313. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-310 en donde el cancer comprende un
tumor, en donde se reduce el tamafio del tumor en el paciente, y en donde no se produce toxicidad inespecifica.

314. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-313 en donde las células CAR T
comprenden un acido nucleico que comprende SEQ ID NO:1.

315. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-313 en donde las células CAR T
comprenden un polipéptido que comprende SEQ ID NO:2.
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316. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-315 en donde el CAR comprende
secuencias de aminoacidos humanizados.

317. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-315 en donde el CAR consiste en
secuencias de aminoacidos humanizados.

318. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-317 en donde la composicién de células
CAR T comprende ademas células T no transformadas.

319. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra continuamente al paciente y el método comprende ademés
finalizar la administracién continua del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para inhibir o
impedir el sindrome de liberacién de citocinas en el paciente.

320. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 comprende ademas administrar al
paciente un folato, un conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no
comprende una fraccidén de direccionamiento, o un agente que inhibe la activacién de las células CAR T.

321. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, esta en una dosis de 10 nmoles/kg del peso corporal del paciente a
2500 nmoles/kg del peso corporal del paciente y las células CAR T estan en una dosis de 1 millén de las células CAR
T a 15 millones de las células CAR T.

322. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra una vez a la semana al paciente.

324. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde la composicién de células
CAR T se administra en al menos dos dosis.

Breve descripcién de los dibujos

Las FIGURAS 1A-B muestran la toxicidad mediada por células CAR T anti-FITC. La Figura 1A muestra los cambios
en el peso corporal de los ratones de los diferentes grupos de tratamiento. La Figura 1B muestra la concentracion
detectada de IFN-gamma para los diferentes grupos de tratamiento. La Figura 1C muestra la supervivencia (%) en
la primera semana de los ratones en los diferentes grupos de tratamiento.

Las FIGURAS 2A-B muestran el efecto de la regulacién de las células CAR T anti-FITC sobre la respuesta tumoral.
La Figura 2A muestra el crecimiento tumoral de los ratones que se tratan con células CAR T y PBS o con células
CAR Ty FITC-Folato. La Figura 2B muestra un sumario de los resultados de la respuesta tumoral de los ratones
usados en el estudio.

Las FIGURAS 3A-D muestran el efecto de la concentracién de FITC-Folato en la respuesta tumoral. La Figura 3A
muestra la concentracién detectada de IFN-gamma a las diferentes concentraciones de FITC-folato. La Figura 3B
muestra el crecimiento tumoral tras la inyeccién de células CAR T en presencia de diferentes concentraciones de
FITC-folato. La Figura 3C muestra la supervivencia en la primera semana (%) de los ratones. La Figura 3D muestra
un sumario de los resultados de la respuesta tumoral de los ratones usados en el estudio.

Las FIGURAS 4A-B muestran la supresion de la activacién de células T FITC CAR con agentes que inhiben un
mediador de la sefial de activacién de células T. La Figura 4A muestra los cambios en la concentracién de IFN-
gamma en funcién de la concentracién del agente. La Figura 4B muestra los cambios en la expresién de CD69 en
funcién de la concentracion del agente.

La FIGURA 5 muestra un diagrama general de las construcciones usadas para la transduccion CAR T.

Las FIGURAS 6A-D muestran la eficacia antitumoral y la toxicidad a diferentes dosis de EC 17 y nimeros de
células CAR T. La Figura 6A muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo. La Figura 6B muestra los cambios
de peso corporal a lo largo del tiempo. La Figura 6C muestra el porcentaje méximo de pérdida de peso corporal
para cada dosis de EC17. La Figura 6D muestra el porcentaje de ratones que muestran sCRS (sindrome de
liberacidn de citocinas) para cada dosis de EC17. (1) sin CAR-T + EC17 500 nmoles/kg; (2) 12,5 millones de CAR-
T + EC17 10000 nmoles/kg; (3) 12,5 millones de CAR-T + EC17 1500 nmoles/kg; (4) 12,5 millones de CAR-T +
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EC17 500 nmoles/kg; (5) 10 millones de CAR-T + EC17 100 nmoles/kg; (6) 10 millones de CAR-T + EC17
20 nmoles/kg.

La FIGURA 7 muestra el rescate con EC0923 de ratones que tienen sCRS y respuestas observadas de ratones
tratados con o sin EC0923 y 6rganos cosechados de ratones tratados con o sin EC0923.

Las FIGURAS 8A-D muestran la eficacia antitumoral y la toxicidad de diferentes dosis de CAR T. La Figura 8A
muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo. La Figura 8B muestra los cambios de peso corporal a lo largo
del tiempo. La Figura 8C muestra el porcentaje maximo de pérdida de peso corporal para cada dosis de CAR T.
La Figura 8D muestra el porcentaje de ratones que muestran sCRS para cada dosis de CAR T.

Las FIGURAS 9A-B muestran la eficacia antitumoral y el cambio de peso corporal para diferentes dosis de EC 17.
La Figura 9A muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo. La Figura 9B muestra la evolucién del peso corporal
a lo largo del tiempo.

Las FIGURAS 10A-C muestran la eficacia antitumoral de diferentes mezclas de células CAR T y células T no
transformadas. La Figura 10A muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo; (¢) sin CAR-T, (o) CAR-T el Dia 0,
(=) CAR-T el Dia 0, T sin modificar el Dia 52, (¥ ) CAR-T el Dia 0, el Dia 46 y el Dia 52. La Figura 10B muestra la
evolucién del peso corporal a lo largo del tiempo; (¢) sin CAR-T, (¢) CAR-T el Dia 0, (x) CAR-T el Dia 0, T sin
modificar el Dia 52, (¥ ) CAR-T el Dia 0, el Dia 46 y el Dia 52. La Figura 10C muestra la cantidad de células CAR
T en sangre y el volumen tumoral para diferentes mezclas de células CAR T y células T no transformadas.

Las FIGURAS 11A-B muestran la eficacia antitumoral y la toxicidad de 5 millones de células CAR T y diferentes
controles estrictos de posologia de EC17. La Figura 11A muestra el volumen tumoral a lo largo del tiempo. La
Figura 11B muestra la evolucién del peso corporal a lo largo del tiempo.

La FIGURA 12 muestra el control de la toxicidad mediada por células CAR T a través de la regulacién de la
activacion de células CAR T mediante el uso de competidores para inhibir la activacién de células CAR T y
terminando la administracidén del puente.

Las FIGURAS 13A-C muestran los resultados de un estudio de escalado de dosis de FITC-Folato. La Figura 13A
muestra el cambio en el peso corporal en porcentaje a lo largo del tiempo después de la administracién del puente
y de las células CAR T. La Figura 13B muestra el cambio en el volumen tumoral a lo largo del tiempo después de
la inyeccién de células CAR T y el puente. La Figura 13C muestra el porcentaje de supervivencia después de la
primera semana de tratamiento con el puente y las células CAR T.

Las FIGURAS 14A-B muestran el efecto de la molécula puente FITC-ligando sobre la proliferacion de células CAR
T y la produccién de citocinas. La Figura 14A muestra el numero de células CAR T 6 dias después de la
introduccién de las células CAR T en ratones. La Figura 14B muestra la concentracion de las citocinas séricas IL-
2, IFN-y y TNF-a 6 dias después de la introduccién de células CAR T en ratones.

La FIGURA 15 muestra la concentracién de IFN-y como una funcién de la concentracién de FITC-folato en un
ensayo in vitro.

La FIGURA 16 muestra el rescate (basado en una medicién de la produccién de citocinas) con EC0923 o
fluoresceina o ratones que tienen el sindrome de liberacién de citocinas.

La FIGURA 17 muestra que la actividad de las células CAR-T (basada en una medicién de la produccién de
citocinas) depende de la presencia del tumor y del nivel de dosis de EC17.

Las FIGURAS 18A-C muestran que las células CAR-T no proliferan en ratones sin tratamiento previo sin tumores.
La Figura 18A muestra el cambio de peso corporal en ratones (sin tumores) inyectados con células CAR-T, pero
sin EC17 o con 500 nmoles/kg de EC17 tres veces por semana. Las Figuras 18B y C muestran el nimero de
células CAR-T y el tamafio del bazo en estos ratones frente a los ratones con tumores HEK (positivos al receptor
de folato). Para las Figuras 18B y C, la barra de la izquierda en cada grupo de tres barras son ratones sin tumores
inyectados sin EC17 pero con células CAR-T, la barra central corresponde a ratones sin tumores inyectados con
células CAR-T y EC17 y la barra de la derecha corresponde a ratones con tumores inyectados con células CAR-T
y EC17. En la Figura 18B, N.D. es no determinado y el eje y es logaritmico para la Figura 18.

Las FIGURAS 19A-B muestran los efectos sobre el tamafio tumoral de las células CAR-T y EC17 inyectadas en
ratones usando un modelo MDA-MB-231 (altos niveles de expresidn del receptor de folato: Figura 19A) o un modelo
tumoral OV90 (bajos niveles de expresién del receptor de folato: Figura 19B).

Las FIGURAS 20A-B muestran los efectos sobre el tamafio del tumor (Figura 20A) y la pérdida de peso corporal
(Figura 20B) de las células CAR-T y diversas dosis de EC17 inyectadas en ratones usando un modelo MDA-MB-
231.

Las FIG. 21A y 21B muestran la actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo MDA-MB-231.

Las FIG. 22A y 22B muestran la actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo OV-90.

Las FIG. 23A y 23B muestran la actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo KB. Para el grupo EC17, 2/3
tenian sCRS el dia 23 y 1/3 tenian sCRS el dia 37.

Las FIG. 24A y 24B muestran la actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo HEK-FRa.

Las FIG. 25A y 25B muestran la actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo SKOV-3.

La FIG. 26, Paneles C y E, muestran estudios de toxicidad en ratones con pre-pintado EC17. Los paneles Ay B
muestran el protocolo de tratamiento. El panel D muestra el efecto del pre-pintado EC17 sobre el tamafio del tumor.
La FIG. 27, Panel A muestra los protocolos para el tratamiento. El panel B muestra estudios de toxicidad. El panel
C muestra el efecto del prepintado EC17 sobre la toxicidad tumoral. Linea 1: sin EC17. Linea 2: EC17 4 h pre-
realizado. Linea 3: EC17 4 h predosis a continuacién 24 h post-CAR-T. Linea 4: EC17 48 h post CAR-T.
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La FIG. 28, Paneles A-D, muestra el nimero de células CAR-T en sangre. El nimero de CAR-T en ratones sin
rescate se considerd 1.

La FIG. 29, Paneles A-E, muestra estudios comparativos de tres agentes de rescate (acido félico, fluoresceina
sédica (NaFL) y leucovorina).

Las FIG. 30Ay 30B muestran ensayos de rescate. Los ratones con rescate de fluoresceina tenian la menor pérdida
de peso corporal. Todos los ratones con rescate alcanzaron una respuesta completa, excepto 2/9 en el grupo de
rescate con fluoresceina. Linea 1 sin EC17. Linea 2: sin EC17 pero Fluoresceina. Linea 3: Rescate de fluoresceina.
Linea 4. Rescate de leucovorina. Linea 5: Rescate de &cido folico. Linea 6: sin rescate.

La FIG. 31 muestra un esquema de estudio de rescate con fluoresceina séddica (60 umol/kg).

Las FIG. 32A y 32B muestran los cambios de peso de los érganos relacionados con el rescate de NaFL. (1) CAR-
T, (2) CAR-T + EC17; (3) CAR-T + EC17 + rescate de NaFL.

La FIG. 33, Paneles A-G, muestra la produccién de citocinas en la sangre de ratones 7 horas después del rescate
de NaFL.

La FIG. 34, Paneles A-G, muestran la produccién de citocinas en ratones (27 horas después del rescate de NaFL).
La FIG. 35, Paneles A-E, muestra la produccién reducida de citocinas en la sangre de ratones (< 7 horas después
del rescate con NaFL).

Las FIG. 36A y 36B muestran el efecto de rescate de NaFL sobre la actividad antitumoral de FITC CAR-T y el
cambio de peso corporal. (1) CAR-T solo; (2) CAR-T + EC17; (3) CAR-T + EC17 + NaFL.

Las FIG. 37A y 37B muestran el efecto del rescate en los niveles de citocinas.

La FIG. 38A muestra un control estricto de administracién de CAR-T. La FIG. 38B muestra cambios en el peso del
cuerpo.

La FIG. 39, Paneles A-D, muestran que la produccién de citocinas en sangre depende de la dosis de CAR-T.

La FIG. 40A muestra el control estricto de posologia y la FIG. 40B muestra que el nimero de CAR-T en sangre
depende de la dosis de EC17 (dia 3 in vivo).

La FIG. 41A muestra el control estricto de posologia y la FIG. 41B muestra que el recuento de CAR-T en sangre
depende de la dosis de EC17 aunque la diferencia es mas pequefia (dia 6 in vivo).

La FIG. 42 muestra los cambios en el peso corporal de los ratones después de la inyeccién de CAR-T y EC17.
Las FIG. 43A y 43B muestran el recuento de células CAR-T y el tamafio del bazo en ratones después de la
inyeccion de células CAR-T y EC17. (1) Ratones con tumor: 5 millones de CAR-T + EC17 SIW, (2) ratones sin
tratamiento previo: 8 millones de CAR-T sin EC17; (3) ratones sin tratamiento previo: 8 millones de CAR-T + EC17
TIW, (4) ratones sin tratamiento previo: 5 millones de CAR-T sin EC17; (5) ratones sin tratamiento previo: 5 millones
de CAR-T + EC17 TIW.

La FIG. 44 muestra la produccién de citocinas después de la inyeccién de células EC17 y CAR-T en presencia y
ausencia de un tumor.

La FIG. 45 muestra la universalidad de la terapia con células CAR T anti-FITC: unién de diversos adaptadores a
células CAR T. (1) Célula CAR T sin tincién; (2) Célula CAR T marcada con FITC-Alexa 647 + FITC-folato
(Competicién); (3) Célula CAR T marcada con FITC-Alexa 647; (4) Célula CAR T marcada con FITC-Alexa 647 +
FITC-DUPA (Competicion); (5) Célula CAR T marcada con FITC-Alexa 647 + FITC-CA9 (Competicidn).

La FIG. 46 muestra que la célula Car T universal puede eliminar diversas células cancerosas que expresan
antigenos ortogonales tras la adicién de puentes coincidentes con antigenos in vitro.

La FIG. 47 muestra la relacidén entre la concentracién de puentes y la actividad antitumoral de la célula CAR T
universal in vitro.

La FIG. 48 muestra que la célula CAR T universal puede eliminar diversas células cancerosas que expresan
antigenos ortogonales tras la adicién de puentes coincidentes con antigenos in vivo.

La FIG. 49 muestra que la célula CAR T universal puede eliminar dos tumores mediante céctel de puentes in vivo.
La FIG. 50 muestra un esquema de estudio de rescate con fluoresceina sédica (0,06, 0,6, 6 umol/kg).

La FIG. 51A muestra actividad antitumoral (rescate de NaFL 6 umol/kg). La FIG. 51B muestra los cambios
correspondientes en el peso corporal.

La FIG. 52, Paneles A-E, muestran los niveles de citocinas en sangre de ratén tras el rescate con fluoresceina
sddica.

La FIG. 53, Panel A muestra un esquema de rescate. Los paneles B y C muestran el recuento de células FITC
CAR T en la sangre después del rescate.

La FIG. 54 muestra la caracterizacidn de las células CAR T circulantes en sangre de ratéon después del rescate.
La FIG. 55A muestra un esquema de rescate. Los paneles B y C muestran el recuento de células CAR T en la
sangre después del rescate. (1) Control [Sin NaFL]; (2) NaFL 0,06 umol/kg; (3) NaFL 0,6 umol/kg; (4) NaFL
6 umol.kg.

La FIG. 56 muestra la carga tumoral en animales tratados y no tratados con EC17.

La FIG. 57 resume el niumero estimado de masas tumorales y el peso total de los tumores en todos los grupos
examinados.

Las FIG. 58A y 58B muestran la caracterizacién de las células tumorales circulantes.

Las FIG. 59A y 59B muestran la caracterizacién de las células tumorales circulantes.

Las FIG. 60A y 60B muestran el porcentaje de sangre total que es de células CAR T tras la inyeccién de EC 17.
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Las FIG. 61A y 61B muestran la persistencia de las células CAR T en sangre después de la infusién de EC17 con
y sin rescate y el fenotipo después de la infusién de EC17.

Las FIG. 62A y 62B muestran que las células CAR T se localizaron en lesiones tumorales metastésicas, no los
tejidos sanos adyacentes, cuando se inyecta EC17.

La FIG. 63 muestra el disefio y la caracterizacién de una célula CAR T antifluoresceina y un puente fluoresceina-
folato. (A) Estructura de la fluoresceina-folato (FITC-folato). (B) Diagrama que muestra la construcciéon de CAR
anti-fluoresceina, donde SP= péptido sefial, scFv= fragmento variable monocatenario que reconoce la fluoresceina
con una KD= 270 fM, TM = dominio transmembrana, 4-1BB= dominio de activacién citoplasmatica de CD137, y
CD3C= dominio de activacién citoplasmatica de CD3 zeta. (C) Eficiencia de transduccién de células CAR T
evaluada mediante citometria de flujo. Histograma abierto: Células T no transducidas; histograma relleno: Células
T transducidas con lentivirus que expresan GFP y la construccién CAR mostrada en (B). (D) Demostracién de que
el FITC-folato se une a la célula CAR T anti-fluoresceina. Histograma relleno (gris): célula CAR T antifluoresceina
sin tincién; histograma abierto: célula CAR T antifluoresceina marcada con FITC-Alexa647 (10 nM); histograma
relleno (negro): célula CAR T anti-fluoresceina marcada con FITC-Alexa647 (10 nM) en presencia de un exceso
100 veces mayor de FITC-folato (1 uM)).

La FIG. 64 muestra la demostracién de que el puente FITC-folato media el compromiso de la célula CAR T anti-
fluoresceina con las células cancerosas que expresan el receptor de folato (células KB). (A) Demostracién de que
el FR se expresa en las células KB. Histograma gris: Células KB sin tincién; Histograma negro: Células KB
marcadas con FITC-folato 100 nM de en presencia de un exceso (10 uM) de folato libre como competidor;
Histograma abierto: Células KB marcadas con FITC-folato 100 nM. (B) Citotoxicidad de las células CAR T hacia
las células KB tras la adicién del FITC-folato correcto (100 nM) pero no del FITC-DUPA incorrecto (100 nM) o sin
puente (PBS). (C) Impacto de la relacion célula efectora-célula diana en la lisis de células KB por células CAR T
en presencia de FITC-folato, FITC-DUPA o sin puente. (D) La produccién de IFNy se induce por la adicién de FITC-
folato (100 nM) pero no de FITC-DUPA (100 nM). (E) La proliferacién de células CAR T anti-fluoresceina es
inducida por FITC-folato pero no por FITC-DUPA. (F) La expresiéon del marcador de activaciéon (CD69) en las
células CAR T antifluoresceina solo se produce tras la adicién del puente correcto. Para los paneles B, D, Ey F,
la proporcidn de células CAR T antifluoresceina con respecto a las células KB fue de 10 a 1. Los gréaficos de barras
representan la media + s.d. n=3. ANOVA unidireccional realizado para todas las comparaciones (****P < 0,0001,
**P < 0,005, *P < 0,01, ns (no significativo)).

La FIG. 85 muestra la dependencia de CRS de la presencia de células CAR T antifluoresceina, células cancerosas
positivas para el receptor de folato (células MDA-MB-231) y FITC-folato in vivo. (A) Cambio en el peso corporal
(%) determinado 4 dias después de la infusion de células CAR T antifluoresceina (5x10°) en ratones con o sin
tumor en presencia o ausencia de FITC-folato (500 nmoles/kg administrados los dias 1 y 2). ** P<0,01 mediante la
prueba de ANOVA unidireccional. (B) Efecto del nimero de células CAR T sobre el cambio de peso corporal (%)
en el dia 4 en ratones portadores de tumores después de la administracién de PBS o 500 nmol/kg de FITC-folato
en los dias 1y 2. ** P < 0,05, *** P<0,0001 mediante la prueba de ANOVA unidireccional. (C) Efecto del nUmero
de células CAR T en ratones portadores de tumores sobre la concentracidén plasméatica de IFNy en el dia 4. *** P
< 0,001, *** P < 0,0001, ns (no significativo) mediante la prueba ANOVA unidireccional. n=5 ratones por grupo.
Los graficos de barras representan la media £ s.e.m.

La FIG. 66 muestra el control de la intensidad de CRS mediante la interrupcién de la administracién del puente.
(A) Analisis del cambio de peso corporal (%) como medida de la intensidad de CRS tras la administracién de una
dosis alta de células CAR T antifluoresceina (15x10°%) en ausencia (PBS) o presencia de FITC-folato
(500 nmoles/kg administrados los dias 1, y 2, y dias alternados en lo sucesivo). En el régimen de dosificacion
interrumpida, se siguié el control estricto de posologia continua excepto que se omitieron las inyecciones de FITC-
folato los dias 4 y 6. (B) Analisis de los niveles de IFNy en el plasma de ratones el dia 6 usando los regimenes de
dosificacién descritos en la parte A. (C) Medicién de los volimenes tumorales en ratones tratados como se describe
en la parte A. n=5 ratones por grupo. Los datos representan la media + s.e.m. **** P < 0,0001 mediante la prueba
de ANOVA unidireccional.

La FIG. 67 muestra el efecto del bloqueo del puente a través de la competicién con folato libre o fluoresceina libre
sobre la citotoxicidad mediada por células CAR T. (A) Mediciéon del cambio de peso corporal (%) tras la
administracion de células CAR T anti-fluoresceina (15x10%) en ausencia (PBS) o presencia de FITC-folato
(500 nmoles/kg administrados los dias 1, y 2, y dias alternos en lo sucesivo). Para estudios de con, se coinyectd
un exceso de folato de 100 veces en los dias 4 y 6. **** P < 0,0001. (B) Anélisis en el dia 6 de los niveles de IFNy
en plasma de los grupos de tratamiento anteriores. ** P < 0,005. (C) Medici6én del volumen tumoral en los mismos
grupos de tratamiento. n=5 ratones por grupo. Las barras de error representan la media + s.e.m. (D) Analisis de la
dependencia temporal de los niveles de citocinas en plasma de la célula CAR T tras la administracion de un exceso
de 12 veces de fluoresceina libre para suprimir CRS. Se indujo CRS en todos los ratones mediante la inyeccién de
10x10° células CAR T anti-fluoresceina mas FITC-folato (500 nmol/kg el dia 3). El dia 4, para suprimir un potente
CRS, se inyectaron 6 umol/kg de fluoresceina libre y se midieron las citocinas indicadas en plasma a las 3 y 6 horas
de la administracién de fluoresceina. n=3 ratones/grupo. Los datos representan la media + s.e.m. ** P < 0,01, ***
P < 0,001, *** P < 0,0001 mediante la prueba de ANOVA bidireccional.

La FIG. 68 muestra el efecto de la concentracién de puente sobre la regulacién de la liberacién de citocinas de
células CAR T antifluoresceina y la actividad antitumoral in vitro e in vivo. (A) Lisis de células MDA-MB-231 en
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cultivo por células CAR T anti-fluoresceina (5:1=proporcién células efectoras:tumorales) en presencia de varias
concentraciones de FITC-folato (0,001 nM a 100000 nM). (B) Liberacién de IFNy a partir de las células descritas
en la parte A. (C) Nivel de IFNy en el plasma de ratones portadores de tumores MDA-MB-231 6 dias después del
inicio del tratamiento mediante la inyeccién de 15x10° células CAR T. Se traté a los ratones con 5, 50, 500 o
2500 nmol/kg de FITC-folato los dias 1, 2, 8, 10 y dias alternos en lo sucesivo (se omitieron los tratamientos de los
dias 4 y 6 para evitar un CRS). (D) Analisis del crecimiento tumoral en los grupos de tratamiento del panel C. n=5
ratones por grupo. Los gréaficos de barras representan la media + s.e.m. *** P < 0,0001 mediante la prueba de
ANOVA unidireccional.

La FIG. 69 muestra la prevencion de CRS mediante el aumento gradual de la dosis puente o la disminucién de la
frecuencia de dosificacién puente. Medicién del cambio de peso corporal (A) y del volumen tumoral (B) en ratones
portadores de tumores MDA-MB-231 tratados con 15x10° células CAR T mas PBS, o un aumento gradual de la
dosis de FITC-folato (0,5 nmoles/kg los dias 1 y 2, 5 nmoles/kg los dias 4 y 6, 50 nmoles/kg los dias 8 y 10, y
500 nmoles/kg a partir del dia 12), o una dosis constante de 500 nmoles/kg en dias alternantes. **** P < 0,0001
mediante la prueba de ANOVA bidireccional. Medicién del cambio de peso corporal (C) y del volumen tumoral (D)
en ratones portadores de tumores MDA-NM-231 tratados con 5x10° células CAR T mas PBS o FITC-folato
(500 nmoles/kg) a diferentes frecuencias de dosificacién de 1) una dosis/semana (los dias 1, 8, 15y etc.), 2), dos
dosis/semana (los dias 1, 4, 8, 11, 15y etc.) o tres dosis/semana (los dias 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15 y etc.). n=5 ratones
por grupo. Todos los datos representan la media £ s.e.m.

La FIG. 70, El panel A muestra un esquema de escalado de dosis. Los paneles B-C, muestran el efecto del aumento
de la dosis de EC17 sobre la actividad antitumoral y la toxicidad (cambios en el peso corporal) de la terapia CAR-
T.

La FIG. 71, El panel A muestra un esquema para comprobar si el tamafio del tumor se correlaciona con los cambios
en el peso corporal y la liberacién de IL-6 durante la terapia CAR-T /C 17. Los paneles B-C muestran los
resultados del cambio de peso corporal y los niveles de IL-6, respectivamente.

La FIG. 72, Panel A muestra un esquema para comprobar si la terapia CAR-T/EC17 es eficaz en un modelo de
osteosarcoma. El panel B muestra los resultados del tamafio del tumor.

La FIG. 73 muestra los cambios de peso corporal para las pruebas descritas para la FIG. 72.

La FIG. 74, Paneles A-F muestran que las células cancerosas HOS expresan el FR-a.

La FIG. 75 muestra un esquema para comprobar si se producen citocinas en respuesta a la terapia CAR-T/EC17
y si el NaFL rescata a los ratones de CRS.

Las FIG. 76, Paneles A-E muestran la reduccién de la produccién de citocinas en ratones por 60 umol/kg de NaFL
7 horas después del rescate con NaFL.

Las FIG. 77, Paneles A-c muestran la reduccién de la produccién de citocinas en ratones por 60 umol/kg de NaFL
27 horas después del rescate con NaFL.

La FIG. 78 muestra un esquema para probar la reduccién de la produccién de citocinas en ratones en respuesta a
la terapia CAR-T/EC17 mediante diversas concentraciones de NaFL.

La FIG. 79 muestra la reduccién de MCP-1 en respuesta a la terapia CAR-T/EC17 por rescate de NaFL.

La FIG. 80 muestra la reduccién de IL-6 en respuesta a la terapia CAR-T/EC17 por rescate de NaFL.

La FIG. 81 muestra la reduccién de IL-10 en respuesta a la terapia CAR- T /EC 17 mediante rescate de NaFL.

La FIG. 82, Panel A muestra un esquema para comprobar si la produccién de MCP-1 en respuesta a la terapia
CAR-T /EC 17 se correlaciona con el nimero de células CAR-T. El panel B muestra que la produccién de MCP-1
en respuesta a la terapia CAR-T /EC 17 se correlaciona con el nimero de células CAR-T.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, "un" o "uno/a" puede significar uno o mas. Como se usa en el presente
documento, "aproximadamente" en referencia a un valor numérico, incluyendo, por ejemplo, nimeros enteros,
fracciones y porcentajes, se refiere generalmente a un intervalo de valores numéricos (por ejemplo, +/- 5 % al 10 %
del valor recitado) que un experto habitual en la técnica consideraria equivalente al valor recitado (por ejemplo, que
tiene la misma funcién o resultado).

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar", "tratando", "tratado", o "tratamiento” se refieren tanto a
tratamiento terapéutico como a tratamiento profilactico o preventivo.

Como se usa en el presente documento, los términos "mejorar”, "mejora", "mejoria", o "mejorado" en referencia al
cancer puede significar la reduccién de los sintomas del céancer, reducir el tamafio de un tumor, extirpar total o
parcialmente el tumor (por ejemplo, una respuesta completa o parcial), provocar enfermedad estable, impedir la
progresién del cancer (por ejemplo, supervivencia sin progresidn), o cualquier otro efecto sobre el cancer que un
médico consideraria un tratamiento terapéutico, profilactico o preventivo del cancer.

Como se usa en el presente documento, los términos "administrar’, "administracion" o "administrado” se refieren a
todos los medios de introducir en el paciente el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la
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composicién de células CAR T de la misma descritos en el presente documento al paciente, incluyendo, pero no
limitado a, oral, intravenosa, intramuscular, subcutanea y transdérmica.

Como se usa en el presente documento, la expresion "toxicidad inespecifica" significa dafio organico o una reduccién
del peso del paciente que sea inaceptable para el médico que trata al paciente, o cualquier otro efecto en el paciente
que sea inaceptable para el médico que trata al paciente, por ejemplo, aplasia de células B, una fiebre, una bajada de
la tension arterial o un edema pulmonar.

Como se usa en el presente documento, los términos "transduccién” y "transfeccién" se usan de forma equivalente y
los términos significan introducir un acido nucleico en una célula por cualquier método artificial, incluyendo métodos
viricos y no viricos.

Descripcion detallada de las realizaciones ilustrativas

En las diversas realizaciones descritas en el presente documento, un ligando de molécula pequefia enlazado a una
fraccién de direccionamiento mediante un enlazador se usa como un puente entre un cancer y células CAR T (es
decir, células T que expresan un receptor antigénico quimérico). El puente dirige las células CAR T hacia el cancer
para el alivio del cancer. El "ligando de molécula pequefia" es un folato, que es un ligando de molécula pequefia que
se une especificamente a un tipo de célula cancerosa (es decir, el receptor para cada uno de estos ligandos esta
sobreexpresado en los canceres en comparacion con los tejidos normales).

La "fraccién de direccionamiento" enlazada al ligando de molécula pequefia se une a la regién de reconocimiento de
CAR modificado genéticamente que expresan las células CAR T. En consecuencia, la regién de reconocimiento del
CAR (por ejemplo, una regién variable de fragmento monocatenario (scFv) de un anticuerpo, un Fab, Fv, Fc, o
fragmento (Fab')2, y similares) se dirige a la "fraccién de direccionamiento”. Por lo tanto, el ligando de molécula
pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador actia como puente entre el cancer y las
células CAR T, dirigiendo las células CAR T hacia el cdncer para la mejora del cancer. En diversas realizaciones, el
puente entre el cancer y las células CAR T puede ser cualquiera de los conjugados mostrados en los Ejemplos.

El puente es una molécula organica pequefia por lo que puede eliminarse rapidamente del torrente sanguineo (es
decir, aproximadamente 20 minutos o menos). En un aspecto, la respuesta de la célula CAR T puede dirigirse
Unicamente a aquellas células cancerosas que expresan un receptor para la parte del ligando de molécula pequefia
del "puente", reduciendo de esta manera la toxicidad a los tejidos normales. Adicionalmente, este sistema puede ser
"universal" debido a que un tipo de construccién de célula CAR T puede usarse para dirigirse a una amplia diversidad
de canceres usando diferentes "puentes". De manera ilustrativa, la fraccién de direccionamiento reconocida por la
célula CAR T puede permanecer constante de tal manera que pueda usarse un tipo de construccién de célula CAR T,
mientras que el ligando de molécula pequefia que se une al cancer puede alterarse para permitir la focalizaciéon en
una amplia diversidad de canceres.

En diversas realizaciones descritas en la lista a continuacién y en las reivindicaciones y a lo largo de toda la solicitud,
el ligando de molécula pequefia ligado a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador se denomina un
"compuesto".

Varias realizaciones se describen por las siguientes realizaciones enumeradas. Cualquiera de las siguientes
realizaciones junto con cualquier realizacién aplicable descrita en la seccién de Sumario de esta solicitud de patente,
en la seccién Descripcion detallada de las realizaciones ilustrativas, la seccién Ejemplos o las reivindicaciones de esta
solicitud de patente, también se contemplan.

284. Un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el compuesto comprende un ligando
de molécula pequefia enlazado a una fracciéon de direccionamiento mediante un enlazador, en donde el ligando de
molécula pequefia es un folato y la fraccién de direccionamiento es FITC y una composicién de células CAR T que
comprende células CAR T en donde las células CAR T comprenden un CAR dirigido a la fraccién de direccionamiento
para su uso en un método de tratamiento de un cancer en donde el cancer es un cancer que expresa receptor de
folato, comprendiendo el método

administrar a un paciente al menos una primera dosis y una segunda dosis del compuesto, o de la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la primera dosis y la segunda dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 15000 veces mayor
en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

285. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 284 en donde al menos una primera dosis, una segunda dosis y una tercera dosis del
compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde la primera dosis,
la segunda dosis y la tercera dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del compuesto o la sal
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farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la tercera dosis del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 10000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

286. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 285 en donde al menos una primera dosis, una segunda dosis, una tercera dosis y una
cuarta dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde
la primera dosis, la segunda dosis, la tercera dosis y la cuarta dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la tercera dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 7500 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la cuarta dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 8000 a 15000 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

287. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 286, en donde la segunda dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, es 100 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en donde la tercera dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 1000 veces
mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde
la cuarta dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 10000 veces mayor en cantidad
que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

292. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 en donde el enlazador comprende polietilenglicol (PEG),
poliprolina, un aminoécido hidréfilo, un azucar, un peptidoglucano no natural, una polivinilpirrolidona, pluronic F-127,
0 una combinacidn de los mismos.

293. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o0 292 en donde el enlazador comprende PEG.

294. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-293 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, tiene la férmula

B-L-T,

en donde B representa el ligando de molécula pequefia, L representa el enlazador y T representa la fraccién de
direccionamiento, y en donde L comprende una estructura que tiene la férmula

en donde n es un nimero entero de 0 a 200.

295. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-294, en donde el enlazador comprende PEG y la
fraccién de direccionamiento es FITC, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

296. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-295 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 100 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

297. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-296 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 50 nmoles/kg del peso corporal
del paciente.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3010559 T3

298. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-297 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 20 nmoles/kg del peso corporal
del paciente.

299. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-298 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 10 nmoles/kg a 600 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

300. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-299 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 200 nmoles/kg a 600 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

301. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-300 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a una dosis de 400 nmoles/kg a 600 nmoles/kg del peso
corporal del paciente.

302. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-301 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 1 millén de células CAR T a 15 millones de células CAR T.

303. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-302 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 1 millén de células CAR T a 7 millones de células CAR T.

304. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-303 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 1 millén de células CAR T a 5 millones de células CAR T.

305. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 0 292-304 en donde las células CAR T estan en una dosis
de 2 millén de células CAR T a 5 millones de células CAR T.

306. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o0 292-305, en donde el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de pulmén, cancer de huesos, cancer pancreatico, cancer de piel, cdncer de cabeza, céncer
de cuello, melanoma cutaneo, melanoma intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer
rectal, cancer de estébmago, cancer de colon, cancer de mama, cancer de mama ftriple negativo, carcinoma de las
trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la
vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer
de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cdncer de pulmén no microcitico, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, cancer de la uretra, cancer de préstata, leucemia crénica,
leucemia aguda, leucemia mielocitica aguda, linfoma linfocitico, leucemia mieloide, leucemia mielomonocitica,
tricoleucemia, mesotelioma pleural, cancer de la vejiga, linfoma de Burkitt, cdncer del uréter, cancer del rifién,
carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), linfoma
primario del SNC, tumores del eje espinal, glioma del tronco encefélico, adenoma hipofisario y adenocarcinoma de la
unién gastroesofagica.

308. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287 o 292-306 en donde el CAR tiene una regién de
reconocimiento y la regién de reconocimiento es una regién variable de fragmento monocatenario (scFv) de un
anticuerpo anti-FITC, en donde el CAR tiene un dominio de coestimulacién y el dominio de coestimulacién es CD137
(4-1BB), y en donde el CAR tiene un dominio de sefializacién de activacidn y el dominio de sefializacién de activacién
es una cadena CD3C de células T.

309. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso

de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, no es un anticuerpo y no comprende un fragmento de un anticuerpo.
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310. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-309 en donde la fracciéon de
direccionamiento no comprende un epitopo peptidico.

311. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-310 en donde no se produce la liberacién
de citocinas que da lugar a toxicidad inespecifica en el paciente y en donde se produce toxicidad de las células CAR
T para el cancer.

312. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-310 en donde no se produce toxicidad
tisular inespecifica en el paciente y en donde se produce toxicidad de células CAR T para el cancer.

313. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-310 en donde el cancer comprende un
tumor, en donde se reduce el tamafio del tumor en el paciente, y en donde no se produce toxicidad inespecifica.

314. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-313 en donde las células CAR T
comprenden un acido nucleico que comprende SEQ ID NO:1.

315. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-313 en donde las células CAR T
comprenden un polipéptido que comprende SEQ ID NO:2.

316. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-315 en donde el CAR comprende
secuencias de aminoacidos humanizados.

317. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-315 en donde el CAR consiste en
secuencias de aminoacidos humanizados.

318. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-317 en donde la composicién de células
CAR T comprende ademas células T no transformadas.

319. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra continuamente al paciente y el método comprende ademéas
finalizar la administracién continua del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para inhibir o
impedir el sindrome de liberacién de citocinas en el paciente.

320. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 comprende ademas administrar al
paciente un folato, un conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no
comprende una fraccidén de direccionamiento, o un agente que inhibe la activacién de las células CAR T.

321. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, esta en una dosis de 10 nmoles/kg del peso corporal del paciente a
2500 nmoles/kg del peso corporal del paciente y las células CAR T estan en una dosis de 1 millén de las células CAR
T a 15 millones de las células CAR T.

322. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra una vez a la semana al paciente.

324. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso

de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306 o 308-318 en donde la composicién de células
CAR T se administra en al menos dos dosis.
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498. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306, 308-322 o0 324 en donde el cancer es leucemia
mielocitica aguda.

499. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la realizacién 498 en donde el cdncer expresa el receptor de folato-B.

500. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con las realizaciones 498 0 499 en donde las células CAR T tienen un fenotipo de memoria central/memoria
efectora.

501. El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 284-287, 292-306, 308-322, 324 0 498-500 en donde la proporcién
CD8:CD4 de las células CAR T es de 1:1.

En consecuencia, diversas realizaciones se proporcionan en los péarrafos anteriores y en la lista de realizaciones
anterior y todas las realizaciones aplicables se describen en esta "Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas",
la seccién Sumario, los Ejemplos y las reivindicaciones se aplican a estas realizaciones.

Como se describe en el presente documento, un "paciente" puede ser un ser humano o, en el caso de aplicaciones
veterinarias, el paciente puede ser un animal de laboratorio, uno agricola, uno doméstico o uno salvaje. En diversos
aspectos, el paciente puede ser un animal de laboratorio tal como un roedor (por ejemplo, ratén, rata, hamster, etc.),
un conejo, un mono, un chimpancé, un animal doméstico tal como un perro, un gato o un conejo, un animal agricola
tal como una vaca, un caballo, un cerdo, una oveja, una cabra o un animal salvaje en cautiverio tal como un oso, un
panda, un leén, un tigre, un leopardo, un elefante, una cebra, una jirafa, un gorila, un delfin o una ballena.

En diversas realizaciones, el cancer a tratar puede seleccionarse de un carcinoma, un sarcoma, un osteosarcoma, un
linfoma, un melanoma, un mesotelioma, un carcinoma nasofaringeo, una leucemia, un adenocarcinoma o un mieloma.
En otras realizaciones, el cancer puede ser cancer de pulmén, cancer de huesos, cancer pancreatico, cancer de piel,
cancer de cabeza, cancer de cuello, melanoma cutdneo, melanoma intraocular, cancer uterino, cancer de ovario,
cancer de endometrio, cancer rectal, cancer de estémago, céncer de colon, cdncer de mama, cancer de mama triple
negativo, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de
la vagina, carcinoma de la vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado, cancer
del sistema endocrino, céncer de la glandula tiroides, cancer de la gldndula paratiroidea, cancer de pulmdn no
microcitico, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, cancer de la uretra, cancer
de préstata, leucemia crénica, leucemia aguda, incluyendo leucemia mielocitica aguda, un linfoma linfocitico, leucemia
mieloide, leucemia mielomonocitica, tricoleucemia, mesotelioma pleural, cancer de la vejiga, linfoma de Burkitt, cancer
del uréter, cancer del rifién, carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, una neoplasia del sistema
nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, un tumor del eje espinal, un glioma del tronco encefélico, un
adenoma hipofisario y un adenocarcinoma de la unién gastroesofégica.

El cancer es un cancer que expresa el receptor de folato. En otra realizacion, el cancer es un cancer que expresa el
receptor de folato a. En otra realizacién mas, el cadncer es un cancer que expresa el receptor de folato B. En algunos
aspectos de estas realizaciones, el cancer es un cancer de endometrio, un cancer de pulmén no microcitico, un cancer
de ovario o un cancer de mama triple negativo. En otra realizacion, el cancer que se esta tratando es un tumor. En
otra realizacién, el cancer es neoplasico maligno. En otra realizacién, el cancer es leucemia mielocitica aguda. En otra
realizacién mas, el cancer es leucemia mielocitica aguda y el cancer expresa el receptor de folato B. Incluso en otra
realizacién, el cancer es leucemia mielocitica aguda y las células CAR-T tienen un fenotipo de memoria
central/memoria efectora. En otra realizacién més, la proporcién CD8:CD4 de las células CAR T es de 1:1. En otra
realizacién, la proporcién CD8:CD4 es una proporciéon 1,2 a 1, una proporcién 1 a 1,2, una proporciéon 1,3 a 1, una
proporcién 1 a 1,3, una proporcién 1,4 a 1, una proporcién 1 a 1,4, una proporcién 1,5 a 1 o una proporcién 1 a 1,5.
En otras realizaciones donde el cancer es leucemia mielocitica aguda y se usa un agente de rescate, las células CAR
T pueden permanecer presentes en el paciente durante al menos 40 dias, al menos 45 dias, al menos 50 dias, al
menos 55 dias, al menos 60 dias, al menos 70 dias, al menos 80 dias, al menos 90 dias 0 al menos 100 dias después
de la administracién de las células CAR T, incluso después de que se use un agente de rescate para inhibir o impedir
CRS. En otra realizacién el cancer es leucemia mielocitica aguda u otro cancer, las células CAR T asociadas al tumor
pueden tener una expresién aumentada de CD25 con respecto a las células CAR T no asociadas al tumor.

El "ligando de molécula pequefia" es un folato, que es un ligando de molécula pequefia que se une especificamente

a un tipo de célula cancerosa (es decir, el receptor para cada uno de estos ligandos puede estar sobreexpresado en
los canceres en comparacién con los tejidos normales).
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En una realizacion, el ligando de molécula pequefia puede tener una masa de menos de 10.000 Dalton, menos de
9000 Dalton, menos de 8000 Dalton, menos de 7000 Dalton, menos de 6000 Dalton, menos de 5000 Dalton, menos
de 4500 Dalton, menos de 4000 Dalton, menos de 3500 Dalton, menos de 3000 Dalton, menos de 2500 Dalton, menos
de 2000 Dalton, menos de 1500 Dalton, menos de 1000 Dalton o menos de 500 Dalton. En otra realizacion, el ligando
de molécula pequefia puede tener una masa de 1 a 10.000 Dalton, 1 a 9000 Dalton, 1 a 8000 Dalton, 1 a 7000 Dalton,
1 a 6000 Dalton, 1 a 5000 Dalton, 1 a 4500 Dalton, 1 a 4000 Dalton, 1 a 3500 Dalton, 1 a 3000 Dalton, 1 a 2500 Dalton,
1 a 2000 Dalton, 1 a 1500 Dalton, 1 a 1000 Dalton o 1 a 500 Dalton.

El ligando de molécula pequefia en el contexto del "ligando de molécula pequefia enlazado a un enlazador" es un
folato. En diversas realizaciones, el folato puede ser acido félico, un anéalogo del 4cido félico u otra molécula de unién
al receptor de folato. En diversas realizaciones, los anélogos del folato que pueden usarse incluyen 4cido folinico (por
ejemplo, leucovorina), acido pteropoliglutamico y pteridinas fijadoras de receptores de folato tales como
tetrahidropterinas, dihidrofolatos, tetrahidrofolatos y sus analogos desaza y didesaza. Los términos analogos "desaza"
y "didesaza" se refieren a los analogos reconocidos en la técnica que tienen un atomo de carbono sustituido por uno
o dos atomos de nitrégeno en la estructura natural del &cido félico. Por ejemplo, los anélogos de desaza incluyen los
analogos 1-desaza, 3-desaza, 5-desaza, 8-desaza y 10-desaza. Los analogos de didesaza incluyen, por ejemplo, los
analogos 1,5-didesaza, 5,10-didesaza, 8,10-didesaza y 5,8-didesaza. Los anteriores analogos del &cido félico se
denominan convencionalmente "folatos", reflejando su capacidad para unirse a los receptores de folato. Otros
analogos de la unidn al receptor de folato incluyen aminopterina, ametopterina (metotrexato), N10-metilfolato, 2-
desamino-hidroxifolato, analogos de desaza tales como 1-desazametopterina o 3-desazametopterina y acido 3',5'-
dicloro-4-amino-4-desoxi-N10-metilpteroilglutamico (diclorometotrexato).

La "molécula diana" que se une al CAR expresado por las células CAR T es isotiocianato de fluoresceina (FITC).

En un aspecto ilustrativo, el enlazador puede comprender polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoacido hidrofilo,
un azucar, un peptidoglucano no natural, una polivinilpirrolidona, pluronic F-127, o una combinacién de los mismos.

En otro aspecto ilustrativo, el enlazador en el compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, descrito
en el presente documento puede comprender un enlace directo (por ejemplo, una reaccién entre el grupo isotiocianato
de FITC y un grupo amina libre de un ligando de molécula pequefia) o el enlace puede ser a través de un enlazador
intermediario. En una realizacién, si esta presente, un enlazador intermediario puede ser cualquier enlazador
biocompatible conocido en la técnica, tal como un enlazador divalente. En una realizacién ilustrativa, el enlazador
divalente puede comprender de 1 a 30 4tomos de carbono. En otra realizacién ilustrativa, el enlazador divalente puede
comprender de 2 a 20 atomos de carbono. En otras realizaciones, se emplean enlazadores divalentes de menor peso
molecular (es decir, aquellos que tienen un peso molecular aproximado de 30 to 300 Dalton). En otra realizacién, las
longitudes de enlazador que son adecuadas incluyen, pero no se limitan a, enlazadores que tienen 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,390
40 o més atomos.

En diversas realizaciones, el ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento puede ser de
férmula

B-L-T,

en donde B representa el ligando de molécula pequefia, L representa el enlazador y T representa la fraccién de
direccionamiento, y en donde L comprende una estructura que tiene la férmula

n

en donde n es un nimero entero de 0 a 200. En otra realizacidén, n puede ser un nimero entero de 0 a 150, de 0 a
110,de 0a100,de 0a90,de0a80,de0a70, de0ab0 de0a50 de0ad40,de0a30 de0a20 dela15 del
al14,de0a13,del0a12,de0a11,de0a10,de0a9 de0a8, defa7,def0ab delab dela4 dela3de
Oa2,dela1,de15a16,de15a17,de15a18,de15a 19, de15a20,de 15a21,de 15a 22, de 15a23, de 15
a24 de15a25 de15a26,de15a27, de 15a28, de 15a29, de 15a 30, de 15a 31, de 15 a 32, de 15 a 33, de
15a 34,de 15a 35, de 15a 36, de 15 a 37, de 15 a 38, de 15 a 39, de 15 a 40, de 15 a 50, de 15 a 60, de 15 a 70,
de 15 a 80, de 15 a 90, de 15 a 100, de 15 a 110, de 15 a 120, de 15 a 130, de 15 a 140, de 15 a 150 o n puede ser
1,2,3,4,5,6,7,8,9 10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 108, 110, 120, 130, 140 o 150.
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En otra realizacidn, el enlazador puede ser un enlazador divalente que puede incluir uno o mas espaciadores. Los

espaciadores ilustrativos se muestran en la siguiente tabla. Se describen los siguientes espaciadores ilustrativos no

limitantes donde * indica el punto de unién al ligando de molécula pequefia o a la fraccién de direccionamiento, 0 a
5 otras porciones de enlazador divalente.
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*SJZ) 0 *SJZ) o
L(N%* Inre L(NJ

0 0 0

n=0-3 n=0-3 n=1-3

En otras realizaciones, el ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento (puente) puede
tener cualquiera de las siguientes estructuras.

5
HO
(P
'--_
O COH )SL O 0
3 N\/\ CO2H
O N N™ N
HN = N
PN
HNT N7 N
HO
(
g CoH {’\/ H R Q con’
- N\/\ OWN\/\ 2
2 S Dl
HN = N
SR
10 HoN™ "N™ N
En otras realizaciones, el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, no es un anticuerpo y no
comprende un fragmento de un anticuerpo. En otra realizacién mas, la fraccién de direccionamiento no comprende un
epitopo peptidico.
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En una realizacién ilustrativa, el ligando de molécula pequefia enlazado a una fracciéon de direccionamiento mediante
un enlazador (el puente) es isotiocianato de fluoresceina (FITC) enlazado al ligando de molécula pequefia. En un
aspecto, el cancer puede sobreexpresar un receptor para el ligando de molécula pequefia. En otro aspecto, por
ejemplo, las células T citotéxicas u otro tipo de células T, pueden transformarse para expresar un CAR que comprende
scFv anti-FITC. En este aspecto, el CAR puede dirigirse a FITC decorando el cancer con moléculas de FITC como
resultado de la unién del ligando de molécula pequefia al cancer. Por lo tanto, la toxicidad a células normales, no
diana, puede evitarse. En esta realizacién, cuando las células T que expresan CAR anti-FITC se unen a FITC, las
células CAR T se activan y el cancer se mejora.

Se contempla una "sal farmacéuticamente aceptable” de un ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién de
direccionamiento mediante un enlazador. Como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente
aceptable" se refiere a aquellas sales cuyos contraiones pueden usarse en productos farmacéuticos. En diversas
realizaciones, tales sales incluyen, pero o se limitan a 1) sales de adicién de &cido, que puede obtenerse por reaccidén
de la base libre del compuesto precursor con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
nitrico, acido fosférico, acido sulfirico y acido perclérico y similares o con acidos orgénicos tales como 4cido acético,
acido oxalico, acido (D) o (L) malico, acido maleico, &cido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-
toluenosulfénico, &cido salicilico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico o acido maldnico y similares; o (2) sales
formadas cuando un protén acido presente en el compuesto precursor se reemplaza por un ion metalico, por ejemplo,
un ion de metal alcalino, un ion alcalinotérreo o un ion de aluminio; o bien se coordina con una base orgéanica tal como
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trimetamina, N-metilglucamina y similares. Las sales farmacéuticamente
aceptables son bien conocidas por los expertos en la materia y cualquiera de dichas sales farmacéuticamente
aceptables se contempla junto con las realizaciones descritas en el presente documento.

En diversas realizaciones, se forman sales de adicién de acido adecuadas a partir de acidos que forman sales no
téxicas. Los ejemplos ilustrativos incluyen las sales de acetato, aspartato, benzoato, besilato, bicarbonato/carbonato,
bisulfato/sulfato, borato, camsilato, citrato, edisilato, esilato, formiato, fumarato, gluceptato, gluconato, glucuronato,
hexafluorofosfato, hibenzato, clorhidrato/cloruro, bromhidrato/bromuro, yodhidrato/yoduro, isetionato, lactato, malato,
maleato, malonato, mesilato, metilsulfato, naftilato, 2-napsilato, nicotinato, nitrato, orotato, oxalato, palmitato, pamoato,
fosfato/hidrogenofosfato/dihidrogenofosfato, sacarato, estearato, succinato, tartrato, tosilato y trifluoroacetato.

En diversas realizaciones, las sales de bases adecuadas se forman a partir de bases que forman sales no téxicas.
Los ejemplos ilustrativos incluyen las sales de arginina, benzatina, calcio, colina, dietilamina, diolamina, glicina, lisina,
magnesio, meglumina, olamina, potasio, sodio, trometamina y cinc. También pueden formarse semisales de acidos y
bases, por ejemplo, sales de hemisulfato y hemicalcio.

En un aspecto ilustrativo, el compuesto, o una sal farmacéuticamente del mismo, descritos en el presente documento
pueden contener uno 0 mas centros quirales, o pueden ser de otro modo capaces de existir como estereoisémeros
multiples. En consecuencia, diversas realizaciones pueden incluir estereoisémeros puros asi como mezclas de
estereoisémeros, tales como enantibmeros, diasteredbmeros y mezclas enriquecidas enantiomérica o
diastereoméricamente. En un aspecto, el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, descritos en el
presente documento pueden existir como isémeros geométricos. En consecuencia, diversas realizaciones pueden
incluir isémeros geométricos puros o mezclas de isémeros geométricos.

En algunos aspectos, el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, descritos en el presente
documento pueden existir en formas no solvatadas asi como formas solvatadas, que incluyen las formas hidratadas.
En general, las formas solvatadas son equivalentes a las formas no solvatadas y estdn abarcadas dentro del alcance
de la presente invencion.

Los métodos descritos en el presente documento también usan linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T citotdxicos)
disefiados para expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR) que reconoce y se une a la fraccién de
direccionamiento (en concreto, FITC) del puente. En una realizaciéon, los CAR descritos en el presente documento
comprenden tres dominios que incluyen 1) una regién de reconocimiento (por ejemplo, una regién variable de
fragmento monocatenario (scFv) de un anticuerpo, un fragmento Fab y similares) que reconoce y se une a la fraccién
de direccionamiento con especificidad, 2) un dominio de coestimulacién que potencia la proliferacién y supervivencia
de los linfocitos T y 3) un dominio de sefializacién de activaciéon que genera una sefial de activacion de linfocitos T.

En diversos aspectos, como ejemplos no limitantes, pueden usarse regiones scFv de anticuerpos que se unen a un
folato. En realizaciones no limitantes ilustrativas, las regiones scFv pueden prepararse a partir de (i) un anticuerpo
conocido en la técnica que se une a una fraccién de direccionamiento, (ii) un anticuerpo recién preparado usando una
fraccién de direccionamiento seleccionada, tal como un hapteno, y (iii) variantes de secuencia derivadas de las
regiones scFv de dichos anticuerpos, por ejemplo, regiones scFv que tiene al menos el 80 %, al menos el 90 %, al
menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos
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el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el 99,5% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoécidos de la regidén scFv de la que derivan.

En un aspecto, el dominio de coestimulacién sirve para potenciar la proliferacién y la supervivencia de los linfocitos T
citotoxicos tras la union del CAR a una fraccién de direccionamiento. Los dominios de coestimulacién adecuados
incluyen, pero no se limitan a, CD28, CD137 (4-1BB), un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis
tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), CD134 (OX40), un miembro de la superfamilia de receptores TNFR, CD27,
CD30, CD150, DAP10, NKG2D y CD278 (ICOS), una molécula coestimuladora de la superfamilia CD28 expresada en
células T activadas o combinaciones de los mismos. Un experto comprendera que las variantes de secuencia de estos
dominios de coestimulaciéon pueden usarse sin afectar negativamente a la invencién, donde las variantes tienen la
misma o similar actividad que el dominio sobre el que se modelan. En diversas realizaciones, tales variantes pueden
tener al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %,
al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el 99,5% de
identidad de secuencia a la secuencia de aminoacidos del dominio del que derivan.

En una realizacién ilustrativa, el dominio de sefializacién de activacién sirve para activar linfocitos T (por ejemplo,
linfocitos T citotdxicos) tras la unién del CAR a una fraccién de direccionamiento. En diversas realizaciones, los
dominios de sefializacién de activacién adecuados incluyen la cadena CD3( de células T, proteina del receptor CD3
delta, proteina del receptor mbl, proteina del receptor B29 y receptor Fc y. El experto comprendera que las variantes
de secuencia de estos dominios de sefializacién de activacién pueden usarse cuando las variantes tienen la misma o
similar actividad que el dominio sobre el que se modelan. En diversas realizaciones, las variantes tienen al menos el
80 %, al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el 99,5% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos del dominio del que derivan.

En un aspecto, las construcciones que codifican los CAR se preparan mediante técnicas de ingenieria genética. Tales
técnicas se describen detalladamente en Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 32 Edicién, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, (2001) y Green and Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 42 Edicién,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2012).

Como ejemplos, un plasmido o vector de expresion virica (por ejemplo, un vector lentivirico, un vector retrovirico,
sleeping beauty y piggyback (sistemas transposén/transposasa que incluyen un sistema de administraciéon de genes
CAR no mediado por virus)) pueden prepararse que codifica una proteina de fusién que comprende una regién de
reconocimiento, uno 0 mas dominios de coestimulacién y un dominio de sefializacién de activacién, en marco y
enlazados en direccion 5' a 3'. En otras realizaciones, se aceptan otras disposiciones que incluyan una regién de
reconocimiento, un dominio de sefializacién de activacién y uno o mas dominios de coestimulacién. En una realizacién,
la colocacion de la region de reconocimiento en la proteina de fusién sera generalmente de tal manera que se consiga
la visualizacion de la regién en el exterior de la célula. En una realizacién, los CAR pueden incluir elementos
adicionales, tales como un péptido sefial (por ejemplo, péptido sefial CD8a) para garantizar la exportacién adecuada
de la proteina de fusién a la superficie celular, un dominio transmembrana para garantizar que la proteina de fusién
se mantenga como una proteina integral de membrana (por ejemplo, dominio transmembrana CD8a, dominio
transmembrana CD28 o dominio transmembrana CD3(), y un dominio bisagra (por ejemplo, bisagra CD8a) que
confiere flexibilidad a la regién de reconocimiento y permite una fuerte unién a la fraccién de direccionamiento.

Se muestra un diagrama de un CAR ilustrativo en la Figura 5 donde la secuencia de proteina de fusién se incorpora a
un vector de expresién de lentivirus y donde "SP" es un péptido sefial, el CAR es un CAR anti-FITC, estan presentes
una bisagra CD8a y un dominio transmembrana CD8q, el dominio de coestimulacién es 4-1BB y el dominio de
sefializacién de activacion es CD3C. Las secuencias de &cido nucleico ilustrativas de un inserto CAR se proporcionan
como SEQ ID NO: 1y 3 y la secuencia de aminoacidos codificada se proporciona como SEQ ID NO:2. En otra
realizacién méas, SEQ ID NO:2 puede comprender o consistir en secuencias de aminoacidos humanizadas o humanas.

En una realizacién, el CAR tiene una regidén de reconocimiento y la regién de reconocimiento es una regidn variable
de fragmento monocatenario (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, un dominio de coestimulacién y el dominio de
coestimulacién es CD137 (4-1BB), y un dominio de sefializacién de activacién y el dominio de sefializacién de
activacion es una cadena CD3C de células T. Es bien sabido por el experto que un scFv anti-FITC y un scFv anti-
fluoresceina son términos equivalentes.

En una realizacion, los linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T citotéxicos) pueden modificarse genéticamente para que
expresen construcciones de CAR transfectando una poblacién de linfocitos T con un vector de expresion que codifique
la construccién de CAR. Los métodos adecuados para preparar una poblacidn transducida de linfocitos T que expresan
una construccién CAR seleccionada son bien conocidos por el experto en la materia y se describen en Sambrook et
al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 32 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2001) y Green and
Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 42 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2012).
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En una realizacién, se proporcionan células CAR T que comprenden un &cido nucleico de SEQ ID NO: 1 0 3. En otra
realizacién, se proporcionan células CAR T que comprenden un polipéptido de SEQ ID NO:2. En otro aspecto
ilustrativo, se proporciona un acido nucleico (por ejemplo, un acido nucleico aislado) que comprende SEQ ID NO: 1 0
3 y que codifica un receptor de antigeno quimérico. En otra realizacién més, se proporciona un polipéptido receptor
de antigeno quimérico que comprende SEQ ID NO:2. En otra realizacién, se proporciona un vector que comprende
SEQ ID NO: 1 0 3. En otro aspecto, se proporciona un vector lentivirico que comprende SEQ ID NO: 1 0 3. En otra
realizacién méas, SEQ ID NO:2 puede comprender o consistir en secuencias de aminoacidos humanizadas o humanas.

En cada una de estas realizaciones, las secuencias variantes de acidos nucleicos o de aminoacidos que tiene al menos
el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el
99,5 % de identidad con SEQ ID NO: 1 a 3 se contemplan. En otra realizacién, la secuencia de acido nucleico puede
ser una secuencia de acido nucleico variante que tiene al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al
menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o al menos el 99,5 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:
1 0 2 siempre que la secuencia variante codifique un polipéptido de SEQ ID NO:2. En otra realizacién, la secuencia
de acido nucleico o la secuencia de aminoacidos puede ser una secuencia variante de acido nucleico o de aminoécidos
que tenga al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos 99 %
o al menos el 99,5 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO:1 o 3 a lo largo de un tramo de 200 &cidos nucleicos
o, para SEQ ID NO:2, a lo largo de un tramo de 200 aminoacidos. En una realizacién, la determinacién del porcentaje
de identidad o similitud entre secuencias puede realizarse, por ejemplo, usando el programa GAP (Genetics Computer
Group, software; ahora disponible a través de Accelrys en http://mwww.accelrys.com), y las alineaciones pueden
realizarse usando, por ejemplo, el algoritmo ClustalW (software VNTI, InforMax Inc.). Se puede buscar en una base
de datos de secuencias usando la secuencia de acido nucleico 0 aminoacido de interés. Los algoritmos de busqueda
en bases de datos se basan normalmente en el programa informatico BLAST (Altschul et al., 1990). En algunas
realizaciones, el porcentaje de identidad puede determinarse a lo largo de la longitud completa de la secuencia de
acido nucleico o aminoacido.

También estan dentro del &mbito de las reivindicaciones los &cidos nucleicos complementarios a los &cidos nucleicos
representados por SEQ ID NO: 1y 3, y aquellos que hibridan con los acidos nucleicos representados por SEQ ID NO:
1y 3, o aquellos que hibridan con sus complementos en condiciones altamente rigurosas. "Condiciones altamente
rigurosas” significa hibridacién a 65 °C en SSPE 5X y formamida al 50 %, y lavado a 65 °C en SSPE 0,5X. Las
condiciones para hibridacién de alta rigurosidad, de baja rigurosidad y moderadamente rigurosa se describen en
Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 32 Edicidén, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2001)
y Green and Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 42 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
(2012). En algunos aspectos ilustrativos, la hibridacién se produce a lo largo de toda la longitud del acido nucleico.

En una realizacién, los linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T citotéxicos usados para preparar células CAR T o células
T no transformadas), usados en los métodos descritos en el presente documento, pueden ser células autdlogas,
aunque también pueden usarse células heterélogas, tal como cuando el paciente tratado ha recibido altas dosis de
quimioterapia o radioterapia para destruir el sistema inmunitario del paciente. En una realizacién, pueden usarse
células alogénicas.

En un aspecto, los linfocitos T pueden obtenerse de un paciente por medios bien conocidos en la técnica. Por ejemplo,
las células T (por ejemplo, células T citotéxicas o células T no transformadas) pueden obtenerse mediante la extraccion
de sangre periférica del paciente, sometiendo la sangre a centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll y a
continuacion usando un kit de aislamiento de células T negativo (tal como EasySep™ T Cell Isolation Kit) para aislar
una poblacién de células T de la sangre periférica. En una realizacién ilustrativa, la poblacién de linfocitos T (por
ejemplo, células T citotdxicas o células T no transformadas) no tiene por qué ser pura y puede contener otras células
tales como otros tipos de células T (en el caso de células T citotdxicas, por ejemplo), monocitos, macréfagos, linfocitos
citoliticos naturales y células B. En un aspecto, la poblacién recogida puede comprender al menos el 90 % del tipo
celular seleccionado, al menos el 91 %, el 92 %, el 93 %, el 94 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el
100 % del tipo de célula seleccionada.

En una realizacién, después de que se obtienen los linfocitos T (por ejemplo, células T citotdxicas usadas para preparar
células CAR T), las células se cultivan en condiciones que promueven la activacion de las células. En esta realizacién,
las condiciones de cultivo pueden ser de tal manera que las células puedan administrarse a un paciente sin
preocuparse por la reactividad contra los componentes del medio de cultivo. Por ejemplo, las condiciones de cultivo
pueden no incluir productos derivados del suero bovino, tal como albimina de suero bovino. En un aspecto ilustrativo,
la activacion puede lograrse introduciendo activadores conocidos en el medio de cultivo, tales como anticuerpos anti-
CD3 en el caso de células T citotdxicas. Otros activadores adecuados incluyen anticuerpos anti-CD28. En un aspecto,
la poblacién de linfocitos puede cultivarse en condiciones que promuevan la activaciéon durante 1 a 4 dias. En una
realizacién, el nivel adecuado de activacién puede determinarse en funcién del tamafio celular, la tasa de proliferacion
o los marcadores de activacién determinados por citometria de flujo.
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En una realizacion ilustrativa, después de que la poblacién de linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T citotéxicos usados
para preparar células CAR T) se haya cultivado en condiciones que promueven la activacién, las células pueden
transfectarse con un vector de expresidén que codifique un CAR. Se han descrito anteriormente vectores y métodos de
transfeccién adecuados para su uso en diversas realizaciones. En un aspecto, después de la transfeccidn, las células
pueden administrarse inmediatamente al paciente o las células pueden cultivarse durante al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0o mas dias, o entre 5 y 12 dias, entre 6 y 13 dias, entre 7y 14 dias o entre 8 y
15 dias, por ejemplo, para dar tiempo a que las células se recuperen de la transfeccién. En un aspecto, las condiciones
de cultivo adecuadas pueden ser similares a las condiciones en que se cultivaron las células para la activacién ya sea
con o sin el agente que se usé para promover la activacion.

Por lo tanto, como se ha descrito anteriormente, en un aspecto ilustrativo, los métodos de tratamiento descritos en el
presente documento pueden comprender ademas 1) obtener una poblacién de linfocitos T autdlogos o heterélogos
(por ejemplo, linfocitos T citotdxicos usados para preparar células CAR T), 2) cultivar los linfocitos T en condiciones
que promuevan la activacién de las células y 3) transfectar los linfocitos con un vector de expresiéon que codifique una
CAR para formar células CAR T.

En una realizacion ilustrativa, cuando las células se han transfectado y activado, puede prepararse una composicion
que comprende las células CAR T y administrarse al paciente, con o sin células T no transformadas. En una
realizacion, los medios de cultivo que carezcan de cualquier producto de origen animal, tal como suero bovino, puede
usarse para cultivar las células CAR T y/o las células T no transformadas. En otra realizacién, las condiciones de
cultivo de tejidos normalmente usadas por el experto para evitar la contaminacién con bacterias, hongos y
micoplasmas pueden usarse. En una realizacién ilustrativa, antes de administrarse a un paciente, las células (por
ejemplo, células CAR T y/o células T no transformadas) se sedimentan, se lavan y se resuspenden en un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones ilustrativas que comprenden linfocitos T que expresan
CAR (por ejemplo, linfocitos T citotéxicos) o células T no transformadas incluyen composiciones que comprenden las
células en solucién salina estéril de 290 mOsm, en criomedio infusionable (que contiene Plasma-Lyte A, dextrosa,
inyeccién de cloruro sddico, seralbimina humana y DMSO), en NaCl al 0,9 % con seroalbdmina humana al 2 %, o en
cualquier otro material infusible estéril de 290 mOsm. Como alternativa, en otra realizacién, dependiendo de la
identidad del medio de cultivo, las células CAR T o las células T no transformadas pueden administrarse en el medio
de cultivo como la composicién, o concentrarse y resuspenderse en el medio de cultivo antes de la administracidén. En
diversas realizaciones, la composicién de las células CAR T, con o sin células T notransformadas, puede administrarse
al paciente por cualquier medio adecuado, tal como administracion parenteral, por ejemplo, por via intradérmica, por
via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa o por via intratecal.

En un aspecto, el niUmero total de células CAR T y la concentracién de las células en la composicién administrada al
paciente variardn dependiendo de varios factores incluyendo el tipo de linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T citotdxicos)
que se usen, la especificidad de unién del CAR, la identidad de la molécula diana y el ligando de molécula pequefia,
la identidad del cancer, la localizacién del cdncer en el paciente, los medios usados para administrar las composiciones
al paciente y la salud, la edad y el peso del paciente que se esta tratando. En diversas realizaciones, las composiciones
adecuadas que comprenden células CAR T transducidas incluyen aquellas que tienen un volumen de 0,1 ml a 200 ml
yde 0,1 mla 125 ml.

En diversas realizaciones, las células CAR T transducidas administradas al paciente pueden comprender de 1 x 10°
a1x10"ode1x10%a1 x 10" células CAR T transducidas. En diversas realizaciones pueden administrarse de 1 x
10521 x 10", de1x10%a1x10" de1x10%a 1 x10°% de1x10%a 1 x 105 de 1 x 1052 2X 107, de 1 x 10%a 3 x
107, de 1 x10%a1,5%x 107, de 1 x10%a1 =107, de 1 x10°a 9 x 108, de 1 x 10°a 8 x 10% de 1 x 10%a 7 x 10°, de 1
x 1026 x 10% de1x10%°a5x10°% de1x10°a4 x10° de 1 x 1023 x 10°% de 1 x 10°a2 x 10°%, de 2 x 10°a 6 x
10°, de2 x 10°a 5 x 10% de 3 x 10°a 6 x 10°% de 4 x 10°a 6 x 10°, de 4 x 10°a 1 x 107, de 1 x 10°a 1 x 107, de 1 x
10°a1,5x 107, de 1 x 10822 %107, de 0,2 x 10°a1 x 107, de 0,2 x 10%°a 1,5 x 107, de 0,2 x 10°a 2 x 107 0 5 x 108
células CAR T al paciente. En un aspecto, en cualquier realizacién descrita en el presente documento, una dosis Unica
o multiples dosis de las células CAR T pueden administrarse al paciente. En cualquiera de las realizaciones descritas
en este parrafo, la dosis de células CAR T puede expresarse en nimero de células CAR T por kg de peso corporal
del paciente. En cualquier realizacién descrita en el presente documento, las células CAR T pueden administrarse
antes del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Como se puede entender, las designaciones
i), ii) y iii), etc. para las etapas de cualquier método descrito en el presente documento no indican un orden salvo que
se especifique lo contrario.

En las diversas realizaciones descritas en el presente documento, las células T no transformadas también pueden
administrarse con las células CAR T y pueden administrarse en las cantidades descritas en el presente documento
para las células CAR Ty las células T no transformadas. En un aspecto, puede administrarse una mezcla de células
CAR Ty células T no transformadas una sola vez o multiples veces, o pueden administrarse combinaciones de dosis
de células CAR T puras y mezclas de células CAR T y células T no transformadas (por ejemplo, una dosis de células
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CAR T seguida de una o mas dosis de una mezcla de células CAR Ty células T no transformadas). Como esté claro
para el experto a partir de la divulgacién en el presente documento, una mezcla de células CAR T y células T no
transformadas como se describe en el presente documento, significa que las células CAR T se mezclan con células T
no transformadas que no se han expuesto a una construcciéon usada para la expresién de un receptor de antigeno
quimérico.

En otras realizaciones, la dosis de células CAR T administrada al paciente en la composicién de células CAR T se
selecciona del grupo que consiste en 1 millén, 2 millones, 3 millones, 4 millones, 5 millones, 6 millones, 7 millones,
8 millones, 9 millones, 10 millones, 11 millones, 12 millones, 12,5 millones, 13 millones, 14 millones y 15 millones de
las células CAR T. En estas realizaciones, la dosis de células CAR T puede expresarse en nimero de células CAR T
por kg de peso corporal del paciente.

En otras realizaciones ilustrativas mas, la composicién de células CAR T se administra mediante inyeccién en el
torrente sanguineo del paciente y las células CAR T en el torrente sanguineo del paciente son al menos el 5 por ciento,
al menos el 7 por ciento, al menos el 10 por ciento, al menos el 11 por ciento, al menos el 12 por ciento, al menos el
13 por ciento, al menos el 14 por ciento o al menos el 15 por ciento del total de células T del paciente en el torrente
sanguineo del paciente cuatro semanas después de la inyeccién de la composicién de células CAR T, al menos el
20 por ciento, el 25 por ciento, el 30 por ciento, el 35 por ciento, el 40 por ciento o el 50 por ciento en 3 semanas
después de la inyeccién de la composicion de células CAR T, al menos el 60 por ciento, el 65 por ciento, el 70 por
ciento, el 75 por ciento o el 80 por ciento en 2 semanas después de la inyeccién de la composicion de células CAR T
o al menos el 85 por ciento, el 90 por ciento 0 el 95 en 1 semana después de la inyeccién de la composiciéon de células
CART.

En las realizaciones descritas en el presente documento, la composicién de células CAR T puede comprender células
CAR T sin ningun otro tipo celular, o pueden administrarse al paciente células T no transformadas junto con células
CAR T. En realizaciones donde se administran multiples dosis de la composiciéon de células CAR T, cualquier dosis
puede comprender células CAR T o una mezcla de células CAR T y células T no transformadas. En diversas
realizaciones, las células T no transformadas pueden administrarse en las cantidades descritas en el presente
documento para las células CAR T.

En otra realizacién, cualquier dosis de la composicién de células CAR T puede comprender una mezcla de células
CAR T y células T no transformadas en una proporcién seleccionada de 1:5 de las células CAR T a las células T no
transformadas, 1:4 de las células CAR T a las células T no transformadas, 1:3 de las células CAR T a las células T no
transformadas, 1:2 de las células CAR T a las células T no transformadas y 1: 1 de las células CAR T a las células T
no transformadas.

En otras realizaciones mas, cualquier dosis de la composicidén de células CAR T puede comprender una mezcla de
células CAR T y células T no transformadas en una proporcién de 1:1 a 1:5 de células CAR T a las células T no
transformadas, o la composicién de células CAR T puede comprender una mezcla de 10 millones de las células CAR
T y 40 millones de células T no transformadas, 15 millones de las células CAR T y 35 millones de las células T no
transformadas, 20 millones de las células CAR Ty 30 millones de las células T no transformadas o 25 millones de las
células CAR T y 25 millones de las células T no transformadas.

El compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicién de células CAR T descritos en el
presente documento pueden administrarse al paciente mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica.
Como se describe en el presente documento, el término "administrar" o "administrado" incluye todos los medios de
introducir el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composicién de células CAR T al
paciente, incluyendo, pero no limitado a, oral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, transdérmica y similares. En un
aspecto, el compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, descritos en el presente documento pueden
administrarse en formas de dosificacion unitarias y/o formulaciones que contengan portadores, adyuvantes y vehiculos
convencionales no téxicos farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o la composiciéon de células CAR T
como se describe en el presente documento pueden administrarse directamente en el torrente sanguineo, en el
musculo, o en un 6rgano interno. En diversas realizaciones, las vias adecuadas para dicha administracién parenteral
incluyen suministro intravenoso, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, epidural, intracerebroventricular, intrauretral,
intraesternal, intracraneal, intratumoral, intramuscular y subcutdneo. En una realizacién, los medios para la
administracién parenteral incluyen inyectores de aguja (incluyendo microagujas), inyectores sin aguja y técnicas de
infusién.

En un aspecto ilustrativo, las formulaciones parenterales son normalmente soluciones acuosas que pueden contener
vehiculos o excipientes tales como sales, hidratos de carbono y agentes tamponantes (preferentemente a un pH de 3
a 9), pero pueden formularse més adecuadamente como una solucién no acuosa estéril o como una forma seca para
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usarse junto con un vehiculo adecuado tal como agua estéril apirégena o solucién salina estéril. En otras realizaciones,
cualquiera de las formulaciones liquidas descritas en el presente documento puede adaptarse para su administracién
parenteral como se describe en el presente documento. La preparacion en condiciones estériles, mediante liofilizacion
para producir un polvo liofilizado estéril para una formulaciéon parenteral, puede lograrse facilmente usando técnicas
farmacéuticas convencionales bien conocidas por los expertos en la materia. En una realizacién, la solubilidad del
compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, usado en la preparacién de una formulacién parenteral
puede aumentarse mediante el uso de técnicas de formulacién adecuadas, tales como la incorporacién de agentes
potenciadores de la solubilidad.

La cantidad del compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, a administrar al paciente puede variar
significativamente en funcién del cancer que se esté tratando, la via de administracion del compuesto, o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y la distribucién tisular. La cantidad a administrarse a un paciente puede
basarse en la superficie corporal, la masa y la evaluacién del médico. En diversas realizaciones, las cantidades que
han de administrarse pueden variar, por ejemplo, de 0,05 mg a 30 mg, de 0,05 mg a 25,0 mg, de 0,05 mg a 20,0 mg,
de 0,05 mg a 15,0 mg, de 0,05 mg a 10,0 mg, de 0,05 mg a 9,0 mg, de 0,05 mg a 8,0 mg, de 0,05 mg a 7,0 mg, de
0,05 mg a 6,0 mg, de 0,05 mg a 5,0 mg, de 0,05 mg a 4,0 mg, de 0,05 mg a 3,0 mg, de 0,05 mg a 2,0 mg, de 0,05 mg
a 1,0 mg, de 0,05 mg a 0,5 mg, de 0,05 mg a 0,4 mg, de 0,05 mg a 0,3 mg, de 0,05 mg a 0,2 mg, de 0,05 mga 0,1 mg,
de 0,01 mg a2mg, de 0,3mga 10 mg, de 0,1 mg a 20 mg o de 0,8 mg a 3 mg. Un experto en la materia apreciara
facilmente que la dosis puede variar dentro de los diversos intervalos indicados anteriormente en funcién de los
factores sefialados anteriormente, y puede ser a discrecién del médico.

En otras realizaciones, la dosis del compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede variar, por
ejemplo, de 50 nmoles/kg a 3000 nmoles/kg del peso corporal del paciente, de 50 nmoles/kg a 2000 nmoles/kg, de
50 nmoles/kg a 1000 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a 900 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a 800 nmoles/kg, de
50 nmoles/kg a 700 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg
a 400 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a 300 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a 200 nmoles/kg, de 50 nmoles/kg a
100 nmoles/kg, de 100 nmoles/kg a 300 nmoles/kg, de 100 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de 100 nmoles/kg a
1000 nmoles/kg, de 100 nmoles/kg a 2000 nmoles/kg del peso corporal del paciente. En otras realizaciones, la dosis
puede ser 1 nmol/kg, 5 nmoles/kg, 10 nmoles/kg, 20 nmoles kg, 25 nmoles/kg, 30 nmoles/kg, 40 nmoles/kg,
50 nmoles/kg, 60 nmoles/kg, 70 nmoles/kg, 80 nmoles/kg, 90 nmoles/kg, 100 nmoles/kg, 150 nmoles/kg,
200 nmoles/kg, 250 nmoles/kg, 300 nmoles/kg, 350 nmoles/kg, 400 nmoles/kg, 450 nmoles/kg, 500 nmoles/kg,
600 nmoles/kg, 700 nmoles/kg, 800 nmoles/kg, 900 nmoles/kg, 1000 nmoles/kg, 2000 nmoles/kg, 2500 nmoles/kg o
3000 nmoles/kg de peso corporal del paciente. En otras realizaciones mas, la dosis puede ser 0,1 nmoles/kg,
0,2 nmoles/kg, 0,3 nmoles/kg, 0,4 nmoles kg, o 0,5 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 1000 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg
a 900 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 850 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 800 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a
700 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a
400 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 300 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 200 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a
100 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 50 nmoles/kg, de 0,1 nmoles/kg a 10 nmoles/kg o de 0,1 nmoles/kg a 1 nmol/kg
de peso corporal del paciente. En otras realizaciones, la dosis puede ser de 0,3 nmoles/kg a 1000 nmoles/kg, de
0,3 nmoles/kg a 900 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 850 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 800 nmoles/kg, de
0,3 nmoles/kg a 700 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de
0,3 nmoles/kg a 400 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 300 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 200 nmoles/kg, de
0,3 nmoles/kg a 100 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 50 nmoles/kg, de 0,3 nmoles/kg a 10 nmoles/kg o de
0,3 nmoles/kg a 1 nmol/kg de peso corporal del paciente. En estas realizaciones, "kg" son kilogramos de peso corporal
del paciente. En un aspecto, una dosis Unica o multiples dosis del compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, pueden administrarse al paciente.

En otras diversas realizaciones, la dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede variar,
por ejemplo, de 10 nmoles/kg a 10000 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 5000 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg
3000 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 2500 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 2000 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg
1000 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 900 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 800 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg
700 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg
400 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 300 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 200 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg
150 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 100 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 90 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 80 nmoles/kg,
de 10 nmoles/kg a 70 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 60 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 50 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg
a 40 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 30 nmoles/kg, de 10 nmoles/kg a 20 nmoles/kg, de 200 nmoles/kg a
900 nmoles/kg, de 200 nmoles/kg a 800 nmoles/kg, de 200 nmoles/kg a 700 nmoles/kg, de 200 nmoles/kg a
600 nmoles/kg, de 200 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de 250 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de 300 nmoles/kg a
600 nmoles/kg, de 300 nmoles/kg a 500 nmoles/kg o de 400 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de peso corporal del
paciente. En otras diversas realizaciones, la dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
puede variar, por ejemplo, de 1 nmoles/kg a 10000 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 5000 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a
3000 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 2500 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 2000 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a
1000 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 900 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 800 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 700 nmoles/kg,
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de 1 nmoles/kg a 600 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 500 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 400 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg
a 300 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 200 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 150 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 100 nmoles/kg,
de 1 nmoles/kg a 90 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 80 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 70 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a
60 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 50 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 40 nmoles/kg, de 1 nmoles/kg a 30 nmoles/kg o de
1 nmoles/kg a 20 nmoles/kg, En estas realizaciones, "kg" son kilogramos de peso corporal del paciente. En un aspecto,
una dosis Unica o multiples dosis del compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden administrarse
al paciente.

En otra realizacion, de 20 ug/kg de peso corporal del paciente a 3 mg/kg de peso corporal del paciente del compuesto,
o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden administrarse al paciente. En otro aspecto, las cantidades
pueden ser de 0,2 mg/kg de peso corporal del paciente a 0,4 mg/kg de peso corporal del paciente, o pueden ser
50 ug/kg de peso corporal del paciente. En un aspecto, una dosis Unica o multiples dosis del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden administrarse al paciente.

En una realizacién, el ligando de molécula pequefia enlazado a la molécula diana puede administrarse al paciente
antes de la composicién de células CAR T. En otra realizacion, el ligando de molécula pequefia enlazado a la molécula
diana puede administrarse al paciente al mismo tiempo que la composicion de células CAR T, pero en formulaciones
diferentes, o en la misma formulacién. En otra realizacién més, el ligando de molécula pequefia enlazado a la molécula
diana puede administrarse al paciente después de la composicién de células CAR T.

En un aspecto ilustrativo, el tiempo transcurrido entre la administracién de las células CAR T y la molécula pequefia
enlazada a la fraccién de direccionamiento puede variar ampliamente en funcién de factores que incluyen el tipo de
células CAR T que se usen, la especificidad de unién del CAR, la identidad de la molécula diana y el ligando de
molécula pequefia, la identidad del cancer, la localizacion del cancer en el paciente, los medios usados para
administrar al paciente las células CAR Ty el ligando de molécula pequefia enlazado a la fraccién de direccionamiento,
y la salud, la edad y el peso del paciente. En un aspecto, el ligando de molécula pequefia enlazada a la molécula diana
puede administrarse antes o después de las células CAR T, tal como en 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39,
42 45 48 051 horas,0en 0,5 1,1,5,2,25,3,45, 6,7, 8,9, 10 o mas dias.

En una realizacién, puede usarse cualquier control estricto de posologia aplicable conocido en la técnica para la
administraciéon del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o para la composicién de células CAR
T. Por ejemplo, la posologia una vez al dia (también conocida como, qd), la posologia dos veces al dia (también
conocida como bid), la posologia tres veces al dia (también conocida como tid), la posologia dos veces por semana
(también conocida como BIW), la posologia tres veces por semana (también conocida como TIW), la posologia una
vez por semana y similares, pueden usarse. En un aspecto, el control estricto de posologia seleccionado para el
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T puede tener en
cuenta la concentracién del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y el nimero de células CAR
T administradas, para regular la citotoxicidad de la composicién de células CAR Ty controlar CRS.

En una realizacion, para impedir o inhibir el sindrome de liberacién de citocinas (CRS) en el paciente, un compuesto
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el compuesto comprende un ligando de molécula
pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador, en donde el ligando de molécula
pequefia es un folato y la fraccién de direccionamiento es FITC y una composicién de células CAR T en donde la
composicién de células CAR T comprende células CAR T y en donde las células CAR T comprenden un CAR dirigido
a la fraccién de direccionamiento se proporcionan para su uso en un método de tratamiento de un céncer, en donde
el cancer es un cancer que expresa receptores de folato, en donde el método comprende i) administrar a un paciente
un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el compuesto comprende un ligando de
molécula pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador, ii) administrar al paciente una
composicion de células CAR T en donde la composicién de células CAR T comprende células CAR T y en donde las
células CAR T comprenden un CAR dirigido a la fraccién de direccionamiento, y iii) administrar al paciente un folato,
un conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccion
de direccionamiento, o un farmaco que inhibe la activacién de las células CAR T,

en donde al menos una primera dosis y una segunda dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, se administran al paciente, en donde la primera dosis y la segunda dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 15000 veces mayor
en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En esta realizacidn, la etapa de administrar al paciente un folato, un conjugado que comprende un folato en donde el
conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o un farmaco que inhibe la
activacion de las células CAR T puede usarse para impedir o inhibir CRS en el paciente. En esta realizacién, cualquiera
de un folato, un conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no comprende
una fraccién de direccionamiento, o un farmaco que inhibe la activacién de las células CAR T puede denominarse en
el presente documento un "agente de rescate". En una realizacién, un folato, tal como acido félico, puede administrarse
para impedir o inhibir CRS en el paciente. En esta realizacién, el folato inhibe la interaccion del puente (es decir, el
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ligando de molécula pequefia enlazado a la molécula diana mediante un enlazador) con los receptores del puente en
el tumor inhibiendo la lisis tumoral e impidiendo o inhibiendo CRS en el paciente.

En una realizacién, el folato administrado como un inhibidor de la unién del puente al tumor puede ser, por ejemplo,
acido félico, un analogo del acido félico u otra molécula de unién al receptor de folato. En diversas realizaciones, los
analogos del folato que pueden usarse incluyen acido folinico, acido pteropoliglutamico y pteridinas fijadoras de
receptores de folato tales como tetrahidropterinas, dihidrofolatos, tetrahidrofolatos y sus anélogos desaza y didesaza.
Los términos analogos "desaza" y "didesaza" se refieren a los analogos reconocidos en la técnica que tienen un atomo
de carbono sustituido por uno o dos dtomos de nitrégeno en la estructura natural del &cido félico. Por ejemplo, los
analogos de desaza incluyen los anélogos 1-desaza, 3-desaza, 5-desaza, 8-desaza y 10-desaza. Los analogos de
didesaza incluyen, por ejemplo, los analogos 1,5-didesaza, 5,10-didesaza, 8,10-didesaza y 5,8-didesaza. Los
anteriores analogos del acido félico se denominan convencionalmente "folatos”, reflejando su capacidad para unirse
a los receptores de folato. Otros anélogos de la unién al receptor de folato incluyen aminopterina, ametopterina
(metotrexato), N10-metilfolato, 2-desamino-hidroxifolato, anédlogos de desaza tales como 1-desazametopterina o 3-
desazametopterina y acido 3',5-dicloro-4-amino-4-desoxi-N10-metilpteroilglutamico (diclorometotrexato).

En otra realizacion, el folato administrado como un inhibidor de la unién del puente al tumor tiene la férmula

X RR RR o
W, =4
NTY™ Q7 ST s T
| ! X ¢
AN X

en donde X' e Y' se selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en halo, R% OR? SR3y NR*R?;

U, V y W representan moléculas divalentes cada una de las cuales se selecciona independientemente del grupo
que consiste en -(R%)C=, -N=, -(R®)C(R72)- y -N(R*)-; Q se selecciona del grupo que consiste en Cy CH; T se
selecciona del grupo que consiste en S, O, Ny -C=C-;

X2y X3 se selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en oxigeno, azufre, -C(2)-, -C(Z2)O-, -
OC(Z)-, -N(R*)-, -C(Z)N(R*)-, -N(R*)C(Z)-, -OC(Z)N(R*)-, -N(R*)C(Z)O-, -N(R*)C(Z)N(R5®)-, -S(O)-, -S(O)-, -
N(R*)S(0)2-, -C(R®) (R™)-, -N(C=CH)-, -N(CHC=CH)-, alquileno C4-C12 y alquilenoxi C4-C+2, donde Z es oxigeno
o azufre;

R' se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, alquilo C4-C+2 y alcoxi C1-C12;

R? R3 R* R% R%, R5 R® R® y R se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno, halo, alquilo C4-C4z, alcoxi C4-Cqa, alcanoilo C4-Cyz, alquenilo C4-Cqo, alquinilo C4-Cqo, (alcoxi Cs-
C1o)carbonilo y (alquilamino C4-C12)carbonilo;

R® y R7 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halo, alquilo C4-C12y
alcoxi C1-C+2; 0, R® y R” se toman juntos para formar un grupo carbonilo;

R% y R™ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, alquilo C4-C12
y alcoxi C4-Cqz; 0 R® y R se toman juntos para formar un grupo carbonilo;

p, , s y t son cada uno independientemente cualquierade 0o 1; y

* representa un enlace covalente opcional con el resto del conjugado, si alguna molécula quimica adicional forma
parte del folato.

En otra realizacién més, puede administrarse un conjugado que comprende un folato para impedir o inhibir el sindrome
de liberacion de citocinas (CRS) en el paciente. CRS es un término bien conocido en la técnica y este sindrome puede
provocar efectos perjudiciales para el paciente, incluyendo, pero no limitado a pérdida de peso, fiebre alta, edema
pulmonar y una peligrosa caida de la presién arterial.

En esta realizacidn, el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccidn de direccionamiento, y, por lo
tanto, el conjugado inhibe la interaccion del puente con el tumor para impedir la lisis tumoral y reducir CRS en el
paciente. En esta realizacién, la fraccion de folato en el conjugado que comprende un folato puede comprender
cualquiera de los folatos descritos en los parrafos anteriores enlazado a una fraccién quimica que no comprende una
fraccién de direccionamiento. En un aspecto, el conjugado que comprende un folato puede comprender un folato unido
a uno o mas aminoacidos que no comprenden una fraccién de direccionamiento. De manera ilustrativa, el conjugado
que comprende un folato puede tener la férmula
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Este compuesto también puede denominarse "EC923". En estas realizaciones, el folato o el conjugado que comprende
un folato puede administrarse al paciente en exceso molar con respecto al puente (es decir, el ligando de molécula
pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador), tal como un exceso de 10 veces, un
exceso de 100 veces, un exceso de 200 veces, un exceso de 300 veces, un exceso de 400 veces, un exceso de
500 veces, un exceso de 800 veces, un exceso de 700 veces, un exceso de 800 veces, un exceso de 900 veces,, un
exceso de 1.000 veces o un exceso de 10.000 veces del folato o del conjugado que comprende un folato con respecto
al ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccidén de direccionamiento mediante un enlazador. La cantidad del
folato o del conjugado que comprende un folato en relacién con la cantidad del ligando de molécula pequefia enlazado
a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador necesario para inhibir la interaccidén del puente con el tumor
puede determinarse por el experto.

En otra realizacién, puede administrarse al paciente un agente que inhiba la activacién de las células CAR T para
inhibir la activacion de las células CAR T e inhibir o impedir CRS en el paciente. En un aspecto el agente puede
seleccionarse del grupo que consiste en un inhibidor de la proteina tirosina quinasa especifica de linfocitos (por
ejemplo, Dasatinib), un inhibidor de PI3 quinasa (por ejemplo, GDC0980), Tociluzumab, un inhibidor de una quinasa
de células T inducible por IL-2 (por ejemplo, BMS-509744), inhibidores de JAK, inhibidores de BTK, agonistas de SIP
(por ejemplo Siponimod y Ozanimod) y un agente que bloquea la unidén de células CAR T al puente, pero no se une al
cancer (por ejemplo, fluoresceinamina, FITC o fluoresceina sédica). Se entiende por el experto que FITC (es decir,
fluoresceina) puede estar en forma de sal (por ejemplo, fluoresceina sédica) o en su forma no de sal, en condiciones
fisiolégicas o, por ejemplo, en un tampén a pH fisiolégico. En consecuencia, en una realizacién, cuando se administra
fluoresceina a un paciente puede estar en equilibrio entre su forma de sal (por ejemplo, fluoresceina sédica) y su forma
no de sal. En otra realizacién, un agente de rescate que inhibe la activacién de las células CAR T puede ser un
compuesto de féormula

COH COsH

COH
N

o] \)J\ \)J\ /x S/\/NY\I NH

N : H H \
HN = N N™ Y NH
LI con L

N O NH O N7 N7 "NH,
WOH

.‘\\OH

_+OH OH

Ho™

HO'
OH HO HO

En diversas realizaciones, el agente de rescate puede administrarse a una concentracién de 0,001 nM a 100 mM, de
0,01 nM a 100 mM, de 1 nM a 100 mM, de 10 nM a 100 mM, de 50 nM a 100 mM, o de 100 nM a 100 mM en cualquier
volumen apropiado, incluyendo, por ejemplo, 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml, 0,5 ml, 0,6 ml, 0,7 ml, 0,8 ml, 0,9 ml, 1 ml,
2ml,3ml 4ml 5ml 10 ml, 100 ml o0 1000 ml. En otras realizaciones, el agente de rescate puede administrarse a una
dosis de 0,01 a 300 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a 100 umoles/kg de peso corporal del paciente,
de 0,06 a 90 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a 80 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06
a 70 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a 60 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a
50 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a 40 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a
30 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a 20 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a
10 umoles/kg de peso corporal del paciente, de 0,06 a 8 umoles/kg de peso corporal del paciente o de 0,06 a
6 umoles/kg de peso corporal del paciente.
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En estas realizaciones, el agente de rescate puede administrarse al paciente en exceso molar en relacién con el
compuesto, o su sal farmacéuticamente aceptable (es decir, el ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién
de direccionamiento mediante un enlazador), tal como un exceso de 10 veces, un exceso de 20 veces, un exceso de
30 veces, un exceso de 40 veces, un exceso de 50 veces, un exceso de 60 veces, un exceso de 70 veces, un exceso
de 80 veces, un exceso de 90 veces, un exceso de 100 veces, un exceso de 200 veces, un exceso de 300 veces, un
exceso de 400 veces, un exceso de 500 veces, un exceso de 600 veces, un exceso de 700 veces, un exceso de
800 veces, un exceso de 900 veces, un exceso de 1.000 veces, o un exceso de 10.000 veces del agente de rescate
con respecto al ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién de direccionamiento mediante un enlazador. La
cantidad del agente de rescate en relacién con la cantidad del ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién
de direccionamiento mediante un enlazador necesario para inhibir la interaccion del compuesto, o su sal
farmacéuticamente aceptable, con el tumor y/o las células CAR T puede determinarse por el experto.

En otra realizacién, puede administrarse al paciente mas de una dosis de folato, el conjugado que comprende un folato
en donde el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o el agente que
inhibe la activacion de las células CAR T.

En las realizaciones del "agente de rescate" descritas en el presente documento, el folato, el conjugado que comprende
un folato en donde el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o el agente
que inhibe la activacidn de las células CAR T puede administrarse al paciente antes y/o después del compuesto, o la
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En otro aspecto, el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, pueden administrarse antes y después de la administracién del folato, el conjugado que comprende un folato
en donde el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o el agente que
inhibe la activacion de las células CAR T. En esta realizacion, la administracién posterior del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, puede provocar la activacién de las células CAR T y un aumento de los
niveles de citocinas en el paciente.

En otra realizacidn, la administracién del folato, el conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que
comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o el agente que inhibe la activacién de las
células CAR T puede provocar una reduccién de los niveles de citocinas en el paciente. En otra realizacién més, la
reduccién de los niveles de citocinas puede producirse en aproximadamente 1 hora, en aproximadamente 2 horas, en
aproximadamente 3 horas, en aproximadamente 4 horas, en aproximadamente 5 horas, en aproximadamente 6 horas,
en aproximadamente 7 horas o en aproximadamente 8 horas después de la administracion del folato al paciente, el
conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de
direccionamiento, o el agente que inhibe la activacion de las células CAR T. En otra realizacion, la reduccién de los
niveles de citocinas es una reduccién de aproximadamente los niveles de citocinas en un paciente no tratado. En otra
realizacién ilustrativa, el nimero de células CAR T puede aumentar en la sangre del paciente después de la
administracién del folato, el conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no
comprende una fracciéon de direccionamiento, o el agente que inhibe la activacién de las células CAR T, aunque se
reduzcan los niveles de citocinas en el paciente. En otro aspecto ilustrativo, La activacion de las células CAR T puede
potenciarse o mantenerse, con respecto a un paciente no tratado con un agente de rescate, después de la
administracién del folato, el conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no
comprende una fracciéon de direccionamiento, o el agente que inhibe la activacién de las células CAR T, aunque se
reduzcan los niveles de citocinas en el paciente tratado. Incluso en otra realizacién, el cancer comprende un tumor y
el tamafio del tumor en el paciente no aumenta cuando el folato, el conjugado que comprende un folato en donde el
conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de direccionamiento, o el agente que inhibe la
activacion de las células CAR T se administra al paciente. En esta realizacién, puede obtenerse una respuesta
completa del tumor.

En otras realizaciones, el agente que inhibe la activaciéon de las células CAR T se administra al paciente cuando el
grado de CRS alcanza 1, 2, 3 0 4 o cuando el grado de CRS alcanza 3 0 4. En otro aspecto, el edema pulmonar se
reduce en el paciente cuando se administra el agente de rescate.

En una realizacién descrita en el presente documento se proporciona un método de tratamiento de un cancer, y el
método comprende i) administrar continuamente a un paciente un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en donde el compuesto comprende un ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccién de
direccionamiento mediante un enlazador, ii) administrar al paciente una composicién de células CAR T que comprende
células CAR T en donde las células CAR T comprenden un CAR dirigido a la fraccién de direccionamiento, v iii) finalizar
la administraciéon continua del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para inhibir o impedir
el sindrome de liberacién de citocinas en el paciente.

De acuerdo con esta realizacién, el término "continuamente”" puede significar administrar el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente, por ejemplo, al menos una hora, al menos cuatro horas, al menos
seis horas, al menos ocho horas, al menos diez horas, al menos doce horas o al menos veinticuatro horas o puede
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significar un régimen de administracion diaria o semanal, tal como una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia,
cada dia, cada dos dias, una vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana o cualquier otro régimen
adecuado que un experto en la materia consideraria una administracién continua. En otro aspecto, el término
"continuamente" puede significar cualquier combinacién de las realizaciones descritas en este parrafo.

En esta realizacién de métodos, la etapa de "finalizar la administracién continua" del compuesto, o de la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para inhibir o impedir el sindrome de liberacién de citocinas en el paciente,
puede significar, por ejemplo, interrumpir la administraciéon después de su administracién durante un periodo de tiempo
continuo, tal como horas o dias, o interrumpir un régimen de tratamiento, tal como los regimenes diarios 0 semanales
descritos anteriormente. En otra realizacién, la etapa de "finalizar la administracién continua" puede significar, por
ejemplo, administraciéon hasta que se produzca una pérdida de peso corporal inaceptable para el paciente, o hasta
que aparezca cualquier otro efecto secundario inaceptable tal como una fiebre alta, una bajada de la tension arterial o
un edema pulmonar. En esta realizacion, la etapa de "finalizar la administracion continua" del compuesto, o de la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, no significa un Unico tratamiento con el compuesto o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, sin tratamiento posterior con el compuesto o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En esta realizacién de métodos "impedir o prevenir' el sindrome de liberacién de citocinas (CRS)
significa eliminar el CRS o reducir o mejorar los sintomas del CRS.

En una realizacién de la realizacion que implica "finalizar la administracién continua" del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, el método puede comprender ademas la etapa iv) de volver a administrar el
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al paciente. En una realizacién, el compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse, por ejemplo, una vez a la semana y puede omitirse
una dosis. En otra realizacién, el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse
en dias alternos (es decir, cada dos dias) y una o mas (por ejemplo, dos, tres, cuatro, etc.) dosis pueden omitirse. En
otra realizacién, el compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse dos a la semana
por semana y una o mas (por ejemplo, dos, tres, cuatro, etc.) dosis pueden omitirse. En otra realizacién, el compuesto,
o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse el lunes, el martes y el lunes siguiente, y a
continuacién puede detenerse la dosificaciéon durante dos semanas y repetir el ciclo. En otra realizacién, cualquiera
de las realizaciones del régimen descritas anteriormente puede usarse y una o més (por ejemplo, dos, tres, cuatro,
etc.) dosis pueden omitirse. En otra realizacién, pueden usarse combinaciones de estas realizaciones. En estas
realizaciones, las dosis omitidas pueden impedir o reducir CRS en el paciente.

Se proporciona en el presente documento un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde
el compuesto comprende un ligando de molécula pequefia enlazado a una fraccidén de direccionamiento mediante un
enlazador, en donde el ligando de molécula pequefia es un folato y la fraccién de direccionamiento es FITC y una
composicién de células CAR T que comprende células CAR T en donde las células CAR T comprenden un CAR
dirigido a la fraccién de direccionamiento para su uso en un método de tratamiento de un cancer que expresa el
receptor de folato, en donde el método comprende i) administrar a un paciente el compuesto, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde al menos una primera dosis y una segunda dosis del compuesto,
o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde la primera dosis y la segunda
dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es
de 2 veces a 15000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y ii) administrar al paciente una composicién de células CAR T que comprende células CAR T
en donde las células CAR T comprenden un CAR dirigido a la fraccidén de direccionamiento.

En esta realizacion, la dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede escalarse
gradualmente para inhibir o impedir el sindrome de liberacién de citocinas en el paciente. Por ejemplo, al menos una
primera dosis y una segunda dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden
administrarse al paciente, en donde la primera dosis y la segunda dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 20 veces a 15000 veces mayor, de 2 veces a
15000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En otras realizaciones, la segunda dosis, 0 una dosis posterior, puede ser de 2 veces a 5 veces, de 2 veces a 10 veces,
de 2 veces a 20 veces, de 2 veces a 30 veces, de 2 veces a 40 veces, de 2 veces a 50 veces, de 2 veces a 60 veces,
de 2veces a 70 veces, de 2 veces a 80 veces, de 2 veces a 90 veces, de 2veces a 100 veces, de 2 veces a
15000 veces, de 2 veces a 10000 veces, de 5 veces a 9000 veces, de 5 veces a 8000 veces, de 5 veces a 7000 veces,
de 5 veces a 6000 veces, de 5 veces a 5000 veces, de 5 veces a 4000 veces, de 5 veces a 3000 veces, de 5 veces a
4000 veces, de 5 veces a 3000 veces, de 5 veces a 2000 veces, de 5 veces a 1000 veces, de 5 veces a 750 veces,
de 2 veces a 750 veces, de 5 veces a 500 veces, de 5 veces a 100 veces, de 800 veces a 15000 veces, de 800 veces
a 10000 veces, de 800 veces a 9000 veces, de 800 veces a 8000 veces, de 800 veces a 7000 veces, de 800 veces a
6000 veces, de 800 veces a 5000 veces, de 800 veces a 4000 veces, de 800 veces a 3000 veces, de 800 veces a
2000 veces, de 800 veces a 1000 veces, de 8000 veces a 15000 veces, de 8000 veces a 10000 veces, de 8000 veces
a 9000 veces, 15000 veces, 10000 veces, 9000 veces, 8000 veces, 7000 veces, 6000 veces, 5000 veces,
4000 veces, 3000 veces, 2000 veces, 1000 veces, 500 veces, 400 veces, 300 veces, 200 veces, 100 veces, 90 veces,
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80 veces, 70 veces, 60 veces, 50 veces, 40 veces, 30 veces, 20 veces, 10 veces, 5veces 0 2veces mayor en
cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otra realizacién ilustrativa del método de escalado de dosis, al menos una primera dosis, una segunda dosis y una
tercera dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden administrarse al paciente,
en donde la primera dosis, la segunda dosis y la tercera dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del compuesto
o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la primera dosis
del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la tercera dosis del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 10000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otro aspecto del método de escalado de dosis, al menos una primera dosis, una segunda dosis, una tercera dosis
y una cuarta dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden administrarse al
paciente, en donde la primera dosis, la segunda dosis, la tercera dosis y la cuarta dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en
cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la tercera
dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 7500 veces mayor en
cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la cuarta
dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 8000 a 15000 veces mayor en cantidad
que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Incluso en otra realizacién, la segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede
ser 100 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
la tercera dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede ser 1000 veces mayor en
cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la cuarta dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede ser 10000 veces mayor en cantidad que la primera
dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacién ilustrativa, la primera dosis
del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 0,05 nmoles/kg, la segunda dosis es de
5 nmoles/kg, la tercera dosis es de 50 nmoles/kg y la cuarta dosis es de 500 nmoles/kg. En las realizaciones de
escalado de dosis descritas en el presente documento, la primera, la segunda, la tercera, la cuarta y cualquier dosis
posteriores del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden administrarse multiples veces
(por ejemplo, la primera dosis a 0,05 nmoles/kg puede administrarse varias veces antes de administrar las dosis
escaladas posteriores).

En una realizacién de los métodos descritos en el presente documento, el cancer se visualiza antes de la
administraciéon al paciente del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o antes de la
administracién de la composicion de células CAR T al paciente. En una realizacién ilustrativa, la formacién de
imagenes se produce mediante formacién de imagenes por PET. En otras realizaciones ilustrativas la formacion de
imagenes se produce por medio de formaciéon de iméagenes por IRM o formacién de imagenes por SPECT/CT. El
método de formacién de imagenes puede ser cualquier método de formacién de imagenes conocido en la técnica. En
una realizacion, el método de formacidén de imagenes puede implicar el uso del ligando de molécula pequefia descrito
en el presente documento, pero enlazado a un agente de formacién de imagenes adecuado para los tipos de formacién
de imagenes descritos en el presente documento.

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, la liberacién de citocinas que provoca toxicidad
inespecifica en el paciente puede no producirse aunque se produzca toxicidad de las células CAR T para el cancer.
En cualquier realizacién descrita en el presente documento, puede que no se produzca toxicidad tisular inespecifica
en el paciente aunque se produzca toxicidad de las células CAR T para el cancer. En cualquier realizacién descrita en
el presente documento, el cancer puede comprender un tumor y el tamafio del tumor puede reducirse en el paciente,
aunque no se produzca toxicidad inespecifica. En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento,
CRS puede reducirse o impedirse y el método puede dar lugar a una disminucién del volumen tumoral en el paciente.
En cualquier realizacién descrita en el presente documento, la pérdida de peso corporal debida al CRS puede reducirse
o impedirse. En cualquier realizacién descrita en el presente documento, el cancer puede comprender un tumor y
puede obtenerse una respuesta completa para el tumor.

En otra realizacién de los métodos descritos en el presente documento, cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento puede usarse solo, o cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede
usarse junto con cualquier otro método o métodos descritos en el presente documento.

Ejemplos

Los Ejemplos 5-8 no estan cubiertos por la materia objeto de las reivindicaciones.
Los Ejemplos 38-43 estan cubiertos parcialmente por la materia objeto de las reivindicaciones.
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EJEMPLO 1

Sintesis de FITC-Folato

O
N O
HNJI ‘j/\N
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Se acoplé folato-y-etilendiamina a isémero | de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich) en dimetilsulféxido
(DMF) anhidro en presencia de tetrametilguanidina y diisopropilamina. El producto bruto se cargé en una columna de
HPLC preparativa Xterra RP18 (Waters) y se eluy6 con condiciones de gradiente empezando con fosfato sddico 5 mM
al 99 % (fase movil A, pH 7,4) y acetonitrilo al 1 % (fase mévil B) y alcanzando el 90 % de Ay el 10 % de B en 10 min
a un caudal de 20 ml/min. En estas condiciones, el maximo principal de FITC-folato eluyé normalmente a los 27-
50 min. La calidad de la fraccidn de FITC-folato se monitorizé mediante HPLC analitica en fase inversa con un detector
de UV. Las fracciones con una pureza mayor del 98,0 % (CLEM) se liofilizaron para obtener el producto final FITC-
folato. Como se conoce en la técnica, el compuesto con esta estructura también se denomina EC17.

EJEMPLO 2

Sintesis de FITC-PEG12-Folato
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La resina universal de polietilenglicol (PEG) Nova Tag™ (0,2 g) se cargd en un recipiente de sintesis de péptidos y se
lavé con alcohol isopropilico (i-PrOH) (3 x 10 ml) y dimetilformamida (DMF, 3 x 10 ml). La desproteccién con 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) se llevé a cabo usando piperidina al 20 % en DMF (3 x 10 ml). Se realizaron pruebas
de Kaiser para evaluar el progreso de la reaccion. A continuacién se introdujo en el recipiente una solucién de éster
butilico de é&cido 5-terc-fmoc-L-glutdmico (Fmoc-Glu-(O--Bu)-OH) (23,5 mg) en DMF, N,N-diisopropiletilamina (/-
ProNEt) (4 equiv), y hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP) (2 equiv). La desproteccidon
con Fmoc se llevé a cabo usando piperidina al 20 % en DMF (3 x 10 ml). A continuacidn se introdujo en el recipiente
una solucion de N'°-TFA-Pte-OH (22,5 mg), DMF, i-ProNEt (4 equiv) y PyBOP (2 equiv). Se burbujeé argon durante
2 hy la resina se lavé con DMF (3 x 3 ml) e /-PrOH (3 x 3 ml). Después de hinchar la resina en diclorometano (DCM),
se afladié una solucién de hidroxibenzotriazol (HOBT) 1 M en DCM/#rifluoroetano (TFE) (1:1) (2 x 3 ml). Se burbujed
argén durante 1 h, se eliminé el disolvente y la resina se lavdé con DMF (3 x 3 ml) e /-PrOH (3 x 3 ml). Después de
hinchar la resina en DMF, se afiadid una solucién de Fmoc-NH-(PEG)1>-COOH (46,3 mg) en DMF, i-ProNEt (4 equiv)
y PyBOP (2 equiv). Se burbuje6 argdn durante 2 h y la resina se lavé con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). La
desproteccién con Fmoc se llevé a cabo usando piperidina al 20 % en DMF (3 x 10 ml). Se realizaron pruebas de
Kaiser para evaluar el progreso de la reaccidén. A continuacién se introdujo en el recipiente una solucién de FITC (Life
Technologies 21,4 mg) en DMF e i-ProNEt (4 equiv), después se burbuje6 Argén durante 2 h, y la resina se lavé con
DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). A continuacién se afiadi6 al recipiente NH2NH» al 2% en DMF (2 x 2 ml). El
compuesto final se separé6 de la resina usando una TFA:H.O: triisopropilsilano (TIS) (95:2,5:2,5) (solucién de escision)
y se concentré al vacio. El producto concentrado se precipité en Et,O y se secd al vacio. El producto bruto se purificé
mediante RP-HPLC preparativa (fase mévil: A = acetato de amonio 10 mM pH =7, B = ACN; método: del 0 % de B al
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30 % de B en 30 min a 13 ml/min). Las fracciones puras se agruparon y se liofilizaron, proporcionando el FITC-PEG12-
Folato.

EJEMPLO 3

Sintesis de FITC-PEG20-Folato
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Etilendiamina, resina unida a polimero (malla 200-400) (50 mg) se cargé en un recipiente de sintesis de péptidos y se
hinché con DCM (3 ml) seguido de DMF (3 ml). A continuacién se introdujo en el recipiente la solucién de Fmoc-PEG2o-
COOH (131 mg, 1,0 equiv) en DMF, i-ProNEt (6,0 equiv) y PyBOP (4,0 equiv). Se burbuje6 argén durante 6 h, se drené
la solucién de acoplamiento y la resina se lavé con DMF (3 x 10 ml) e /-PrOH (3 x 10 ml). Se realizaron pruebas de
Kaiser para evaluar el progreso de la reaccion. La desproteccién con Fmoc se realizé usando piperidina al 20 % en
DMF (3 x 10 ml), antes de cada acoplamiento de aminoacidos. La secuencia anterior se repitié para completar la
reaccién con las etapas de acoplamiento Fmoc-Glu-OtBu (72 mg, 2,0 equiv) y Tfa.acido pteroico (41 mg, 1,2 equiv).
La resina se lavd con hidracina al 2 % en DMF 3 x 10 ml (5 min) para escindir el grupo protector trifluoroacetilo en el
acido pteroico y se lavd con /-PrOH (3 x 10 ml) seguido de DMF (3 x 10 ml). La resina se secé en argén durante
30 min. El folato-péptido se separ6 de la resina usando la solucién de escisidén. Se introdujeron 10 ml de la mezcla de
escisién y se burbujeé argén durante 1,5 h. La mezcla de escisién se vacié en un matraz limpio. La resina se lavd
3 veces con mas mezcla de escisién. La mezcla combinada se concentrd a presién reducida hasta un volumen menor
(~ 5 ml) y se precipitd en éter etilico.

El precipitado se recogié por centrifugacion, se lavé con éter etilico (3 veces) y se secd a alto vacio. El Folato-PEGz-
EDA seco (1,0 equiv) se traté con FITC (50 mg, 1,5 equiv) en DMSO y DIPEA a temperatura ambiente. El progreso
de la reaccién se monitorizé por CLEM. Después de 8 h el material de partida se consumié para dar el producto. La
mezcla de reaccién bruta se purificé por HPLC preparativa, (fase mévil A = acetato de amonio 10 mM, pH = 7; Fase
organica B = Acetonitrilo; Método: del 0 % de B al 30 % de B en 35 minutos a 13 ml/min) y proporcioné FITC-PEG20-
Folato en un rendimiento del 60 %.

EJEMPLO 4

Sintesis de FITC-PEG108-Folato
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Etilendiamina, resina unida a polimero (malla 200-400) (50 mg) se cargé en un recipiente de sintesis de péptidos y se
hinché con DCM (3 ml) seguido de DMF (3 ml). A continuacién se introdujo en el recipiente la solucién de Fmoc-PEGss-
COOH (161 mg, 1,0 equiv) en DMF, i-ProNEt (6,0 equiv) y PyBOP (4,0 equiv). Se burbuje6 argén durante 6 h, se drené
la solucién de acoplamiento y la resina se lavé con DMF (3 x 10 ml) e i-PrOH (3x10 ml). Se realizaron pruebas de
Kaiser para evaluar el progreso de la reaccion. La desproteccién con Fmoc se realizé usando piperidina al 20 % en
DMF (3 x 10 ml), antes de cada acoplamiento de aminoacidos. Se repitié la secuencia anterior para completar la
reacciébn con las etapas de acoplamiento 2X Fmoc-PEGs-COOH (161 mg, 1,0 equiv), Fmoc-Glu-OtBu (72 mg,
2,0 equiv) y Tfa.acido pteroico (41,0 mg, 1,2 equiv). Al final la resina se lavd con hidracina al 2 % en DMF 3 x 10 ml (5
min) para escindir el grupo protector trifluoroacetilo en el acido pteroico y se lavé con i-PrOH (3 x 10 ml) seguido de
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DMF (3 x 10 ml). La resina se secé en argdn durante 30 min. El folato-péptido se separé de la resina usando la solucién
de escisidon. Se introdujeron 10 ml de la mezcla de escisién y se burbuje6 argdén durante 1,5 h. La mezcla de escisién
se vacié en un matraz limpio. La resina se lavé 3 veces con mas soluciéon de escisién. La mezcla combinada se
concentré a presién reducida hasta un volumen menor (~ 5 ml) y se precipité en éter etilico.

El precipitado se recogié por centrifugacion, se lavé con éter etilico (3X) y se sec6 a alto vacio. El Folato-PEG10s-EDA
seco (1,0 equiv) se traté con FITC (50 mg, 1,5 equiv) en DMSO y DIPEA a temperatura ambiente. El avance de la
reaccion se monitorizé por CLEM. Después de 10 h el material de partida se consumié para dar el producto. La mezcla
de reaccién bruta se purificé por HPLC preparativa, (fase mévil A = acetato de amonio 10 mM, pH = 7; Fase organica
B = Acetonitrilo; Método: del 0 % de B al 30 % de B en 35 minutos a 13 ml/min) y proporcioné FITC-PEG108-Folato
en un rendimiento del 64 %.

EJEMPLO 5

Sintesis de FITC-DUPA
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DUPA-FITC se sintetiz6 mediante metodologia en fase solida como sigue. La resina Universal Nova Tag™ (50 mg,
0,53 mM) se hinch6 con DCM (3 ml) seguido de DMF (3 ml). Una solucién de piperidina al 20 % en DMF (3 x 3 ml) se
afiadi6 a la resina y se burbujeé argdn durante 5 min. La resina se lavé con DMF (3 x 3 ml) y alcohol isopropilico (/-
PrOH, 3 x 3 ml). Después de hinchar la resina en DMF, se afiadié una solucién de DUPA-(OtBu)-OH (1,5 equiv), HATU
(2,5 equiv) e i-ProNEt (4,0 equiv) en DMF. Se burbujed argdn durante 2 h y la resina se lavd con DMF (3 x 3 ml) e i-
PrOH (3 x 3 ml). Después de hinchar la resina en DCM, se afiadié una solucién de HOBt 1 M en DCM/TFE (1:1) (2 x
3 ml). Se burbujeé argdn durante 1 h, se elimind el disolvente y la resina se lavdé con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x
3 ml). Después de hinchar la resina en DMF, se afiadié una solucién de Fmoc-Phe-OH (2,5 equiv), HATU (2,5 equiv)
y DIPEA (4,0 equiv) en DMF. Se burbujeé argén durante 2 h y la resina se lavé con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml).
La secuencia anterior se repitié6 para 2 etapas mas de acoplamiento para la adicién de &cido 8-aminooctanoico e
isotiocianato de fluoresceina o isotiocianato de rodamina B. El compuesto final se separ6 de la resina usando la
solucién de escisién y se concentré al vacio. El producto concentrado se precipitd en éter dietilico y se secé al vacio.
El producto bruto se purific6 mediante RP-HPLC preparativa [A = 488 nm; gradiente de disolvente: del 1 % de B al
80 % de B en 25 min, lavado de B al 80 % 30 min de ejecucién; A = NH4OAc 10 mM, pH = 7; B = acetonitrilo (ACN)].
EI ACN se eliminé al vacio y las fracciones purificadas se liofilizaron para obtener FITC-DUPA como un sélido de color
naranja parduzco. RP-HPLC: tR = 8,0 min (A = NH4sOAc 10 mM, pH = 7,0; B = ACN, gradiente de disolvente: del 1 %
de B al 50 % de B en 10 min, lavado de B al 80 % 15 min de ejecucion). RMN 'H (DMSO-d6/D0): & 0,98-1,27 (ms,
9H); 1,45 (a, 3H), 1,68-1,85 (ms, 11H); 2,03 (m, 8H); 2,6-3,44 (ms, 12H); 3,82 (a, 2H); 4,35 (m, 1H), 6,53 (d, J = 8,1 Hz,
2H), 6,61 (dd, J = 5,3, 3,5 Hz, 2H); 6,64 (s, 2H); 7,05 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,19 (m, 5H); 7,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,38
(s, 1H). HRMS (ESI) (m/z): (M + H)* calc. para Cs1HsoN7O15S, 1040,3712, encontrado, 1040,3702. UV/vis: A max =
491 nm.

EJEMPLO 6

Sintesis de FITC-PEG12-DUPA

35



10

15

20

25

30

35

ES 3010559 T3

Tl

Se carg6 1,2-diaminoetano-tritil-resina (0,025 g) en un recipiente de sintesis de péptidos y se lavd con /-PrOH (3 x
10 ml), seguido de DMF (3 x 10 ml). A continuacién se introdujo en el recipiente una solucién de Fmoc-NH-(PEG)1o-
COOCH (42,8 mg) en DMF, i-ProNEt (2,5 equiv) y PyBOP (2,5 equiv). La solucién resultante se burbujeé con Ar durante
1 h, se drend la solucién de acoplamiento y la resina se lavé con DMF (3 x 10 ml) e i-PrOH (3 x 10 ml). Se realizaron
pruebas de Kaiser para evaluar el progreso de la reaccién. La desproteccién con Fmoc se llevé a cabo usando
piperidina al 20 % en DMF (3 x 10 ml). Este procedimiento se repitié para completar todas las etapas de acoplamiento
(se usaron 2 x 1,5 equiv de Fmoc-Phe-OH y 1,5 equiv de acido 8-aminooctanoico y 1,2 equiv de DUPA en cada una
de sus respectivas etapas de acoplamiento). Después del acoplamiento DUPA, la resina se lavé con DMF (3 x 10 ml)
e i-PrOH (3 x 10 ml) y se secé a presion reducida. El péptido se separd de la resina en el recipiente de sintesis
peptidica usando la solucién de escisiéon. Se afiadieron 15 ml de la solucién de escisién al recipiente de sintesis
peptidica y se burbujeé la reaccién en Ar durante 15 minutos. La resina se traté con dos cantidades adicionales de
10 ml de la solucién de separacién durante 5 min cada una. La mezcla de escisién se concentré a aproximadamente
5 mly se precipité con éter etilico. El precipitado se recogié por centrifugacion, se lavé con éter etilico (3X) y se secod
a alto vacio, dando lugar a la recuperacion de material bruto. A una solucién agitada de DUPA-(PEG)2>-EDA bruto
(10 mg) y FITC (5,6 mg) en dimetilsulféxido (DMSO, 1 ml) se afiadi6 i-ProNEt (5 equiv) a temperatura ambiente y se
agité durante 6 h en argdn. La reaccién se monitorizé por CLEM y se purificé por HPLC preparativa (fase movil: A =
acetato de amonio 10 mM pH =7, B = ACN; método: del 0 % de B al 50 % de B en 30 min a 13 ml/min). Las fracciones
purificadas se agruparon y se liofilizaron, proporcionando el FITC-PEG12-DUPA.

EJEMPLO 7

Sintesis de FITC-PEG11-NK1
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A una solucién agitada de NK-1 (0,02 g, 0,0433 mmol, 1,0 eq.), O-(2-Aminoetil)-O"-[2-(Boc-amino)etil]decaetilenglicol
(BocNH-PEG11-NH2)  (Sigma, 0,0336g, 0,0521 mmol, 1,2eq.), Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP) (0,027 g, 0,0521 mmol, 1,2 eq.) en CH2Cl> seco se afiadié6 N,N-Diisopropiletilamina
(DIPEA) (0,076 ml, 0,4338 mmol, 10 eq.) en argén a temperatura ambiente. El avance de la reaccién se monitorizé
mediante CLEM y se purificé mediante RP-HPLC preparativa (Waters, XBridge™ Prep C18, 5 ym; columna de 19 x
100 mm, fase movil A = tampén acetato de amonio 20 mM, pH 7, B = acetonitrilo, gradiente del 10-100 % B en 30 min,
13 ml/min, A =220 nm, 254 nm). Las fracciones puras se recogieron, se evaporaron todos los disolventes organicos y
la muestra se liofilizé durante 48 h para proporcionar el NK1-PEG;1-NHBoc. Rendimiento: 40,13 mg (97 %). Al NK1-
PEG14-NHBoc (0,0165 g, 0,015 mmol) en DCM seco se afiadidé acido trifluoroacético (TFA, 20 eq.) y la mezcla de
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reaccién se agité durante 4 h a ta. Se eliminé el exceso de TFA y la solucién restante se diluy6é con agua y se extrajo
con CHxCly (3 x 5ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (NaxSO4) y se
concentraron. El residuo obtenido se secé al vacio y se usé en la etapa siguiente sin purificacién adicional. A una
solucién agitada de NK1-PEG11-NH> (0,008 g, 0,0081 mmol, 1,0 eq.), Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma,
0,0037 g, 0,0097 mmol, 1,2 eq.) en dimetilsulféxido (DMSO, 0,3 ml) seco se afiadi6 a la diisopropiletilamina (0,0028 ml,
0,0162 mmol, 2,0 eq.) a temperatura ambiente en argén. El avance de la reaccién se monitorizé mediante CLEM y el
producto se purifico mediante RP-HPLC preparativa (Waters, XBridge™ Prep C18, 5 um; columna de 19 x 100 mm,
fase mévil A =tampén acetato de amonio 20 mM, pH 7, B = acetonitrilo, gradiente del 10-100 % B en 30 min, 13 ml/min,
A =280 nm). Las fracciones puras se recogieron, todos los disolventes organicos se evaporaron y la muestra se liofilizé
durante 48 h para proporcionar el FITC-PEG11-NK1 en un rendimiento de 8,54 mg (77 %).

*Nota: El compuesto NK-1 se sintetizé6 mediante un procedimiento de dos etapas partiendo del ligando base, que se
preparé siguiendo un procedimiento descrito en la bibliografia. (Ref: DESIGN AND DEVELOPMENT OF
NEUROKININ-1  RECEPTOR-BINDING AGENT DELIVERY CONJUGATES, Numero de solicitud:
PCT/US2015/44229.

EJEMPLO 8

Sintesis de FITC-PEG2-CA9

El ligando CA9 (53,6 mg) se disolvié en DMF (2-3 ml) en un matraz de fondo redondo de 50 ml usando una barra de
agitacién magnética de teflén. El aire ambiental se eliminé usando vacio y se reemplazé por gas nitrégeno, esto se
realizé en tres ciclos. El matraz de fondo redondo se mantuvo en gas nitrégeno constante. Al matraz, se afiadieron
28,9 mg de clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) seguidos de 21,6 mg de hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) y 18,9 ul de Boc-PEG,-NH; (Sigma Aldrich). Se afiadieron 5,4 ul de trietilamina (TEA) y la
reaccion se agité durante toda la noche. La mezcla de reaccién se purificé usando HPLC y se confirmé con UHPLC-
MS (m/z diana de 831). El acetonitrilo se eliminé usando evaporacidn rotatoria a alto vacio y el producto se liofolizé.
El compuesto se mezclé con TFA:DCM 1:1 durante 30 minutos. El TFA/DCM se eliminé mediante evaporacién rotatoria
a alto vacio seguida de 30 minutos a alto vacio. A continuacidén el compuesto se disolvié en DMF y se combind con
5 equivalentes molares de i-ProNEt, 16 mg de isotiocianato de fluoresceina (Life Technologies) y se agitd durante 1 h.
La mezcla de reaccion se purificd por HPLC y el compuesto diana se confirmé con UHPLC-MS (m/z diana de 1120).
Las muestras se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C.

EJEMPLO 9

La activacién de células CAR T anti-FITC puede controlarse mediante la interrupcién de la administracién de ligandos
FITC o la introduccién de una cantidad excesiva de molécula pequefia competidora

Se inyectaron células MDA-MB-231 por via subcutanea en los hombros de ratones NSG (Jackson Laboratory) para
establecer xenoinjertos tumorales sélidos. Cuando el volumen del tumor alcanzé alrededor de 50-100 mm?, las células
CAR T anti-FITC (15 x 10° células) se introdujeron por via intravenosa en ratones portadores de tumores. Veinte
ratones NSG se dividieron en cuatro grupos de estudio (5 animales en cada grupo). El primer grupo se trat6é con células
CAR T anti-FITC con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) como un control negativo. El segundo, el tercer y
el cuarto grupos se trataron con células CAR T anti-FITC con FITC-Folato (500 nmol/kg) cada dos dias. Una vez se
detecté una toxicidad significativa (por ejemplo, una pérdida grave de peso corporal), estos grupos se trataron con uno
de: administracién continuada de FITC-Folato (segundo grupo); interrupcion de la administracién de FITC-Folato hasta
la recuperacién de los ratones (tercer grupo); o una mezcla de 100 veces el exceso de EC0923 (es decir, folato libre)
y FITC-Folato hasta que los ratones se recuperaron (cuarto grupo). Se mididé regularmente el peso corporal para
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monitorizar la toxicidad. Ademas, se midi6 la concentracion sanguinea de interferén (IFN)-gamma de cada grupo de
tratamiento para monitorizar el grado de activacién de CAR T anti-FITC. Finalmente, se midié el volumen tumoral para
identificar la eficacia antitumoral en cada grupo de tratamiento.

La Figura 1A muestra los cambios de peso corporal en cada grupo de tratamiento. Cada grupo de tratamiento, excepto
el grupo tratado con PBS, mostré una disminucién del peso corporal debido a la toxicidad mediada por células CAR T
anti-FITC después de la segunda dosis de FITC-Folato (Dia 1 y Dia 2). Ya que se detect6 toxicidad en cada grupo de
ratones, los tratamientos de cada grupo se separaron como se ha descrito anteriormente en: (1) dosis continuada de
FITC-Folato (grupo continuado); (2) interrumpir la inyeccién de FITC-Folato (grupo de interrupcién) el dia 4 y el dia 6;
y (3) una mezcla de 100 veces el exceso de folato libre y FITC-Folato (grupo competidor) el dia 4 y el dia 6. Como se
muestra en la Figura 1A, los grupos tratados con una inyeccién discontinua de FITC-Folato o con la administracién de
una mezcla de una molécula competidora y FITC-Folato se recuperaron de la toxicidad grave mediada por células
CAR T anti-FITC (es decir, aumento del peso corporal). Sin embargo, el grupo que fue tratado continuamente con
FITC-Folato el dia 4 y el dia 6, siguié perdiendo peso corporal hasta alcanzar un estado letargico (es decir, pérdida de
peso corporal >20 % del original). Como se muestra en la Figura 1B, se detectd una cantidad significativa de IFN-
gamma en el grupo de dosis continuadas. A diferencia del grupo de dosis continuadas, la concentracién de IFN-gamma
disminuyé tanto en el grupo de ruptura como en el de competidor. Estos resultados indican que la activacién de las
células CAR T anti-FITC puede controlarse mediante métodos que alivien la toxicidad mediada por las células CAR T.
La Figura 1C resume la supervivencia de los ratones de cada grupo de tratamiento en la primera semana de
tratamiento (%). Se detect6 toxicidad provocada por la célula CAR T anti-FITC en el grupo de dosis continuada, solo
el 40 % de los ratones del grupo de dosis continuada (es decir, 2 de 5 ratones) pudieron sobrevivir al tratamiento. Sin
embargo, como se muestra en la Figura 1C, todos los ratones tanto del grupo de ruptura como del competidor
sobrevivieron a la toxicidad mediada por las células CAR T debido a la reduccién de la activacidén de las células CAR
T.

Aunque la toxicidad mediada por las células CAR T anti-FITC puede gestionarse controlando la activacién de las
células CAR T anti-FITC, se determiné si la regulacién de la activacion de las células CAR T anti-FITC provoca alguna
reduccién de la respuesta tumoral. Por lo tanto, el volumen tumoral se midi6é cada tres dias. Como se muestra en las
Figuras 2A y 2B, el grupo de control tratado con células CAR T anti-FITC con PBS no mostré respuesta tumoral, como
se esperaba. Curiosamente, los grupos de interrupcion (respuesta completa del 100 %) y competidor (respuesta
completa del 75 %) mostraron una respuesta tumoral mas potente en comparacién con el grupo de dosis continuada
(retraso del crecimiento tumoral). La falta de respuesta completa en el grupo de dosis continuada puede deberse a:
(1) una posologia demasiado frecuente con FITC-Folato que provoque una saturaciéon de ambos receptores diana (es
decir, las células CAR T y los receptores de folato en las células cancerosas) dando como resultado una reduccion de
la activacion de las células CAR T anti-FITC; (2) las células CAR T anti-FITC pueden haberse hiperactivado debido a
la repetida afectacién de las células cancerosas mediante la inyeccién continua de FITC-Folato. Esta hiperactivacion
puede haber provocado una induccién significativa de un mecanismo inhibidor como respuesta de retroalimentacion
que impide la activacién. En resumen, la monitorizacién de la toxicidad (Ejemplo 9) y la respuesta tumoral demuestran
que puede lograrse el control de la activacién de las células CAR T anti-FITC mediante la gestién de la toxicidad
mediada por las células CAR T (por ejemplo, tormenta de citocinas) sin una pérdida de la eficacia antitumoral de las
células CAR T.

EJEMPLO 10

El efecto de la regulacién de las células CAR T anti-FITC en la respuesta tumoral

Cinco grupos experimentales: (1) célula anti-FITC CAR T con PBS; (2) célula anti-FITC CAR T con FITC-Folato
(5 nmoles/kg); (3) célula anti-FITC CAR T con FITC-Folato (50 nmoles/kg); (4) célula anti-FITC CAR T con FITC-Folato
(500 nmoles/kg); (5) célula anti-FITC CAR T con FITC-Folato (2500 nmoles/kg) se disefiaron para identificar la relacién
entre la respuesta de las células anti-FITC CAR T y la dosis de ligandos FITC. Se inyectaron células MDA-MB-231 por
via subcutanea en los hombros de ratones NSG (Jackson Laboratory) para establecer xenoinjertos tumorales sélidos.
Cuando el volumen del tumor alcanzé alrededor de 50-100 mm?, se introdujeron por via intravenosa en los ratones
células CAR T anti-FITC (15 x 10° células) y diferentes dosis de FITC-Folato.

Para monitorizar la activacién de células anti-FITC CAR T con las diferentes dosis de FITC-Folato, la concentracién
de IFN-gamma se midié en sangre de ratén mediante un inmunoensayo basado en perlas (kit Legendplex de
Biolegend). También se midié el volumen tumoral. La toxicidad general de cada grupo de tratamiento se monitorizd
midiendo la pérdida de peso.

Las Figuras 3A-D muestran que la activacién de las células CAR T anti-FITC depende de la concentracién de FITC-
Folato. Las concentraciones de INF-gamma en cada grupo de tratamiento mostraron una curva de respuesta a dosis
en forma de campana (Figura 3A). La activacién de las células CAR T anti-FITC se correlaciond positivamente con un
aumento de la dosis de FITC-Folato. Sin embargo, si la dosis de FITC-Folato (2500 nmol/kg) era superior a
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500 nmol/kg, la activacién de las células CAR T empezd a disminuir. Esto puede deberse al hecho de que los
receptores diana tanto en la célula CAR T (por ejemplo anti-FITC) como en la célula cancerosa (por ejemplo receptor
de folato) pueden saturarse por separado a las dosis més altas de los ligandos FITC. Esto puede disminuir la
funcionalidad de los ligandos FITC como puente entre las células CAR Ty las células cancerosas. Como se muestra
en la Figura 3B, la respuesta a la dosis en forma de campana se confirmd también con la respuesta tumoral. La eficacia
antitumoral de las células CAR T se indujo mediante concentraciones crecientes de FITC-Folato (de 5 nmoles/kg a
500 nmoles/kg). Similar a los niveles de la citocina proinflamatoria, la eficacia antitumoral de las células CAR T también
empezé a disminuir a mayor concentracién de FITC-Folato (2500 nmoles/kg). Como se muestra en la figura 3C, la
toxicidad méxima (es decir, la tasa de supervivencia méas baja de los ratones) se observé en el grupo tratado con
500 nmoles/kg, que también mostrd la mayor eficacia antitumoral. Por otra parte, a través de una disminucién o un
aumento de la dosis de FITC-Folato, la toxicidad mediada por las células CAR T se alivié gradualmente. Por lo tanto,
ya que la activacién de las células CAR T anti-FITC depende de la dosis de ligando FITC, la gestién de la toxicidad
mediada por células CAR T puede lograrse a través de la alteracién de la dosis de ligando FITC.

EJEMPLO 11

Administracién de un farmaco capaz de desactivar la sefial de activacién de las células CAR T anti-FITC

Para probar si la activacién de células CAR T anti-FITC puede suprimirse mediante agentes que inhiban un mediador
de la sefial de activacién de células T, se seleccionaron los siguientes agentes: (1) dasatinib, que esta aprobado por
la FDA para su uso en el tratamiento de CML en adultos (se sabe que el Dasatinib suprime la activacién natural de las
células T mediante la inhibicién de la activacién de LCK), (2) Inhibidor de PI3K (GDC0980), que se encuentra en fase
2 de ensayo clinico (se sabe que PI3K desempefia un papel fundamental en la activacidén de las células T), (3) Quinasa
de células T inducible (ITK, BMS-509744), que también interviene en la sefial de activacién de las células T y se
encuentra en fase preclinica. Para estudiar la eficacia de cada agente en la supresién de la activacién de las células
CAR T, se realizé un estudio funcional in vitro de células CAR T (por ejemplo, ensayo de produccién de citocinas
proinflamatorias y evaluacién del grado de activacién de células CAR T mediante marcadores de activacién de
superficie) en presencia de varias concentraciones de cada agente.

Estudio funcional de células CAR T 1: Ensayo de produccidn de citocinas proinflamatorias (por ejemplo, IFN-gamma)

Se realizé un ensayo ELISA para cuantificar el nivel de produccién de IFN-gamma por las células CAR T anti-FITC en
presencia de cada agente usando un kit ELISA de deteccidén de IFN-gamma humano de Biolegend. Para realizar el
ensayo ELISA, cada muestra se obtuvo desde la coincubacién de células CAR T anti-FITC, células MDA-MB-231,
FITC-ligandos y cada agente. Las células MDA-MB-231 se sembraron previamente a una densidad de
10* células/100 pl de medio en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se cultivaron durante la noche. Al dia
siguiente, las células CAR T se introdujeron en cada pocillo donde se sembraron las células MDA-MB-231. Se introdujo
FITC-Folato 100 nM para activar la célula CAR T anti-FITC. Se afladieron de 0,01 nM a 100 uM de cada agente a
cada pocillo y las células se cultivaron 24 horas. Después de la coincubacién, se recogieron los sobrenadantes y se
centrifugaron para eliminar los restos celulares a 1000 g y 4 °C durante 10 min. Los sobrenadantes aclarados de cada
muestra se usaron para detectar directamente IFN-gamma mediante ELISA o se almacenaron a -80 °C. El ensayo
ELISA se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.

Estudio funcional de células CAR T 2: Evaluacién del grado de activacién de las células CAR T

Para identificar el grado de activacién de las células CAR T en presencia de cada agente, la superficie de las células
CAR T se tifié con un anticuerpo anti-CD69 (CD69 es un marcador de superficie de activacién de células T).
Especificamente, las células CAR T se coincubaron con células MDA-MB-231 presembradas en presencia de FITC-
Folato (100 nM) y cada agente (0,01 nM a 100 pM) durante 24 horas. Después de la coincubacién, se recogieron las
células CAR Ty se tifieron con un anticuerpo anti-CD69 durante 15 min en hielo. Las células CAR T se lavaron 2 veces
con tampén de tincién (2 % FBS en PBS). Después del lavado, las células CAR T se analizaron mediante citometria
de flujo.

Las Figuras 4A-B muestran que la activacion de las células CAR T anti-FITC puede regularse dirigiéndose a un
mediador clave de la sefial de activacién de las células T. Como se muestra en las Figuras 4A y 4B, dasatinib y
GDCO0980 mostraron eficacia en la supresién de la activacién de células CAR T anti-FITC. En presencia de cada
agente (>10 nM), la produccién de IFN-gamma se inhibié significativamente y las células CAR T anti-FITC siguieron
dirigiéndose a las células cancerosas a través de FITC-Folato (Figura 4A). La inhibicién de la activacién de células
CAR T con cada agente se confirmé también mediante la comprobacién de un marcador convencional de activacién
de células T, CD69. Como se muestra en la Figura 4B, las células CAR T activadas (células CDB9 positivas)
disminuyeron en presencia de cada agente a una concentracién >10 nM. Aunque el inhibidor de PI3K y dasatinib
mostraron una eficacia similar en la supresién de la activacidén de células CAR T in vitro, puede preferirse el dasatinib.
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EJEMPLO 12

Preparacioén de células T

Las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) se aislaron de sangre total de donantes sanos
mediante centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll (GE Healthcare Lifesciences). A continuacion se aislaron
células T a partir de PBMC usando un kit de aislamiento de células T humanas EasySep™ (STEM CELL technologies).
Las células T se cultivaron en medio TexMACS (Miltenyi Biotech Inc) con 40-100 Ul/ml de IL-2 humana (Miltenyi
Biotech), 2 % de suero humano de tipo AB y 1 % de sulfato de penicilina/estreptomicina. Se afiadieron Dynabeads
Human T-Activator CD3/CD28 (ThermoFisher Scientific) a las células T en proporcién 1:1 para activarlas. 12-24 horas
después de la activacién, las células T se transdujeron con particulas lentiviricas FITC-CAR en presencia de 8 ug/ml
de polibrina (Santa Cruiz Biotech) mediante espinfeccién a 1.200 g durante 90 minutos a 22-32 °C. La mezcla de
células T que contenia aquellas con modificacion CAR (CAR-T) y aquellas sin modificacién CAR (T no transformadas)
se cultivd en presencia de perlas de activacién durante 6 dias antes de retirar las perlas de activacién. Se usé la
clasificacion celular activada por fluorescencia para separar las células CAR-T (GFP positivas) de las células T no
transformadas (GFP negativas) en funcién de su expresién de GFP. Las células T seleccionadas se cultivaron durante
7-15 dias antes de inyectarlas en ratones. Cuando se usé una mezcla de células T, las células CAR-T y las células T
no transformadas se mezclaron en la proporcién deseada antes de la inyeccion en el ratén. Los datos que se muestran
en las Figuras 6-11 se obtuvieron con células T preparadas con estos procedimientos.

EJEMPLO 13

Generacion del vector lentivirico que codifica el gen CAR

Se usbd un método de PCR solapada para generar construcciones CAR que comprenden scFv contra fluoresceina.
scFV contra fluoresceina, se sintetizé 4M5.3 (Kd = 270 fM, 762 pb) derivado del anticuerpo anti-fluoresceina (4-4-20).
La secuencia que codifica el péptido sefial de CD8a humano (SP, 63 pb), la bisagra y la regién transmembrana
(249 pb), el dominio citoplasmético de 4-1BB (CD137, 141 pb) y la cadena CD3( (336 pb), como se muestra en la
Figura 5, se fusionaron con el scFV anti-fluoresceina mediante PCR solapada. La construccién CAR resultante
(1551 pb) se insert6 en el vector de expresidn lentivirico escindido por EcoRI/Notl pCDH-EF1-MCS-(PGK-GFP) (Figura
5, System Biosciences). La secuencia de la construccién CAR en el vector lentivirico se confirmbé mediante
secuenciacién del ADN. Salvo que se indique lo contrario en el presente documento, la construccién CAR usada para
generar los datos de los Ejemplos, tiene la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:1 y la secuencia de aminoéacidos
de SEQ ID NO:2.

Una secuencia codificante de acido nucleico de CAR ilustrativa puede comprender:

ATGGCCTTACCAGTGACCGCCTTGCTCCTGCCGCTGGCCTTGCTGCTCCACGCCG
CCAGGCCGGATGTCGTGATGACCCAGACCCCCCTCAGCCTCCCAGTGTCCCTCGG
TGACCAGGCTTCTATTAGTTGCAGATCCAGCCAGTCCCTCGTGCACTCTAACGGT
AATACCTACCTGAGATGGTATCTCCAGAAGCCCGGACAGAGCCCTAAGGTGCTG
ATCTACAAAGTCTCCAACCGGGTGTCTGGAGTCCCTGACCGCTTCTCAGGGAGCG
GTTCCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAACCGGGTGGAGGCCGAAGACCTCG
GCGTCTATTTCTGCTCTCAGAGTACACATGTGCCCTGGACCTTCGGCGGAGGGAC
CAAGCTGGAGATCAAAAGCTCCGCAGACGATGCCAAGAAAGATGCCGCTAAGAA
AGACGATGCTAAGAAAGACGATGCAAAGAAAGACGGTGGCGTGAAGCTGGATG
AAACCGGAGGAGGTCTCGTCCAGCCAGGAGGAGCCATGAAGCTGAGTTGCGTGA
CCAGCGGATTCACCTTTGGGCACTACTGGATGAACTGGGTGCGACAGTCCCCAGA
GAAGGGGCTCGAATGGGTCGCTCAGTTCAGGAACAAACCCTACAATTATGAGAC
ATACTATTCAGACAGCGTGAAGGGCAGGTTTACTATCAGTA
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GAGACGATTCCAAATCTAGCGTGTACCTGCAGATGAACAATCTCAGGGTCGAAG
ATACAGGCATCTACTATTGCACAGGGGCATCCTATGGTATGGAGTATCTCGGTCA
GGGGACAAGCGTCACAGTCAGTTTCGTGCCGGTCTTCCTGCCAGCGAAGCCCACC
ACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCC
CTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACG
AGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTT
GTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAACCACAGGAACCG
TTTCTCTGTTGTTAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCA
TTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTC
CAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCA
GACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTA
GGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAG
ATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACT
GCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGC
GCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCA
AGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGCTAA (SEQID
NO:1).

En la secuencia de acido nucleico ilustrativa mostrada anteriormente (SEQ ID NO:1) el primer ATG es el codén de

inicio. Una secuencia de aminoécidos de CAR ilustrativa puede comprender:
5

MALPVTALLLPLALLLHAARPDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSL VHSNGNT
YLRWYLQKPGQSPKVLIYKVSNRVSGVPDRFSGSGSGTDFTLKINRVEAEDLGVYFC
SQSTHVPWTFGGGTKLEIKSSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDGGVKLDETGGGL
VQPGGAMKLSCVTSGFTFGHYWMNWVRQSPEKGLEWVAQFRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDTGIYYCTGASYGMEYLGQGTSVTVSFVPVF
LPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAG
TCGVLLLSLVITLYCNHRNRFSVVKRGRKKLLYTFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPE
EEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGG
KPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD
ALHMOQALPPR (SEQ ID NO:2)

Un inserto ilustrativo puede comprender:
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GCCACCATGGCCTTACCAGTGACCGCCTTGCTCCTGCCGCTGGCCTTGCTGCTCC
ACGCCGCCAGGCCGGATGTCGTGATGACCCAGACCCCCCTCAGCCTCCCAGTGTC
CCTCGGTGACCAGGCTTCTATTAGTTGCAGATCCAGCCAGTCCCTCGTGCACTCT
AACGGTAATACCTACCTGAGATGGTATCTCCAGAAGCCCGGACAGAGCCCTAAG
GTGCTGATCTACAAAGTCTCCAACCGGGTGTCTGGAGTCCCTGACCGCTTCTCAG
GGAGCGGTTCCGGCACCGACTTCACCCTGAAGATCAACCGGGTGGAGGCCGAAG
ACCTCGGCGTCTATTTCTGCTCTCAGAGTACACATGTGCCCTGGACCTTCGGCGG
AGGGACCAAGCTGGAGATCAAAAGCTCCGCAGACGATGCCAAGAAAGATGCCG
CTAAGAAAGACGATGCTAAGAAAGACGATGCAAAGAAAGACGGTGGCGTGAAG
CTGGATGAAACCGGAGGAGGTCTCGTCCAGCCAGGAGGAGCCATGAAGCTGAGT
TGCGTGACCAGCGGATTCACCTTTGGGCACTACTGGATGAACTGGGTGCGACAGT
CCCCAGAGAAGGGGCTCGAATGGGTCGCTCAGTTCAGGAACAAACCCTACAATT
ATGAGACATACTATTCAGACAGCGTGAAGGGCAGGTTTACTATCAGTA
GAGACGATTCCAAATCTAGCGTGTACCTGCAGATGAACAATCTCAGGGTCGAAG
ATACAGGCATCTACTATTGCACAGGGGCATCCTATGGTATGGAGTATCTCGGTCA
GGGGACAAGCGTCACAGTCAGTTTCGTGCCGGTCTTCCTGCCAGCGAAGCCCACC
ACGACGCCAGCGCCGCGACCACCAACACCGGCGCCCACCATCGCGTCGCAGCCC
CTGTCCCTGCGCCCAGAGGCGTGCCGGCCAGCGGCGGGGGGCGCAGTGCACACG
AGGGGGCTGGACTTCGCCTGTGATATCTACATCTGGGCGCCCTTGGCCGGGACTT
GTGGGGTCCTTCTCCTGTCACTGGTTATCACCCTTTACTGCAACCACAGGAACCG
TTTCTCTGTTGTTAAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCA
TTTATGAGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTTC
CAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTGAGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCA
GACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTA
GGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAG
ATGGGGGGAAAGCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACT
GCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGC
GCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAGCCACCA
AGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCGCTAA (SEQID
NO:3)

En el inserto ilustrativo descrito anteriormente (SEQ ID NO:3), la primera secuencia GCCACC puede comprender un

sitio de escisién por enzimas de restriccién, seguido del codén de inicio ATG. La secuencia de aminoécidos codificada
5 puede comprender:
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MALPVTALLLPLALLLHAARPDVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNT
YLRWYLQKPGQSPKVLIYKVSNRVSGVPDRFSGSGSGTDFTLKINRVEAEDLGVYFC
SQSTHVPWTFGGGTKLEIKSSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDGGVKLDETGGGL
VQPGGAMKLSCVTSGFTFGHY WMNW VRQSPEKGLEW VAQFRNKPYNYETYYSDS
VKGRFTISRDDSKSSVYLQMNNLRVEDTGIYYCTGASYGMEYLGQGTSVTVSFVPVE
LPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAPLAG
TCGVLLLSLVITLYCNHRNRFSVVKRGRKKLLYTFK QPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPE
EEEGGCELRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGG
KPRRKNPQEGL YNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD
ALHMQALPPR (SEQ ID NO:2)

EJEMPLO 14

Produccién de lentivirus que contienen el gen CAR para la transduccién de células T humanas

Para preparar virus lentiviricos que contengan un CAR de fragmento variable monocatenario (scFv) antifluoresceina
(es decir, anti-FITC), una linea celular de envasado HEK-293TN se co-transfectd con el vector lentivirico que codifica
CAR scFv anti-fluoresceina y una 22 generacién de una mezcla de plasmidos de envasado lentiviricos (Cellecta) o
ViraPower Lentivrial Packaging Mix (ThermoFisher). Después de 24 y 48 horas de transfeccién, los sobrenadantes
que contenian el lentivirus con el gen CAR se recogieron y las particulas de virus se concentraron mediante el método
convencional de concentracién de virus con polietilenglicol (Clontech) para la futura transduccién con células T
humanas.

EJEMPLO 15

Aislamiento de células T humanas a partir de PBMC humanas

Las células T se aislaron a partir de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) mediante
centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll (GE Healthcare Lifesciences). Después de lavar la solucién de Ficoll
restante, las células T se aislaron usando un Kit de aislamiento de células T humanas EasySep™ (STEM CELL
technologies). Las células T purificadas se cultivaron en medio TexMACSTM (Miltenyi Biotech Inc) con penicilina al
1 % y sulfato de estreptomicina en presencia de IL-2 humana (100 Ul/ml, Miltenyi Biotech Inc). Las células T se
cultivaron a una densidad de 1x10° células/ml en placas de miultiples pocillos. Las células T se dividieron y
realimentaron cada 2-3 dias.

EJEMPLO 16

Transduccién de células T humanas

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 humana (100 Ul/ml), a continuacién se transdujeron con lentivirus que
codifican un gen CAR antifluoresceina. Las células se recogieron después de 72 horas y la expresion de CAR sobre
células T transducidas se identificé mediante la medicién de células fluorescentes GFP usando citometria de flujo.

EJEMPLO 17

Probar |la eficacia antitumoral de las células CAR T in vivo

Se usaron ratones NSG inmunodeficientes (Jackson Laboratory) para identificar la eficacia de la actividad antitumoral
de las células CAR T in vivo. Se inyectd por via subcutanea en el dorso de ratones NSG una linea celular de céncer
MDA-MB-231 que expresaba receptores de folato para establecer xenoinjertos tumorales sélidos. Cuando se alcanzd
un volumen tumoral de alrededor de 100-300 mm3, se introdujo una concentracién deseada de EC 17 (como se
muestra en las leyendas de las figuras) 4 horas antes de la administracién de un nimero deseado de células CAR T
(como se muestra en las leyendas de las figuras) en los ratones portadores de tumores. Después de la administracién
inicial de EC17 y células CAR T, también se introdujeron (i.v.) concentraciones deseadas de EC17 (como se muestra
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en las leyendas de las figuras) tres veces por semana. A los ratones control se les administraron células T sin
modificacién CAR. A otros ratones de control se les administraron CAR-T, pero se dosificé PBS en lugar de EC17. La
eficacia antitumoral se evalué en funcién del volumen tumoral. La toxicidad general del tratamiento se monitorizé por
pérdida de peso, morfologia y comportamiento animal en bruto.

El ajuste de la dosis de puente puede reducir la liberacién de citocinas y la toxicidad, manteniendo al mismo tiempo el
efecto antitumoral. Como se muestra en las leyendas de las Figuras 6A-D, se administraron células T o células CAR
T a ratones junto con 0, 20 nmoles/kg, 100 nmoles/kg, 500 nmoles/kg, 1500 nmoles/kg o 10000 nmoles/kg de EC 17.
El volumen tumoral (Figura 8A) y los cambios en el peso corporal (Figura 6B) se midieron a lo largo de 74 dias. El
porcentaje maximo de pérdida de peso corporal para cada dosis de EC 17 se muestra en la Figura 6C. Entre paréntesis
se indica el nimero de ratones que presenta el sindrome de liberacidén grave de citocinas y el niUmero total de ratones
de cada grupo. El porcentaje de ratones que mostraron sCRS para cada dosis de EC17 se muestra en la Figura 6D.
En comparacion con los ratones de una cohorte con una dosis de EC17 superior (500 nmoles/kg), los ratones de una
cohorte con dosis de 20 y 100 nmoles/kg de EC17 tenian un menor porcentaje de sCRS y una menor pérdida de peso
corporal, mientras que todos ellos alcanzaron curas completas. Con dosis de puente sobresaturado EC17 (1500 y
10000 nmoles/kg), menos ratones mostraron sCRS pero menos ratones alcanzaron la curacion.

La reduccién de la dosis de CAR-T o la divisién de la dosis de CAR-T en 2 dosis puede evitar el sindrome grave de
liberacion de citocinas, manteniendo al mismo tiempo la eficacia antitumoral. La dosis de EC 17 se fij6 en
500 nmoles/kg. Como se muestra en las leyendas de las Figuras 8A-D se introdujeron diferentes dosis de CAR T en
los ratones. El volumen tumoral (Figura 8A) y el peso corporal (Figura 8B) se midieron a lo largo de 56 dias. Entre
paréntesis se indica el niUmero de ratones que presenta el sindrome de liberacién grave de citocinas y el nimero total
de ratones de cada grupo. El porcentaje méaximo de pérdida de peso corporal para cada dosis de CAR T se muestra
en la Figura 8C. El porcentaje de ratones que mostraron sCRS para cada dosis de CAR T se muestra en la Figura 8D.

El ajuste de la dosis de células CAR T y de la dosis de EC17 puede afectar al tamafio del tumor. Se administraron
células T o células CAR T a ratones junto con 100 nmoles/kg o 500 nmoles/kg de EC17. Como se muestra en las
leyendas de las Figuras 9A-B, se administraron control o células CAR T con diferentes concentraciones de EC17. El
volumen tumoral (Figura 9A) y el peso corporal (Figura 9B) se midieron durante 75 dias. Entre paréntesis se indica el
namero de ratones que presenta el sindrome de liberacién grave de citocinas y el numero total de ratones de cada
grupo. Con la cantidad de EC17 y el nimero de CAR T optimizados, los ratones solo tenian un 2 % de pérdida de
peso corporal mientras alcanzaban la curacién completa.

La presencia de células CAR T en una segunda dosis de células T puede afectar al tamafio del tumor. Como se
muestra en las leyendas de las Figuras 10A-C, no se administré segunda dosis de células T, una segunda dosis con
20 millones de células T no transformadas, o una segunda dosis con una mezcla de células T no transformadas y
células CAR T. El volumen tumoral (Figura 10A) y el peso corporal (Figura 10B) se midieron a lo largo del tiempo. Las
cantidades medidas de células CAR T/células T normales en 50 pl de sangre del paciente 2 semanas después de la
inyeccién de la mezcla de células CAR T se muestran en la Figura 10C para un ratén para el tratamiento sin segunda
dosis de células T, y para dos ratones cada uno para los grupos de tratamiento de una segunda dosis con 20 millones
de células T no transformadas, o una segunda dosis con una mezcla de células T no transformadas y células CAR T.
La Figura 10C también muestra los correspondientes graficos de citometria de flujo de las cantidades medidas de
células T normales y células CAR T, y los correspondientes volimenes tumorales 4 semanas después de la inyeccién
de la mezcla de células CAR T.

El ajuste del control estricto de dosis de EC 17 puede reducir la toxicidad y afectar al tamafio del tumor. Como se
muestra en las leyendas de las Fig. 11A-B, se administraron células CAR T y EC17 a ratones usando diferentes
controles estrictos de posologia. El volumen tumoral (Figura 11A) y el peso corporal (Figura 11B) se midieron a lo
largo del tiempo. Entre paréntesis se indica el nimero de ratones que presenta el sindrome de liberacién grave de
citocinas y el nuUmero total de ratones de cada grupo. Ajustar la frecuencia de dosificacion del puente (de tres veces
por semana (TIW) a una vez por semana (SIW)) puede reducir la toxicidad y lograr una mejor potencia antitumoral.

EJEMPLO 18

Probar |la capacidad de rescate de EC0923 durante el tratamiento con células CAR T in vivo

Se introdujeron células CAR T en ratones portadores de tumores y también se introdujo EC17 (i.v.) tres veces por
semana. Cuando se observé un sindrome grave de liberacién de citocinas, se introdujo una dosis de EC0923 a
10 umoles/kg para rescatar a los ratones. Los ratones se monitorizaron durante 4 dias mas y a algunos se les practicé
la eutanasia para evaluar los érganos. Los 6rganos de ratones tratados con o sin EC0923 6 horas, 1 dia y 4 dias
después del tratamiento se muestran en la Figura 7. Los ratones con una dosis de EC0923 empezaron a moverse y a
buscar comida después de 4 horas, y sus bazos e higados estaban enrojecidos. Los ratones control sin EC0923 no
se movian después de 6 horas, y sus bazos e higados estaban palidos. Los ratones tratados con EC0923 volvieron a
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estar activos en 24 horas y se esperaba que sobrevivieran, por lo que se les volvié a administrar la dosis normal de
EC17. Los ratones de control sin EC0923 empezaron a moverse un poco en 24 horas, pero tuvieron que sacrificarse
para impedir el sufrimiento de los animales. Los ratones con EC0923 parecian normales en 4 dias. Uno de los ratones
fue sacrificado y se comprobd que tenia el bazo y el higado de color normal. El bazo del ratén rescatado estaba
agrandado, lo que indica que los CAR-T seguian proliferando a pesar de la dosis Unica de EC0923 de rescate. Otros
ratones restantes con EC0923 recibieron la dosis habitual de EC17 tres veces por semana, y sus tumores
desaparecieron en 4 semanas.

EJEMPLO 19

Control de la activacién de células CAR T in vivo

La activacién de las células CAR T anti-FITC puede controlarse interrumpiendo la administracién de los ligandos FITC,
la introduccién de cantidades excesivas de pequefias moléculas competidoras (por ejemplo acido félico (AF)), o una
combinacién de estos dos enfoques.

Para mostrar el control de la activacién de las células CAR T, una linea celular de cdncer de mama humano (por
ejemplo MDA-MB-231) se inyecté por via subcutdnea en el hombro de ratones NSG (Jackson Laboratory) para
establecer xenoinjertos tumorales sélidos. Cuando el volumen del tumor alcanzé alrededor de 50-100 mm?, se
introdujeron aproximadamente 15x108 células CAR T anti-FITC en ratones con tumores por via intravenosa. Se
disefiaron cinco grupos de estudio para comprobar si la activacién de células CAR T anti-FITC puede controlarse
mediante la terminacién temporal de los ligandos FITC, mediante la administracién de una pequefia molécula
competidora o un enfoque combinado de la interrupcién de los ligandos FITC y/o la administracién de un competidor
FA. El primer grupo se traté administrando células CAR T anti-FITC con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
como un control negativo. Cada dos dias a lo largo del estudio, el segundo, el tercero, el cuarto y el quinto grupos se
trataron con células CAR T anti-FITC mezcladas con FITC-Folato (500 nmol/kg). Una vez detectado un acontecimiento
de toxicidad significativo (es decir, pérdida grave de peso corporal), el régimen de tratamiento se alterd para los cuatro
grupos como sigue: (1) el grupo 2 continud con inyecciones de FITC-Folato (Continuado); (2) el grupo 3 recibié un
tratamiento combinado que incluia la supresién de FITC-Folato y la recepcién de una cantidad excesiva de folato libre
(Interrupcién + Competidor FA); (3) el grupo 4 recibié una interrupcién de FITC-Folato hasta que los ratones se
recuperaron (Interrupcién); y (4) el grupo 5 recibié una mezcla que contenia un exceso 100 veces superior de acido
félico libre (es decir, EC0923) en relaciéon con FITC-Folato hasta que los ratones se recuperaron (FITC-Folato +
Competidor FA). Se midid regularmente el peso corporal de los ratones para comprobar su toxicidad.

Resultados. La Figura 12 (barras alrededor de la linea 0 = control PBS; primera barra de cada grupo por debajo de la
linea 0 = continuo; segunda barra de cada grupo por debajo de la linea 0 = interrupcién + competidor FA; tercera barra
de cada grupo por debajo de la linea 0 = interrupcién; cuarta barra en cada grupo por debajo de la linea 0 = competidor
FA) muestra que la toxicidad mediada por células CAR T anti-FITC puede gestionarse controlando la activacién de
células CAR T anti-FITC mediante la interrupciéon de la inyeccién de FITC-Folato, administracion de una cantidad
excesiva de una molécula competidora, o0 una combinacién de ambas. El grafico y la tabla de la Figura 12 muestran
que la toxicidad mediada por células CAR T (por ejemplo tormenta de citocinas) puede gestionarse controlando la
activacion de células CAR T mediante la interrupcién de los ligandos FITC (Interrupcién); administracion de una
cantidad en exceso de acido félico libre como competidor con FITC-Folato (500 nmol/kg) (FITC-Folato + Competidor
FA); o una combinacion de estos dos enfoques (Interrupcién + Competidor FA). La Figura 12 muestra ademés que los
grupos tratados con células CAR T + FITC-Folato demostraron pérdida de peso corporal debido a la hiperactivacién
de las células CAR T. Cuando se detectd una toxicidad grave mediada por células CAR T (es decir, >10 % de pérdida
de peso), se probaron tres métodos diferentes (mencionados anteriormente) para averiguar si se puede disminuir el
grado de activacién de las células CAR T y gestionar la toxicidad mediada por células CAR T. Basandose en los datos,
los tres métodos son capaces de controlar el grado de activacién de las células CAR T para aliviar la toxicidad mediada
por las células CAR T. Adicionalmente, la combinacién de la interrupcién de FITC-Folato y la administraciéon de una
cantidad excesiva de acido félico libre mostré una mayor eficacia en la disminucién de la toxicidad mediada por células
CAR T en comparacién con cada enfoque por separado. Como era de esperar, el grado de activacién de las células
CAR T disminuyd cuando se limit6 la cantidad de FITC-Folato. Simultdneamente, la administracién de una cantidad
excesiva de acido félico libre puede competir con el FITC-Folato al interferir con la interaccidén entre el FITC-Folato y
el receptor de folato. Por lo tanto, un tratamiento de combinacién que incluye la terminacién de FITC-Folato y la
administraciéon de un competidor de folato puede promover la rédpida disminucién de la toxicidad mediada por células
CART.

EJEMPLO 20

Estudio de escalado de dosis de FITC-Folato in vivo
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Para probar si el aumento gradual de la dosis de FITC-Folato puede minimizar la toxicidad mediada por las células
CAR T sin comprometer la eficacia antitumoral de las células CAR T, se disefié un experimento. Primero se introdujo
una dosis de FITC-Folato (0,05 nmoles/kg) en ratones NSG portadores de MDA-MB-231 (volumen tumoral de
aproximadamente 50-100 mm?3) junto con inyecciones de células CAR T anti-FITC (usando aproximadamente
15%10° células). Se administraron a los ratones dos dosis adicionales de aproximadamente 0,05 nmol/kg de FITC-
Folato. A continuaciéon se aumentaron gradualmente las dosis de FITC-Folato de 5 nmol/kg (dosis Unica) a 50 nmol/kg
(dos dosis). Después de un aumento gradual de la dosis de FITC-Folato, los ratones se trataron con una dosis de
500 nmol/kg de FITC-Folato. Esta concentracién mostré una buena eficacia tumoral, pero también provocé toxicidad
si los ratones fueron tratados inicialmente con la dosis de 500 nmoles/kg. La toxicidad general de cada grupo de
tratamiento se monitorizdé midiendo la pérdida de peso corporal. Se midié el volumen tumoral para controlar la eficacia
antitumoral de las células CAR T anti-FITC.

La Figura 13 muestra que un aumento gradual de la dosis de FITC-Folato puede minimizar la toxicidad mediada por
células CAR T anti-FITC sin comprometer la eficacia antitumoral de las células CAR T. Especificamente, las Figuras
13A y 13C demuestran que no se detecté toxicidad grave (es decir, >10 % de pérdida de peso) usando los protocolos
de tratamiento gradual en comparacién con el grupo que se traté continuamente con 500 nmoles/kg de FITC-Folato.
La Figura 13B muestra que la activaciéon gradual de las células CAR T mediante un aumento gradual de la dosis de
FITC-Folato, no afecté negativamente a la eficacia antitumoral de las células CAR T. Por lo tanto, podria usarse un
aumento gradual de la dosis de FITC-Folato para tratar tumores usando un puente de FITC-Folato, evitando al mismo
tiempo efectos secundarios de toxicidad graves y sustanciales.

EJEMPLO 21

Efecto del folato-FITC en el nimero de células CAR-T vy en las citocinas séricas

La linea celular de cancer de mama humano triple negativo (es decir, MDA-MB-231) se implanté por via subcutanea
en los hombros de ratones inmunodeficientes (por ejemplo NSG). Cuando el volumen del tumor alcanzé alrededor de
50-100 mm?3, se introdujeron por via intravenosa células CAR T anti-FITC (107 células) con FITC-folato
(500 nmoles/kg) o PBS. Para monitorizar la proliferacién de células CAR T y la produccién de citocinas
proinflamatorias, la sangre de los ratones se recogi6 el Dia 6. La proliferacién de células CAR T se evalué tifiendo una
muestra de sangre total con un anticuerpo anti CD3 humano (Biolegend) y detectando la expresién de GFP en la
poblacién de células T CD3 positivas. La produccidn de citocinas proinflamatorias se midié mediante un inmunoensayo
basado en perlas (kit Legendplex de biolegend).

La Figura 14A muestra que las células CAR T anti-FITC solo proliferaron significativamente cuando la molécula puente
se introdujo en ratones portadores de tumores. Sin embargo, en ausencia de la molécula puente compatible con el
antigeno, las células CAR T anti-FITC no proliferaron significativamente. Adicionalmente, las citocinas proinflamatorias
(por ejemplo IL-2, TNF-a e IFN-y) se produjeron de forma significativa cuando los ratones portadores de tumores se
trataron tanto con células CAR T anti-FITC como con la molécula puente de antigeno coincidente. Tomadas en
conjunto las figuras 14A y 14B, muestran que las células CAR T anti-FITC pueden proliferar y activarse
especificamente para producir citocinas proinflamatorias dirigiéndose a las células cancerosas a través de la molécula
puente Folato-FITC emparejada con el antigeno.

EJEMPLO 22

Ensayo de interferén-y in Vitro

Para estudiar la relacién entre la dosis de puente y la activacion de células CAR T anti-FITC, se sembré una linea
celular de cancer positiva a receptor de folato (MDA-MB-231) a una densidad de 10 células/100 ul de medio en cada
pocillo de una placa de 96 pocillos y las células se cultivaron durante toda la noche. A continuacién se afiadieron
células CAR T anti-FITC (5x10* células) en cada pocillo que contenia células cancerosas con varias concentraciones
de Folato-FITC (de 0,001 nM a 100 uM) durante 6-24 horas. Después de la coincubacién, las placas que contenian
células CAR T anti-FITC y células cancerosas se centrifugaron durante 10 minutos a 350 x g para eliminar las células
y los restos celulares y se ensayaron 50 ul de sobrenadante mediante ELISA (kit ELISA de IFN-y humano de
Biolegend) para detectar la produccion de IFN-y por las células CAR T anti-FITC.

Para evaluar la relacién entre la dosis de puente y la activacién de células CAR T anti-FITC, se midi6 el nivel de IFN-
y producido por las células CAR T anti-FITC después de la coincubacién de las células CAR T con células cancerosas
a diversas concentraciones de FITC-folato /n vitro como se ha descrito anteriormente. Como se muestra en la Figura
15, el nivel de produccién de IFN-y aumentaba a medida que se aumentaba la dosis de puente. Sin embargo, si la
dosis del puente era superior a la dosis éptima (es decir, el nivel mas alto de IFN-y [10 nM]), la produccién de IFN-y
disminuyé y finalmente no se detectd cuando se introdujeron dosis muy elevadas (por ejemplo, 10 uM y 100 pM) del
puente (es decir, una respuesta a la dosis del puente en forma de campana). Este resultado in vitro puede deberse a
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que la dosis elevada del puente puede saturar todos los receptores diana tanto en las células cancerosas como en las
células CAR T in vitro. Estos resultados demuestran que la toxicidad mediada por células CAR T puede controlarse
manipulando la dosis del puente. En la Figura 15, "Dosis de adaptador” en el eje X es la dosis de Folato-FITC.
EJEMPLO 23

Capacidad de rescate de los competidores durante el tratamiento con células CAR T in vivo

Se introdujo un exceso de células CAR T (de 8 a 10 millones en cada estudio) en ratones portadores de tumores MDA-
MB-231 y también se introdujeron 500 nmol/kg de EC17 (i.v.) tres veces por semana. Cuando se observé un sindrome
grave de liberacion de citocinas, se introdujo por via intravenosa una dosis de EC0923 (folato) o de fluoresceina no
ligada (ambas a 10 uymoles/kg) para rescatar a los ratones (Figura 16). Los ratones con una dosis de EC0923 o
fluoresceina empezaron a moverse y a buscar comida después de 4 horas, volvian a estar activos en 24 horas y tenian
un aspecto normal en 4 dias. A continuacién se continué con la administracién de EC17. Los ratones de control sin
EC0923 ni fluoresceina no se movieron al cabo de 4 horas y tuvieron que ser sacrificados a causa de la enfermedad.
Se recogieron muestras de sangre 6 horas después de la administracién de los competidores y se midieron los niveles
de citocinas (véase la Figura 16). Cuatro semanas después, los tumores se eliminaron de los ratones con el tratamiento
de rescate. A todos los ratones sometidos a pruebas de produccién de citocinas se les inyectaron 8 millones de células
CAR-T.

EJEMPLO 24

La actividad de los CAR-T depende tanto del nivel de dosis puente como de la presencia del tumor

Se inyectaron células CAR-T en ratones sin tratamiento previo (8 millones por ratén) y ratones portadores de tumores
MDA-MB-231 (5 millones por ratén). Se administraron varios niveles de EC17 tres veces por semana. Se midi6 el IFN-
y en sangre 10 dias después de la inyeccién de células CAR-T. Como se muestra en la Figura 17, la produccion de
citocinas (actividad CAR-T) depende tanto del nivel de dosis de puente (EC 17) como de la presencia del tumor.

EJEMPLO 25

Las células CAR-T no proliferan en ratones sin tratamiento previo sin tumores

Se inyectaron (i.v.) cinco millones de células CAR-T en ratones sin tratamiento previo sin tumores. Se administraron
500 nmoles/kg de EC 17 tres veces por semana. Los ratones se monitorizaron durante 5 semanas y a algunos se les
practicd la eutanasia cada semana para evaluar los 6rganos. No se observd pérdida aparente de peso corporal
(toxicidad) en ninguno de los ratones, tanto si se administraba EC17 como si no (Figura 18A). Las células CAR-T no
proliferaron en ratones sin tratamiento previo con o sin administracién de EC 17, como indica el nimero de células
CAR-T en sangre (Figura 18B) y el tamafio del bazo (Figura 18C).

EJEMPLO 26

Actividad antitumoral de FITC-CAR-T dependiente de EC17 en diferentes modelos de xenoinjertos tumorales positivos
para receptores de folato

Se usaron ratones NSG inmunodeficientes (Jackson Laboratory) para demostrar la eficacia de la actividad antitumoral
de las células CAR T con una dosis Unica de EC17 por semana. Se usaron dos lineas celulares de cancer que expresan
receptores de folato para establecer xenoinjertos de tumores sélidos subcutaneos: MDA-MB-231 tiene una alta
expresion del receptor de folato, mientras que OV90 tiene una baja expresion del receptor de folato. Cuando se alcanzé
un volumen tumoral de alrededor de 100-250 mm3, los ratones se dividieron en dos grupos. A los ratones del grupo
"EC17 500 nmol/kg" (nmol/kg equivale a nmoles/kg tal cual se usa en esta solicitud de patente para el puente) se les
inyectaron 500 nmoles/kg de peso corporal de EC 17, mientras que a los ratones del grupo "sin EC17" no se les inyectd
EC17. Cuatro horas mas tarde, a los ratones de ambos grupos se les administraron 5 millones de células CAR-T anti-
FITC. Después de la administracién inicial de EC17 y células CAR-T, solo a los ratones del grupo "EC17 500 nmol/kg"
se les inyectaron (i.v.) 500 nmoles/kg de EC17 una vez por semana. La eficacia antitumoral se evalud en funcién del
volumen tumoral.

La Figura 19A muestra que las células CAR-T anti-FITC por si solas no tienen actividad antitumoral en modelos
tumorales MDA-MB-231 con alta expresion del receptor de folato. Solo con la administraciéon de EC17 (dosis Unica por
semana), las células CAR-T anti-FITC eliminan los tumores MDA-MB-231. Por lo tanto, una Unica dosis semanal de
EC17 es suficiente para activar y unir las células CAR-T anti-FITC a las células tumorales para eliminar los tumores.
La Figura 19B muestra que las células CAR-T anti-FITC también muestran actividad antitumoral dependiente de EC17
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en un modelo de xenoinjerto OV90 que tiene un bajo nivel de expresion de receptores de folato en las células
tumorales.

EJEMPLO 27

Mantenimiento de la actividad antitumoral de CAR-T ajustando el nivel de |la dosis puente

Se usaron ratones inmunodeficientes NSG (Jackson Laboratory) para estudiar la actividad antitumoral de las células
CAR Ty su toxicidad en presencia de diferentes niveles de dosis de EC17. Se usaron células tumorales MDA-MB-231
para establecer xenoinjertos de tumores sélidos subcutaneos. Cuando se alcanzd un volumen tumoral de alrededor
de 100-150 mm3, se preinyectaron varias concentraciones de EC17 4 horas antes de la inyeccion i.v. de 10 millones
de células CAR-T. A continuacién se administraron diversas concentraciones de EC17 tres veces por semana después
de las inyecciones iniciales de EC17 y células CAR-T. Al grupo de control negativo se le inyectaron 500 nmol/kg de
EC17 (4 horas antes) y 50 millones de células T no modificadas. A continuacién se administraron 500 nmol/kg de
EC17 tres veces por semana después de la inyeccién inicial. Se midieron el tamafio del tumor y el peso corporal para
controlar la actividad antitumoral y la toxicidad. Como se muestra en la Figura 20A, los tumores en ratones tratados
con 10 millones de células CAR-T y EC17 500 nmol/kg, 100 nmol/kg o 20 nmol/kg fueron todos eliminados, pero no
se eliminaron los tumores del grupo de control negativo. Al comparar la pérdida de peso corporal debida al tratamiento
en ratones a los que se administraron 10 millones de células CAR-T pero diferentes niveles de dosis de EC17, se
observé que el grupo al que se administré 500 nmol/kg de TIW EC17 mostraba la toxicidad mas fuerte (pérdida de
peso corporal (Figura 20B)). 20 nmol/kg EC17 TIW mostré la menor toxicidad (indicada por la pérdida de peso corporal)
entre los tres grupos de dosis de EC17, pero seguia manteniendo una actividad antitumoral suficiente. Ajustando el
nivel de dosis de EC17, la actividad antitumoral de CAR-T puede mantenerse al tiempo que se reduce la consiguiente
pérdida de peso corporal (toxicidad). En las Figuras 20A y 20B, EC17 también se denomina "adaptador" o "adaptador
biespecifico".

EJEMPLO 28

LA TERAPIA FITC-CAR-T / EC17 MUESTRA ACTIVIDAD ANTITUMORAL EN DIVERSOS MODELOS DE TUMORES
FR+

Para comprobar si la terapia FITC-CAR-T/EC17 tiene actividad antitumoral en diversos modelos de tumores FR+, a
los ratones NSG se les implanté por via subcutdnea MDA-MB-231 (linea celular de cancer de mama triple negativo),
OV90 (linea de células de cancer de ovario humano), KB (linea celular de adenocarcinoma cervical humano), SKOV-
3 (linea celular de carcinoma de ovario humano) o HEK293-FRa (HEK293 transfectada de forma estable con FRa
humano). Cuando el tamafio del tumor alcanzé 100-300 nm3, se inyectdé una dosis de EC17 a 500 nmol/kg de peso
corporal por la vena de la cola seguida de la administracién de 5 millones de células FITC-CAR-T 4 horas después.
Se dosificaron 500 nmol/lkg de EC17 una vez a la semana tras la administracién inicial de EC17/CAR-T
(aproximadamente el dia 7); el tamafio del tumor y el peso corporal de los ratones se monitorizaron tres veces por
semana. Los dias de dosificacién de EC17 se marcaron como lineas verticales discontinuas verdes en el gréafico.
Como se muestra en las FIG. 21 a 25, el tratamiento con FITC-CAR-T no mostré ninguna actividad antitumoral en
ausencia de EC17, mientras que la terapia FITC-CAR-T / EC17 mostrd una actividad antitumoral dependiente de EC17
en diversos modelos de xenoinjertos tumorales FR+. La terapia logré un 100 % de curaciones en ratones con
xenoinjerto MDA-MB-231, 50 % de curaciones y 50 % de enfermedad estable en ratones OV90, enfermedad estable
en todos los ratones con xenoinjerto KB y con xenoinjerto SKOV3 y enfermedad progresiva en el modelo HEK293-
FRa. También se observé una pérdida temporal de peso corporal dependiente de la dosis de EC17 en todos los
ratones portadores de tumores, lo que indica que la activacidén de las CAR-T depende del EC17 en estos ratones.

La actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo MDA-MB-231 se muestra en las FIG. 21A y 21B. La actividad
antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo OV-90 se muestra en las FIG. 22A y 22B. La actividad antitumoral de FITC-
CAR-T en un modelo KB se muestra en las FIG. 23A y 23B. La actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo
HEK-FRa se muestra en las FIG. 24A y 24B. La actividad antitumoral de FITC-CAR-T en un modelo SKOV-3 se
muestra en las FIG. 25A y 25B.

EJEMPLO 29

LA TOXICIDAD RELACIONADA CON FITC-CAR-T (POR EJEMPLO, SCRS) PUEDE REDUCIRSE PRE-PINTANDO
LOS TUMORES CON EC17

Para evaluar si el prepintado de tumores con EC17 puede reducir la toxicidad relacionada con la terapia (por ejemplo,
sCRS), se implantaron ratones NSG con MDA-MB-231. Dado que una mayor carga tumoral se correlaciona con un
CRS mas grave, el tratamiento se inici6 cuando el tamafio del tumor alcanzé 400-500 nm3. Los ratones se dividieron
en dos grupos y se predosificaron con 500 nmol/kg de EC17 en diferentes momentos antes de la administraciéon de
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CAR-T (FIG. 26A y 26B). El grupo n.° 1 recibié una dosis previa 4 horas antes de la administracién de 8 millones de
células CAR-T, mientras que al grupo n.° 2 se le administré una dosis previa 24 horas antes de la administracién de
8 millones de células CAR-T. A continuacioén se administré una dosis i.v. de 500 nmol/kg de EC17 una vez a la semana
(en los dias 1, 8, 15, etc.) después de la administracion de CAR-T (FIG. 26D y 26E). Aunque los ratones de los dos
grupos mostraron una pérdida de peso corporal dependiente de EC17 similar, los ratones en el grupo con 4 horas de
pre-pintado de EC17 mostraron peor sCRS que los ratones del grupo pintado con EC17 24 horas antes de la
administracion de CAR-T. Como se muestra en la FIG. 26C, en el grupo de prepintado de 4 horas, el 33 % de los
ratones murieron (o se sacrificaron debido al sCRS) en la semana 2, el 33 % murieron en la semana 3, el 17 %
murieron en la semana 4, y solo el 17 % sobrevivié més de 5 semanas; en el grupo de prepintado de 24 horas, solo el
17% de los ratones murieron (o se sacrificaron debido al sCRS) en la semana 2, y el 83% sobrevivieron durante
5 semanas. No se observaron diferencias en la actividad antitumoral en estos dos grupos, y todos los ratones
supervivientes quedaron finalmente libres de tumores. Por lo tanto, la toxicidad fue menor en los ratones con 24 horas
de prepintado que en los ratones con 4 horas de prepintado con EC17.

EJEMPLO 30

EL PREPINTADO DE TUMORES CON EC17 REDUCE LA TOXICIDAD (sCRS)

La toxicidad relacionada con FITC-CAR-T (por ejemplo sCRS) puede reducirse mediante la combinacién del
prepintado de EC17 y el retraso de la dosificacién de EC17 después de la administracion de CAR-T. Para explorar
estrategias para controlar la toxicidad relacionada con la terapia, se evalué la combinacién del prepintado EC17 y la
optimizacién del control estricto de posologia de EC17. Los ratones portadores de tumores MDA-MB-231 (100-
200 mm?3) se dividieron en tres grupos. A los ratones del grupo n.° 1 (sin prepintado de EC17) se les administraron
8 millones de células FITC-CAR-T a través de la vena de la cola, y a continuacién se dosificaron 500 nmol/kg de EC17
como dosis Unica a la semana (en los dias 2, 9, 16, etc.) después de la administracién de CAR-T. Los ratones del
grupo n.° 2 (EC17 4 horas de prepintado) se prepintaron con 500 nmol/kg de EC17 4 horas antes de la administracién
de 8 millones de células CAR-T, y a continuacién se dosificaron 500 nmol/kg de EC17 como dosis Unica a la semana
tras la administracién de CAR-T. Los ratones del grupo n.® 3 (EC17 4 horas de prepintado + segunda dosis de EC17
retardada) también se prepintaron con 500 nmol/kg de EC17 4 horas antes de la administracién de 8 millones de
células CAR-T, pero la segunda dosis de 500 nmol/kg de EC17 se pospuso hasta 7 dias después de la administracién
de CAR-T, y a continuacién se siguié el control estricto de dosis Unica semanal de EC17. Tres dias después de la
administraciéon de CAR-T, los ratones de los tres grupos se evaluaron mediante observacién visual. Como se muestra
en la FIG. 27A, los ratones en el grupo n.° 1 (sin prepintado) mostraron el peor sCRS, los ratones en el grupo n.° 2
(EC17 4 horas de prepintado) mostraron sCRS pero menos graves que los del grupo n.° 1. Mé&s importante aln, los
ratones en el grupo n.° 3 (EC17 4 horas de prepintado + segunda dosis de EC17 retardada) no mostraron sCRS. Como
se muestra en la FIG. 27B, los ratones del grupo n.° 3 con el tratamiento combinado con EC17 4 horas de prepintado
y la segunda dosis retrasada de EC17 mostraron la menor pérdida de peso corporal. Las variaciones del control estricto
de posologia de EC17 no afectaron a la actividad antitumoral de CAR-T, y los ratones de los tres grupos alcanzaron
respuestas completas (FIG. 27C).

EJEMPLO 31

EL NUMERO DE CAR-T EN SANGRE AUMENTA DESPUES DEL RESCATE

La estrategia terapéutica EC17/CAR-T es controlable mediante el desplazamiento del puente por folato libre o
fluoresceina libre. Para evaluar si la estrategia terapéutica FITC-CAR-T es controlable mediante dosis/desplazamiento
puente (por ejemplo, EC17), a ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231 (100-250 mm?) se les administré un
exceso de células FITC-CAR-T (8 millones) y se les dosificé con 500 nmol/kg de EC17 tres veces por semana (en los
dias 1, 3, 5, etc. posteriores a la administracién de CAR-T). Estos ratones mostraron sCRS al cabo de una semana y
se dividieron en tres grupos. A un grupo de ratones se le inyecté i.v. con 10 umol/kg de folato no conjugado (EC0923),
al segundo grupo se le inyecté i.v. con 10 umol/kg de fluoresceinamina para "rescate", mientras que el tercer grupo no
fue tratado como grupo de control. A continuacién, los ratones de los tres grupos se sacrificaron a las 8, 12, 24 y
48 horas tras la inyeccién de EC0923 o fluoresceinamina, y se analizaron sus muestras de sangre para determinar el
namero de células CAR-T y los niveles de citocinas. Las células CAR-T de la sangre se tifieron con un anticuerpo anti
CD45 humano marcado con APCeF780 (Biolegend) y se contaron mediante FACS. CountBright™ Absolute Counting
Beads (ThermoFisher Scientific) se mezclaron en las muestras y se usaron como referencia para el recuento celular.
Como se muestra en la FIG. 28A-D, los tratamientos tanto con 10 umol/kg de EC0923 (folato no conjugado) como con
10 umol/kg de fluoresceinamina (fluoresceina no conjugada) provocaron un aumento del nimero de CAR-T en la
circulacion sanguinea, lo que indica que algunas células CAR-T se disociaron de sus células tumorales diana y
volvieron a la circulacién sanguinea cuando el puente (EC17) fue desplazado por un exceso de folato no conjugado o
fluoresceina. El aumento del recuento de células CAR-T en la circulacién sanguinea de los ratones rescatados se
observé tan pronto como en 6 horas después de la inyeccion de EC0923/fluoresceina, lo que indica que los ratones
respondieron rapidamente al "rescate" del desplazamiento. Adicionalmente, la fluoresceina parecia provocar méas
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desplazamiento de CAR-T que el folato (EC0923), lo que se correlaciona con los descubrimientos descritos
anteriormente de que el rescate con fluoresceinamina reducia la produccién de citocinas en sangre con mas fuerza
que el folato.

EJEMPLO 32

COMPARACION DE TRES REACTIVOS DE RESCATE (ACIDO FOLICO, FLUORESCEINA SODICA (NAFL) Y
LEUCOVORINA)

Una dosis de folato, fluoresceina sédica o leucovorina pueden "rescatar” a los ratones sometidos a sCRS desplazando
el puente EC17 entre el CART vy las células tumorales. Para evaluar si los ratones con sCRS relacionados con la
terapia FITC-CAR-T pueden rescatarse mediante el uso de competidores que puedan desplazar a EC17 de las células
tumorales FITC-CAR-T o FR+, a 49 ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231 (150-250 mm?) se les
administré un exceso de células FITC-CAR-T (8 millones), a continuacién 36 de ellos recibieron una dosis de
500 nmol/kg de EC17 48 horas después de la administracién de CAR-T, a 6 de ellos no se les dosificé EC17 y se
usaron como control "Sin EC17", y a 7 de ellos se les dosificé 260 umol/kg de fluoresceina sédica (sin EC17 pero con
fluoresceina) para comprobar su toxicidad. Un dia después, mientras que los ratones del grupo de control "sin EC17"
y "sin EC17 pero con fluoresceina" estaban sanos, los ratones dosificados con EC17 empezaron a mostrar sCRS y se
dividieron en cuatro grupos. A cada grupo se le inyectd i.v. 10 umol/kg de leucovorina, o 10 umol/kg de acido félico, o
260 umol/kg de fluoresceina sédica, 0 hada como control no rescatado. Esos ratones se evaluaron 10 horas después
de la inyeccién de rescate, y se comprobé que tenian diferentes niveles de gravedad del sCRS. Aunque los tres grupos
rescatados mostraron una mejor recuperacién del sCRS en comparacién con el grupo de control no rescatado, los
niveles de recuperacién en estos grupos de rescate fueron diferentes. Los érdenes de gravedad del SCRS fueron (de
peor a menor): grupo sin rescate > grupo con rescate de leucovorina > grupo con rescate de &cido félico > grupo con
rescate de fluoresceina sédica > grupo sin EC17. También se controlaron los cambios en el peso corporal de los
ratones como indicio de toxicidad. Como se muestra en la FIG. 29A-E, los ratones rescatados con fluoresceina tenian
la menor pérdida de peso corporal en comparacién con los otros dos grupos de rescate. Para evaluar si las inyecciones
de rescate afectan a la actividad antitumoral de las células FITC-CAR-T, estos ratones se dosificaron con 500 nmol/kg
de EC17 dos veces por semana (dias 9, 11, 15, 18, 22, 25, etc.) y se monitoriz6 el tamafio del tumor. Como se muestra
enla FIG. 30Ay la FIG. 30B, casi todos los ratones se curaron excepto 2 de los 9 ratones del grupo de rescate con
fluoresceina que auln tenian un pequefio tumor en el dia 36 después de la inyeccidon de CART, indicando que una
dosis Unica de reactivos de rescate tuvo poco efecto sobre la actividad antitumoral de los FITC-CAR-T.

EJEMPLO 33

RESCATE DE FLUORESCEINA SODICA

Se muestra la fluoresceina s6dica como un agente de rescate para mitigar el sindrome de liberacién de citocinas en
la terapia antitumoral EC17/CAR-T.

Materiales:

EC17 (folato-FITC, p.m. 873) se sintetizé en una instalacion propia. La fluoresceina sédica (AK-FLUOR®, fluoresceina
inyectable, USP) se adquirié en Purdue Pharmacy.

Métodos in vivo:

Linea celular

MDA-MB-231 es una linea celular humana de céncer de mama triple negativo (TNBC) que expresa un alto nivel del
FRa humano. THP1-PPB es una linea celular de leucemia mieloide aguda humana CD33+ CD123+ que expresa de
forma estable FR humano. Las células se cultivaron respectivamente en un medio RPMI1640 sin folatos (Gibco BRL)
(FFRPMI) que contenia el 5-10 % de suero fetal de ternera inactivado por calor (HIFCS) y se mantuvieron en una
atmésfera con CO2 al 5 % usando técnicas convencionales de cultivo celular.

Ratones

NSG™ hembra (NOD.Cg-Prkdcse [12rg™™/SzJ, n.° de articulo 005557) de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME)
y se usaron cuando alcanzaron ~4 semanas de edad. Los ratones se alimentaron con una dieta deficiente en folato
(TestDiet, Louis, MO) el dia de llegada.

Implantacién de tumores
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Los tumores MDA-MB-231 se generaron mediante la implantacion subcutanea de células cultivadas a 2 x 108 en
ratones NSG.

Preparacion de células CAR-T

Las células FITC-CAR-T se prepararon como se describié anteriormente. Después de cultivar /n vitro durante 12-
20 dias, se congelaron y almacenaron a -80 °C en un reactivo de congelaciéon que contenia el 50 % de suero humano
AB+ inactivado por calor, 40 % de medio de cultivo de células T y 10 % de DMSO. Las células CAR-T congeladas se
descongelaron rapidamente a 37 °C, se lavaron dos veces con PBS y se usaron para inyeccién en animales.

Terapia EC17/CAR-T de ratones portadores de tumores

En general, la terapia EC17/CAR-T se inicié6 cuando los tumores de ratdon alcanzaron ~200-250 mm® y las dosis
semanales de EC17 a 500 nmol/kg comenzaron 2 dias después de la administracién de CAR-T. Todas las dosis de
EC17 se dieron hacia el final del dia (~3-4 PM) para permitir que el sindrome de liberacién de citocinas (CRS) se
desarrollara durante la noche. Se administré fluoresceina sédica de rescate a varias dosis (0,06-60 umol/kg) después
de la primera dosis de EC17, cuando los animales experimentaron un CRS grave de grado 3-4 en una escala de
graduacién de 0-5 (FIG. 31). Se recogieron muestras de plasma en varios puntos temporales (3-27 horas) después
del rescate con fluoresceina sédica para el anélisis multiplex de citocinas.

Analisis de células de sangre completa mediante citometria de flujo

El plasma se extrajo de volumenes predeterminados de sangre total tratada con EDTA mediante un centrifugado a
4 °C durante 10 minutos a 3000 g y los granulos celulares resultantes se incubaron con un volumen 10 veces mayor
de solucién de lisis 1X de RBC a temperatura ambiente [preparada a partir de una solucién madre 10X; Biolegend, n.°
de catalogo 420301] durante 5 minutos, se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y el sedimento celular se lavd en un
volumen 10 veces mayor de solucién salina tamponada con fosfato pH=7,4 helada, se filtr6 con un filtro de nailon de
40 pym y, a continuacién, se volvié a granular. A continuacién los granulos de leucocitos se resuspendieron en una
solucién de tincién para citometria de flujo [seroalbdmina bovina al 1 %, IgG humana 50 mg/ml (Equitech Bio, n.° de
cat SLH56-0001), azida sddica al 0,9 % en una solucién salina tamponada con fosfato, pH=7,4] suplementado con un
bloque anti-receptor Feylll/ll de ratén (CD16/CD32) [clon 2.4G2; BD Bioscience, n.° de catalogo 553142 a dilucién
1:100 (v/v)] y bloque anti-Fc humano [BD Biosciences, n.° de catalogo 564220 en dilucién 1:50 (v/v)]. La tincién de los
marcadores de superficie leucocitaria se realizé afiadiendo a cada muestra los siguientes anticuerpos monoclonales
conjugados con fluorocromo durante 20 minutos en hielo y en la oscuridad: anti-CD45 humano-APCeF780 [clon HI30,
eBioscience n.° 47-0459-42 en dilucién 1:20 (v/v)], anti-CD137 humano-BV650 [clon 4B4-1, BD Bioscience n.° 564092
en dilucién 1:20 (v/v)], anti-CD8a humano-PECy7 [clon RPA-T8, BD Bioscience, n.° de catalogo 557746 en dilucién
1:20 (v/Vv)], anti-CD4 humano-Percpe710 [clon SK3, eBioscience n.° de catalogo 46-0047-42 en dilucién 1:20 (v/v).
Después de la tincién de leucocitos, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en PBS frio que contenia
53.000 perlas CountBright™ [Invitrogen n.° de catdlogo C36950] y se transfirieron a tubos de recogida de citometria de
flujo. Los datos de citometria de flujo se recogieron en el citémetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA), donde
se recogié un minimo de 15.000 acontecimientos de perlas CountBright™ en un intento de recoger suficientes
acontecimientos de leucocitos para un recuento preciso de las células CAR T infundidas en cada muestra de sangre
de ratén. La determinacién de la concentracidén de células CAR T en cada muestra de sangre se calculé siguiendo las
instrucciones de Invitrogen. Brevemente, las células CAR T se identificaron como acontecimientos CD45+ humano
GFP+ y se distinguieron y se contaron facilmente usando el software de citometria de flujo Kaluza™. Las microesferas
CountBright™ se marcaron uniformemente con un fluorocromo no usado en el panel de anticuerpos empleado para
identificar las células CAR T y se distinguieron facilmente de los leucocitos y se contaron los acontecimientos de las
perlas. Debido a que se afiadieron 53.000 perlas CountBright™ a cada tubo de muestra, se calculd la relacion entre el
total de 53.000 perlas y los acontecimientos de perlas recogidos por muestra y se establecid la relaciéon de perlas
equivalente al numero desconocido de células CAR T en cada muestra dividido por el nimero conocido de
acontecimientos de células CAR T recogidos. La resolucién de la incégnita dio el nimero de células CAR T aisladas
de cada muestra de sangre de volumenes conocidos. A continuacién el nimero de células CAR T en la circulacion de
cada ratén infundido se representé en los graficos como el nimero total de células CAR T por 50 pl de sangre total
analizada. La significancia estadistica se determiné usando una prueba de la t de student no apareada, de dos colas,
con significancia fijada en p<0,05 para las comparaciones entre cada uno de los tres grupos de ratones.

Preparacion de suspensiones unicelulares de tejidos tumorales y normales

Se recogieron los tumores solidos (100-1000 mm3), se pesaron y se trituraron en trozos pequefios y, a continuacion,
se transfirieron a tubos de 50 ml que contenian 20 ml de un céctel de digestién tumoral. El céctel enzimatico de
digestién tumoral consistié en 0,5 mg/ml de colagenasa IV (Sigma-Aldrich, n.° de catalogo C5138), Hialuronidasa
0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, N.° de Catalogo H3506) y 0,1 mg/ml de DNasa | (Sigma-Aldrich, N.° de Catalogo DN25) en
medio RPMI1640 libre de suero y deficiente en folato suplementado con antibiéticos. Los fragmentos tumorales se
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digirieron durante una hora a 37 °C a 300 rpm en un agitador horizontal. En lo sucesivo, el digerido tumoral se
centrifug6 a 400 x g durante 5 minutos y el sedimento de células tumorales se sometid a una etapa de lisis de glébulos
rojos, se lavé a continuacién con solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4) fria y finalmente se filtr6 a través
de un colador celular de nailon de 40 um.

Datos v resultados:

Como se muestra en la FIG. 31, se evaluaron los efectos de un rescate Unico de fluoresceina sédica a 60 pmol/kg
tanto en la produccién de citocinas como en la actividad antitumoral de CAR-T in-vivo. El dia 0, se administraron -
10,4 millones de células FITC-CAR-T por via intravenosa a ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231.
Aproximadamente 48 horas después de la infusién de células CAR-T, los ratones se separaron en 3 grupos. El primer
grupo (n.° 1) no se dosificé con EC17 y sirvié como el control de células CAR-T, al segundo (n.° 2) y al tercer grupos
(n.° 3) se les inyecté por via intravenosa una dosis Unica de EC17 (500 nmol/kg). A las 17 horas después de la dosis
EC17, los ratones de los grupos n.° 2y n.° 3 que recibieron EC17 (500 nmol/kg) mostraron sCRS mientras que los
ratones del grupo de control de células CAR-T n.° 1 no mostraron ninguna toxicidad relacionada. El grupo n.° 2 recibid
a continuacién una Unica dosis intravenosa de fluoresceina sddica (60 umol/kg) mientras que el grupo n.° 3 quedd sin
rescate. Siete horas después del rescate con fluoresceina sédica, los ratones del grupo n.° 2 rescatados con
60 pmol/kg de fluoresceina sédica se recuperaban y se puntuaban con un sCRS de grado 3 bajo, mientras que los
ratones sin rescate del grupo n.° 3 seguian teniendo un sCRS de grado 3. Se practicé la eutanasia a tres animales
satélite de cada grupo para recoger sangre y 6érganos para el anélisis de citocinas y la evaluacién de la toxicidad
organica. La sangre total se obtuvo mediante puncién cardiaca y se recogi6é en tubos con EDTA. Veintisiete horas
después del rescate con fluoresceina sdédica, los ratones rescatados con 60 pmol/kg de fluoresceina sédica en el
grupo n.° 2 se estaban recuperando y la escala sCRS disminuy6 a grado 2, mientras que los ratones sin rescate del
grupo n.° 3 tenian peor sCRS (grado 3-4). En este momento, se practicé la eutanasia a 6 ratones satélite de cada
grupo para la extraccién de sangre y la evaluacion de 6rganos. Los ratones restantes se dosificaron con una dosis
Unica de 500 nmol/kg de EC17 cada semana si se deseaba, y las fechas de dosificacion de EC17 se etiquetaron en
la FIG. 36 como lineas verticales discontinuas que aparecen después de la anotacién "EC17". El volumen del tumor y
los cambios en el peso corporal se controlaron 2-3 veces por semana.

Como se muestra en la FIG. 36, aunque los tumores en el grupo CAR-T solo crecieron rapidamente, los tumores en
ratones dosificados con 500 nmol/kg de EC17 SIW siguieron creciendo lentamente durante aproximadamente una
semana, y a continuacién empezaron a reducirse y finalmente desaparecieron. Aunque los tumores de los grupos
rescatados tardaron unos dias mas en empezar a encogerse, no se encontraron diferencias significativas en el
crecimiento tumoral entre el grupo rescatado y el no rescatado. Este descubrimiento sugirié que una dosis de
60 pmol/kg de fluoresceina sédica no interferia con la actividad antitumoral de CAR-T in vivo. Como se muestra en la
FIG. 36B, los ratones del grupo rescatado parecian tener menos pérdida de peso corporal en comparacidn con los del
grupo no rescatado, indicando que 60 umol/kg de rescate de fluoresceina sédica puede reducir la toxicidad relacionada
con la terapia CAR-T (mostrada como menor pérdida de peso corporal).

Los 6rganos de los tres grupos también se evaluaron a las 7 horas y a las 27 horas después del rescate con
fluoresceina sédica y sus pesos se compararon como se muestra en la FIG 32. Como se muestra en la FIG. 32A,
7 horas después del rescate, los pulmones de los ratones tratados con CAR-T y EC17 estaban hinchados y pesaban
més que los pulmones recogidos de los ratones del grupo de células CAR-T Unicamente. Como se muestra en la FIG.
32B, 27 horas después del rescate, el peso de los pulmones del grupo rescatado disminuyé mas que el del grupo no
rescatado. Aunque no se encontraron diferencias de peso evidentes en higado o rifilones entre el grupo rescatado y el
no rescatado, los 6rganos del grupo rescatado parecian mas sanos en el examen visual (menos decoloracion del
higado y el rifién, y menos edema pulmonar). Para la FIG. 32, el edema pulmonar mejord 27 horas después del rescate
con NaFL.

También se midieron los niveles de citocinas asociados al CRS para determinar si el rescate inactiva las células CAR-
T y reduce la produccion de citocinas. Los niveles de citocinas humanas en muestras de plasma de ratén se midieron
usando kits de ensayo de flujo multianalito basados en FACS (BioLegend) y kits de deteccidn de citocinas basados en
ELISA (ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las FIG. 33A-G muestran los niveles de
citocinas 7 horas después del rescate. Para la FIG. 33, la produccién de citocinas en la sangre de los ratones se redujo
en <7 horas después del rescate de NaFL. Las FIG. 34A-G muestran los niveles de citocinas 27 horas después del
rescate. Para la FIG. 34, la produccién de citocinas en la sangre de los ratones se redujo en <7 horas después del
rescate de NaFL. Las FIG. 35A-E muestran cambios dependientes del tiempo en los niveles de citocinas. Para la FIG.
35, habia un retraso entre los niveles de citocinas en sangre y el estado general del ratén (puntuaciones CRS). En
resumen, los ratones administrados con células CAR-T pero sin EC 17 tenian un nivel muy bajo de citocinas en su
sangre, mientras que los ratones dosificados con EC17 tenian mayores niveles de citocinas en su sangre, incluyendo
IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, GM-CSF e IL-3. Mas importante aln, los niveles de citocinas en los ratones rescatados
con 60 pymol/kg de fluoresceina sbédica eran mucho mas bajos que los de los ratones no rescatados (tanto 7 horas
como 27 horas después del rescate). Los niveles de algunas citocinas (por ejemplo IL-2, TNF-q, IL-3, GM-CSF e IL-6)
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disminuyeron hasta valores normales 7 horas después del rescate, mientras que otras citocinas (por ejemplo IFN-y)
disminuyeron hasta valores cercanos a los normales a las 27 horas después del rescate.

Para evaluar si un nivel mas bajo de fluoresceina sédica también puede rescatar a los ratones sometidos a sCRS, se
realizé el mismo estudio de rescate salvo que la fluoresceina sédica se dosificé a 0,06, 0,6 y 6 pmol/kg. Como se
muestra en la FIG. 50, se administraron ~8,3 millones de células CAR-T congeladas y se indujo sCRS con una dosis
de 500 nmol/kg de EC17. Mientras que los ratones sin rescate mostraron una mayor gravedad de sCRS, los ratones
rescatados con fluoresceina sédica mostraron una reduccién dependiente de la dosis de la gravedad del sCRS (FIG.
50). En resumen, los ratones rescatados con 6 pmol/kg de fluoresceina sédica fueron los que se recuperaron mas
rapidamente, mientras que los ratones rescatados con 0,06 pmol/kg de fluoresceina sédica mostraron la recuperacion
mas lenta.

Como se muestra en la FIG. 51, el rescate con una dosis de 6 umol/kg de fluoresceina sédica no afecté a la actividad
antitumoral de la terapia celular EC17/CAR-T (FIG. 51A, curva de crecimiento tumoral), pero el rescate redujo la
toxicidad CAR-T dependiente de EC17 (menor pérdida inicial de peso corporal) (FIG. 51B). Como se muestra en la
FIG. 52, los niveles de citocinas en sangre de ratén también dependian de las concentraciones de fluoresceina sédica
usadas para el rescate, y la dosis media eficaz es de aproximadamente 0,6 pmol/kg con citocinas clave (por ejemplo
IL-2, TNF-a, IFN-y, etc.) comenzando a responder a partir de las 3 horas posteriores al rescate.

Enumeracién de células T FITC CAR en la sangre

El cronograma experimental se representa en la FIG. 53A. El dia 0, las células T GFP+ FITC-CAR [clon 4M5.3] se
extrajeron de la crioconservacién, se descongelaron y a continuacién se infundieron por via intravenosa en ratones
NSG portadores de tumores MDA-MB-231 a 10 millones por raton [tumores ~250 mm?]. Aproximadamente 48 horas
después de la infusion, se dividieron en tres grupos para comprobar los efectos de la fluoresceina sédica en el
comportamiento de las células CAR T, in vivo, especificamente en la circulacién. El primer grupo sirvié como control
sin EC17/sin fluoresceina (FIG. 53B-C). Al segundo grupo se le inyect6 por via intravenosa una dosis Unica de EC17
[500 nmol/kg] para generar el sindrome de liberaciéon grave de citocinas (sCRS) (FIG. 53B-C, rojo). El tercer grupo
(FIG. 53B-C) recibié EC17 [500 nmol/kg] para generar sCRS pero también recibié una Unica fluoresceina sédica
intravenosa [60 pmol/kg] aproximadamente 18 horas después para inhibir la interaccién de las células CAR T con las
células tumorales positivas al receptor de folato. Veintisiete horas después del rescate con fluoresceina sédica, los
ratones se sacrificaron y se obtuvo sangre total mediante puncién cardiaca y se recogié en tubos que contenian EDTA,
a continuacién se prepararon los leucocitos sanguineos para su analisis, de acuerdo con el protocolo detallado en la
seccidn de métodos. Los anticuerpos monoclonales especificos para marcadores de superficie humanos, que no
reaccionan de forma cruzada con los marcadores de raton, se usaron para el anélisis por citometria de flujo. La tincién
para CD45 antihumano permite identificar claramente las células T humanas que circulan en la sangre de ratones
infundidos con células CAR T (FIG. 53B, eje y, gréficos de puntos). Adicionalmente, las células T humanas infundidas
que fueron transducidas con éxito con la construccidn lentivirus CAR se visualizaron mediante fluorescencia verde
posibilitada por la coexpresién del ADNc también presente en la construccién lentivirica CAR que codifica la proteina
verde fluorescente (FIG. 53B, eje x, diagrama de puntos). Por lo tanto, por seleccién en acontecimientos humanos
CD45+ GFP+ doble positivos, se puede distinguir y contar de forma fiable el nimero de células T humanas que
expresan FITC-CAR de células T humanas no transducidas o de leucocitos de ratén (FIG. 53B).

Las células CAR T humanas estan presentes en altos niveles en la circulacién de los ratones cuatro dias después de
la infusién en el grupo de control de ratones que no han recibido la molécula puente CAR, EC17 (FIG. 53B, diagrama
de puntos de la izquierda). Curiosamente, en el grupo de ratones que recibié una dosis de EC17, se detectan muy
pocas células CAR T en la circulacién, presumiblemente porque el EC17 ha dirigido a las células CAR T para que se
localicen en los sitios del antigeno en la superficie de las células tumorales (FIG. 53B, diagrama de puntos central).
La reduccién de los tumores por las células CAR T que se observaron de forma rutinaria bajo esta condicién de
tratamiento, da lugar a la produccion de niveles elevados de citocinas inflamatorias humanas, incluyendo TNFa e IFNy,
provocando CRS grave en estos animales. Es importante destacar que cuando se dosificd a estos animales enfermos
con 60 pmol/kg de fluoresceina sédica, no solo se redujeron los sintomas de sCRS, sino también se observé que las
células CAR T reaparecen en la circulacién (FIG. 53B, diagrama de puntos derecho). Por lo tanto, el exceso de
fluoresceina puede mediar la liberaciéon de las células CAR T desde la molécula puente CAR EC17 que marca las
células tumorales positivas para el receptor de folato. Tras la liberacién de las células CAR T de las células tumorales,
cesara la produccion de citocinas inflamatorias que impulsan el sCRS, lo que permite salvar de la muerte a los ratones
portadores de tumores.

La activacién de las células T a través de un receptor de células T o de un receptor quimérico para antigenos, se
visualiza por el aumento de la expresién de receptores de superficie coestimuladores, incluyendo 4-1BB (CD137). Esta
expresion aumentada de 4-1BB duraré varios dias tras la activacién antigénica inicial del receptor de células T o del
receptor antigénico quimérico. De manera no sorprendente, tras la caracterizacidén de las células CAR T circulantes
procedentes de la sangre de ratones infundidos Unicamente con células CAR T, se observé muy poca expresion del
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marcador de activaciéon de superficie, 4-1BB, en la superficie de menos del 2 % de las células CAR T infundidas
aisladas de animales que no recibieron EC17 (FIG. 54). Curiosamente, cuando se midié el estado de activacion de las
células CAR T circulantes de los animales que recibieron la infusién de células CAR T mas los tratamientos con EC17
y fluoresceina sédica, las células CAR T circulantes expresan cantidades significativas de 4-1BB, lo que consiste en
su reciente activacion por EC17 dentro del tumor, dos dias antes de la recogida (FIG. 54). Las células CAR T
circulantes del segundo grupo de ratones portadores de tumores que recibieron la infusién de CAR T mas el
tratamiento con EC17 no pudieron analizarse de forma fiable para determinar la expresiéon de 4-1BB debido a su
escaso nlimero en circulacién (FIG. 53A-C).

Aunque la fluoresceina sédica a 60 pmol/kg estd muy por debajo de la dosis tolerada establecida en pacientes
humanos, el conocimiento de la dosis minima eficaz de fluoresceina sédica que rescata a los pacientes de sCRS
infundidos con células CAR T FITC y EC17, seria util. Como se muestra en la FIG. 50 y la FIG. 55A, los animales
infundidos con CAR-T recibieron una dosis de EC17 para inducir sCRS y, un dia después, se separaron en cuatro
grupos diferentes. Tres grupos recibieron dosis bajas de rescate de fluoresceina sédica a 0,06, 0,6 y 6 pmol/kg. En
concreto, la dosis més alta de fluoresceina sédica usada en este estudio fue 10 veces menor que la dosis administrada
a los ratones de la FIG. 31. A los animales de los grupos de dosis anteriores se les practicé la eutanasia a las 3 y
24 horas después del rescate con fluoresceina sddica para poder enumerar las células CAR-T circulantes en la sangre
(FIG. 55B-C). Curiosamente, el nimero de células CAR T circulantes en animales que recibieron tratamiento con
fluoresceina sédica 0,06-6 umol/kg aumenté ya a las 3 horas tras el rescate (FIG. 55B). Esto sugiere que la inyeccién
de fluoresceina sédica probablemente desplazé a las células CAR T de sus dianas en las células tumorales FR+. De
manera importante, a las 24 horas después del rescate, la extravasaciéon de células CAR T a la sangre aumentd de
forma dependiente de la dosis de fluoresceina sédica (FIG. 55C). Estas observaciones mostradas en las FIG. 53-55
sugieren que el comportamiento y la localizacién de las células FITC CAR-T pueden modificarse en diferentes grados
en animales que experimentan CRS grave mediante la administracién de dosis bajas de fluoresceina sédica.

EJEMPLO 34

EL RESCATE ANTERIOR NO AFECTO A LA REACTIVACION DE FITC-CAR-T INDUCIDA POR EC17

Para evaluar si el rescate afecta a la funcién FITC-CAR-T, a 12 ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231
(150-250 mm?®) se les administré un exceso de células FITC-CAR-T (8 millones). A continuacion, se administré a nueve
ratones una dosis de 500 nmol/kg de EC17 48 horas después de la administracién de CAR-T, y a 3 ratones no se les
administré EC17 y se usaron como controles "solo CAR-T". Mientras que los ratones del grupo de control "solo CAR-
T" estaban sanos, los ratones dosificados con EC17 mostraron sCRS un dia después y se dividieron en tres grupos.
A un grupo de ratones (CAR-T +EC17+ FA) se le inyecté i.v. 10 umol/kg de acido félico, al segundo grupo de ratones
(CAR-T + EC17 + NaFL) se le inyecté i.v. 260 umol/kg de fluoresceina sédica, mientras que el tercer grupo (CAR-T +
EC17) no fue rescatado. Todos los ratones se volvieron a estimular con 500 nmol/kg de EC17 seis dias mas tarde
para la reactivacion de FITC-CAR-T y se recogieron muestras de sangre 18 horas después de la reactivaciéon de EC17
para el andlisis de citocinas en sangre. La produccién de citocinas humanas es un indicio de la activacién de CAR-T.
Como se muestra en la FIG. 37A-B, los niveles de citocinas humanas (por ejemplo IFN gamma, IL-2) en los ratones
rescatados (grupo "CAR-T + EC17 + FA" y grupo "CAR-T + EC17 + NaFL") son similares a los de los ratones sin
rescate (grupo "CAR-T + EC17"). Los datos indican que los rescates no afectaron a la reactivacién de CAR-T inducida
por EC17.

EJEMPLO 35

LA PRODUCCION DE CITOCINAS EN SANGRE Y LA PERDIDA DE PESO CORPORAL SON DEPENDIENTES DE
LA DOSIS DE CAR-T

Para evaluar si la produccién de citocinas en la sangre de ratones esta correlacionada con el nimero de CAR-T en
ratones, se dosificaron 15 ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231 (250-500 mm?3) con 500 nmol/kg de peso
corporal de EC17 y a continuacién se dividieron en tres grupos. Cuatro horas mas tarde, a cada grupo se le
administraron 2, 5 0 12,5 millones de células FITC-CAR-T respectivamente. A continuacién se administré a los ratones
de los tres grupos una segunda dosis de 500 nmol/kg de EC17 24 horas después de la administracién de CAR-T, y se
recogieron muestras de sangre 48 horas més tarde (el esquema de administracién se muestra en la FIG. 38A). Como
se muestra en la FIG. 38B, los ratones a los que se administraron 12,5 millones de células CAR-T mostraron la mayor
pérdida de peso corporal, mientras que los ratones a los que se administraron 2,5 millones de CAR-T mostraron la
menor pérdida de peso corporal. La produccién de citocinas (por ejemplo IL-2 humana, IFN gamma humana, TNF alfa
humano e IL-10 humana) se correlaciona con el nimero de células CAR-T administradas (FIG. 39A-D). Con el aumento
de células CAR-T en ratones, aumenta la produccidn de citocinas y aumenta también la pérdida de peso corporal.

EJEMPLO 36
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LA PROLIFERACION DE CELULAS FITC-CAR-T /N VIVO ES DEPENDIENTE DE LA DOSIS DE EC17

Para evaluar si la dosis puente puede controlar la proliferacion de CAR-T in vivo, los ratones NSG portadores de
tumores MDA-MB-231 (250-500 mms) se dividieron en 4 grupos y se dosificaron con 0, 5, 50, 0 500 nmol/kg de peso
corporal de EC17 respectivamente (como se muestra en la FIG. 40A). Cuatro horas mas tarde, a los cuatro grupos se
les administraron 5 millones de células FITC-CAR-T que se cultivaron in vitro durante 11 dias, mientras que un grupo
de ratones predosificados con 500 nmol/kg de EC17 no se dosificd con células CAR-T y se usé como un "control sin
CAR-T". Dos dias después, los ratones de los cinco grupos se dosificaron con diversos niveles de EC17 como se
indica en la FIG. 40B. Mientras que los ratones del grupo "Sin dosis de CAR-T" mostraron poco sindrome relacionado
con CRS, los ratones dosificados con 5 millones de células CAR-T mostraron CRS dependiente de la dosis de EC17
3 dias después de la administracién de CAR-T. A continuacién se recogieron muestras de sangre 16 horas después
de la segunda dosis de EC17 y se analizé el nimero de CAR-T en la circulacién sanguinea (FIG. 40B). Como se
muestra en la FIG. 40B, en comparacién con los ratones dosificados con 0 nmol/kg de EC17, los ratones dosificados
con 5 nmol/kg de EC17 tenian menos células CAR-T en la circulacién sanguinea, probablemente debido al trafico de
células CAR-T dependiente de EC17 hacia los tejidos tumorales, que eliminé las células CAR-T de la circulacién
sanguinea. De manera importante, los ratones administrados con la misma cantidad de células CAR-T pero
dosificados con 50 0 500 nmol/kg de EC17 tenian mas células CAR-T en la circulacién sanguinea. La interpretacién
de este descubrimiento es que las células CAR-T proliferaron més en ratones dosificados con 50 o 500 nmol/kg de
EC17 que en ratones dosificados con 5 nmol/kg de EC 17, de tal manera que los recuentos de CAR-T en la circulacién
sanguinea fueran mayores.

Para confirmar ain més que la proliferacién de FITC-CAR-T depende de la dosis de EC 17, también se evalué la
proliferacién in vivo de los CAR-T cuando se les dio mas tiempo para asentarse y proliferar. Con este fin, se examind
el niumero de células CAR-T en ratones a los que se habian administrado células CAR-T seis dias antes y se habian
administrado cuatro dosis de EC17 para potenciar la proliferacién de CAR-T in vivo. Los ratones NSG portadores de
tumores MDA-MB-231 (250-500 mms) se dividieron en 4 grupos y se dosificaron con 0, 5, 50, 0 500 nmol/kg de peso
corporal de EC17 respectivamente (como se muestra en la FIG. 41A). Cuatro horas més tarde, a todos los ratones se
les administraron 5 millones de células FITC-CAR-T que se cultivaron in vitro durante 18 dias. A continuacién se
dosificaron diversos niveles de EC17 en los dias 1, 3 y 5 posteriores a la administracién de CAR-T para potenciar la
proliferacién de CAR-T. Se recogieron muestras de sangre de ratén 24 horas después de la Gltima dosis de EC17, Las
células CAR-T de la sangre se tifieron con un anticuerpo anti CD45 humano y se contaron mediante FACS. Como se
muestra en la FIG. 41B, el recuento de CAR-T fue el més bajo en los ratones sin dosis de EC17, aumenté en ratones
con la dosis de 5 nmol/kg de EC17, alcanzé el méximo en ratones dosificados con 50 nmol/kg de EC17, y empezé a
disminuir cuando la dosis de EC17 fue de 500 nmol/kg probablemente debido a la sobresaturaciéon de EC17 y la
consiguiente disociacién de las células CAR-T de la célula tumoral. En resumen, se ha observado una proliferacién
FITC-CAR-T dependiente de la dosis de EC17 en ratones portadores de tumores MDA-MB-231 en dos momentos
diferentes, lo que indica que el control del nivel de dosis de EC17 puede controlar la proliferaciéon de FITC-CAR-T in
vivo.

EJEMPLO 37

FITC-CAR-T NO PROLIFERA NI PROVOCA TOXICIDAD EN RATONES SIN TRATAMIENTO PREVIO

Se probd la evaluacion de la proliferacién de FITC-CAR-T vy la toxicidad relacionada tanto en ratones sin tratamiento
previo como en ratones portadores de xenoinjertos tumorales FR+. Para evaluar si la proliferacién in vivo de FITC-
CAR-T depende de la coexistencia del puente (por ejemplo, EC17) y el antigeno tumoral (por ejemplo, receptor de
folato), se comparoé la proliferacién in vivo de FITC-CAR-T en ratones sin tratamiento previo y ratones portadores de
xenoinjertos tumorales FR+, con o sin EC17. Se administraron (i.v.) 5-8 millones de células CAR-T (como se indica en
las FIG. 42 y 43) a ratones sin tratamiento previo sin tumores y a ratones portadores de xenoinjertos tumorales FR+
(80-200 mm?3). Se dosificaron 500 nmol’kg de EC17 4 horas antes y tres veces por semana después de la
administraciéon de CAR-T, si se desea. Se monitorizaron los cambios de peso corporal de los ratones y el recuento de
células CAR-T en la circulacién sanguinea; algunos ratones también se sacrificaron semanalmente para evaluar los
6rganos. Como se muestra en la FIG. 42, los ratones sin tratamiento previo sin carga tumoral no mostraron ninguna
pérdida aparente de peso corporal (toxicidad), no importa si el EC17 se dosificé o no. Por otro lado, los ratones
portadores de tumores FR+ MDA-MB-231 mostraron una pérdida de peso corporal dependiente de EC17: los ratones
dosificados con EC17 tres veces por semana tenian pérdida de peso corporal en los primeros 10 dias, mientras que
los ratones sin dosis de EC17 no tenian pérdida de peso corporal (FIG. 42). También se comparé el recuento de
células CAR-T en muestras de sangre para evaluar la proliferacién de CAR-T. Como se muestra en la FIG. 43A, FITC-
CAR-T no proliferé en ratones sin tratamiento previo a los que se administraron dosis de 5 u 8 millones de células
FITC-CAR-T, no importa si el EC17 se dosific6 0 no. Por el contrario, las células FITC-CAR-T de los ratones
implantados con xenoinjertos FR+ HEK-FRa tuvieron una rapida proliferacién cuando se administraron 500 nmol/kg
de EC17 tres veces por semana. Dado que el aumento del tamafio del bazo es otro indicador de la proliferaciéon de
CAR-T in vivo, también se midid el tamafio del bazo como se muestra en la Fig. 43B. Los ratones sin tratamiento
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previo sin carga tumoral no mostraron un gran agrandamiento del bazo (indicio de ausencia de proliferacion de CAR-
T), no importa si EC 17 se dosificé o no. Por otro lado, los ratones portadores de tumores FR+ MDA-MB-231
presentaban agrandamiento del bazo cuando se les administraba una dosis de 500 nmol/kg de EC17 tres veces por
semana. En conclusién, las células FITC-CAR-T no proliferan ni provocan toxicidad en ratones sin tratamiento previo
incluso en presencia de EC17, pero proliferan rapidamente en ratones portadores de tumores FR+ cuando también se
administra EC17.

Para la FIG. 42, se us6 el modelo MDA-MB-231 s.c. Para la FIG. 43A, se us6 el modelo de xenoinjerto HEK-FRa s.c.
Para la FIG. 43B, se us6 el modelo MDA-MB-231 s.c.

Los resultados muestran que FITC-CAR-T no es activo en ratones sin tratamiento previo sin carga tumoral. Se
inyectaron células CAR-T i.v. en ratones sin tratamiento previo (8 millones por ratén) y ratones portadores de tumores
MDA-MB-231 (5 millones por ratdén). Se administraron 500 nmol/kg de EC17 tres veces por semana cuando se desed
(se muestra en el marcador de la figura). Después de una semana, las muestras de sangre de ratén se recogieron en
tubos recubiertos de EDTA y se centrifugaron a 3000 g durante 15 min a 4 °C y el plasma se aislé y almacen6 a -20 °C
hasta su andlisis.

Los niveles de citocinas incluyendo IFN se midieron con los kits de panel de citocinas humanas LEGENDplex
(BioLegend, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras de plasma se diluyeron
con tampén de ensayo y a continuacién se mezclaron con perlas de captura inmovilizado con el anticuerpo dirigido a
la citocina analizada. Después de 2 horas de incubacién a temperatura ambiente con agitacién, se afiadié el anticuerpo
de deteccién biotinilado de la citocina analizada y se incubd durante una hora mas a temperatura ambiente con
agitacién. A continuacion, se afiadié estreptavidina marcada con ficoeritrina (PE) para que se uniera con biotina en el
anticuerpo de deteccién, y se usd FACS para leer la sefial de PE en el complejo de unidén (anticuerpo de captura-
citocina-anticuerpo de deteccién). La intensidad de PE es proporcional al nivel de la citocina analizada. Una serie de
soluciones de citocinas con concentraciones conocidas se midieron al mismo tiempo y se usaron como patrones para
cuantificar los niveles de citocinas en las muestras analizadas.

Como se muestra en la FIG. 44, la produccién de citocinas (actividad CAR-T) es dependiente de la presencia del
tumor. Las células CAR-T no son activas en ratones sin tratamiento previo incluso cuando los ratones fueron
dosificados con 500 nmol/kg de EC17 tres veces por semana.

EJEMPLO 38

CARACTERIZACION DE MOLECULAS PUENTE

Para examinar la capacidad de las moléculas puente para unirse a scFv antifluoresceina en células CAR T, se
desarrollé un ensayo de unién competitiva. No pudo usarse la medicién de la sefial de fluoresceina de los puentes
unidos a células CAR T debido al solapamiento de su fluorescencia con la de las células CAR T que expresan GFP.
Con este fin, se permitié que FITC-Alexa647 (10 nM) se uniera a células CAR T anti-fluoresceina en ausencia o
presencia de un exceso (1 uM) de ligando competidor (es decir, FITC-folato, FITC-DUPA, FITC-CA9) durante 1 h a
temperatura ambiente. Después de la incubacién, las células CAR T anti-fluoresceina se lavaron 3 veces con PBS
para eliminar el FITC-Alexa647 no unido, y las células lavadas se analizaron para determinar la fluorescencia de
Alexa647 mediante citometria de flujo.

Todas las moléculas puente probadas (es decir, FITC-folato, FITC-DUPA, FITC-CA9) fueron capaces de unirse a las
células T que expresaban CAR, como se establecid por la capacidad de los puentes para bloquear competitivamente
la unién de FITC-Alexa 647 a las células T modificadas por ingenieria genética (FIG. 45).

EJEMPLO 39
LA CELULA CAR T UNIVERSAL PUEDE ELIMINAR DIVERSAS CELULAS DE CANCER QUE EXPRESAN

ANTIGENOS ORTOGONALES DESPUES DE LA ADICION DE PUENTES COINCIDENTES CON ANTIGENOS /N
VITRO

Cada linea celular de cancer humano se sembré a una densidad de 10* células/100 ul de medio en placas de
96 pocillos y se cultivé durante la noche. Se afiadieron células CAR T antifluoresceina a cada pocillo en ausencia o
presencia de moléculas puente. Después de la coincubacién durante 6-24 horas, las placas se centrifugaron a 350xg
durante 10 minutos para eliminar los restos y se analizaron los sobrenadantes para determinar la liberacién de lactato
deshidrogenasa (analisis de muerte celular) mediante el kit PierceTM LDH cytotoxicity assay (Thermo Fisher Scientific,
MA) y los niveles de interferén y (IFNy) mediante un kit ELISA de IFNy humano (Biolegend, CA).

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3010559 T3

Para evaluar la especificidad y la universalidad de las células CAR T antifluoresceina, las células CAR T
antifluoresceina se coincubaron con células HEK que expresaban FR, PSMA, CA9 o NK1R en presencia o ausencia
de moléculas puente respectivamente. Como se muestra en la FIG. 46, panel A, las células CAR T antifluoresceina
pueden eliminar las células HEK diana cuando estan presentes moléculas puente coincidentes con el antigeno. La
universalidad de las células CAR T antifluoresceina con multiples moléculas puente se evalubé ademas con diversas
lineas celulares de cancer humano que expresan el receptor de folato (KB, MDA-MB-231 y OVCAR3), PSMA (LNCaP
y 22RV1) o CA9 (HT29, SK-RC-52, A549 y SKOV3) (FIG. 46B). La lisis fue especifica para el puente probado y el
tumor correspondiente que expresaba el receptor para el ligando del tumor puente.

EJEMPLO 40

RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE MOLECULAS PUENTE Y LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE LA
CELULA CAR T UNIVERSAL

Cada linea celular de cancer humano se sembré a una densidad de 10* células/100 ul de medio en placas de
96 pocillos y se cultivé durante la noche. Se afiadieron células CAR T antifluoresceina a cada pocillo en ausencia o
presencia de moléculas puente. Después de la coincubacién durante 6-24 horas, las placas se centrifugaron a 350xg
durante 10 minutos para eliminar los restos y se analizaron los sobrenadantes para determinar la liberacién de lactato
deshidrogenasa (analisis de muerte celular) mediante el kit PierceTM LDH cytotoxicity assay (Thermo Fisher Scientific,
MA) y los niveles de interferén y (IFNy) usando un kit ELISA de IFNy humano (Biolegend, CA).

Como se muestra en la FIG. 47, todas las moléculas puente se comportan de manera similar. Conforme aumenté la
concentraciéon de puentes, también aumentd la actividad antitumoral de las células CAR T. Sin embargo, si se afiadian
mayores concentraciones de moléculas puente, a continuacién se redujo la actividad antitumoral de las células CAR
T (es decir, una respuesta a la dosis en forma de campana). Este resultado se debe al hecho de que las moléculas
puente no pueden formar un puente entre las células CAR T y las células cancerosas cuando se afiaden
concentraciones mas elevadas de moléculas puente, ya que concentraciones mas elevadas de moléculas puente
pueden saturar tanto los receptores de las células CAR T como los de las células cancerosas, respectivamente.

EJEMPLO 41
LA CELULA CAR T UNIVERSAL PUEDE ELIMINAR DIVERSAS CELULAS DE CANCER QUE EXPRESAN

ANTIGENOS ORTOGONALES DESPUES DE LA ADICION DE MOLECULAS PUENTE COINCIDENTES CON
ANTIGENOS /N VIVO

Se generaron multiples clones de MDA-MB-231 que expresaban antigenos ortogonales usando un sistema lentivirico
de liberacién de genes. Se implantaron por via subcutanea ratones NSG inmunodeficientes (Jackson Laboratory, ME)
con cada una de las células MDA-MB-231 que expresaban el receptor de folato, PSMA, o CA9 y se les inyectaron por
via intravenosa células CAR T y a continuacién moléculas puente (es decir, cualquiera de FITC-folato, FITC-DUPA o
FITC-CA9) cuando los tumores alcanzaban un tamafio de ~100 mm3. Los tumores se midieron cada dos dias con
calibradores y el volumen tumoral se calcul6 segln la ecuacién: Volumen tumoral=(L x W2) donde L es el eje mas
largo del tumor y W es el eje perpendicular a L.

Para evaluar si cada puente puede inducir la actividad antitumoral de las células CAR T antifluoresceina, se generaron
multiples clones de MDA-MB-231 que expresan el receptor de folato, PSMA o CA9. Como se muestra en la FIG. 48,
las células CAR T antifluoresceina podian eliminar las células tumorales que expresaban antigenos ortogonales
cuando se inyectaban puentes coincidentes con antigenos. Tomados en conjunto, estos datos demostraron que una
sola célula CAR T antifluoresceina podia eliminar multiples tumores mediante la inyeccién de puentes coincidentes
con antigenos diana.

EJEMPLO 42

LA CELULA CAR T UNIVERSAL PUEDE ELIMINAR DOS TUMORES A TRAVES DE UN COCTEL DE MOLECULAS
PUENTE /N VIVO (MODELO DE DOS TUMORES SEPARADOS)

Para evaluar si un céctel de moléculas puente puede eliminar dos tumores que expresan antigenos ortogonales, se
establecieron dos modelos tumorales diferentes. Como un primer modelo tumoral, cada una de PSMA+ MDA-MB-231
y CA9+ MDA-MB-231 se implantaron en ratones NSG en dos localizaciones diferentes (es decir, flanco derecho: CA9+
MDA-MB-231, flanco izquierdo: PSMA+ MDA-MB-231). Para el segundo modelo tumoral, se premezclaron PSMA+
MDA-MB-231 y CA9+ MDA-MB-231 en una proporciéon de 1:1 y se implantaron en una ubicacién. Como se muestra
en los paneles Ay B de la Fig. 49, la eliminacién completa de las células tumorales que expresan PSMA o CA9 puede
conseguirse cuando se inyectan ambos puentes (es decir, el céctel de FITC-PSMA y FITC-CA9). Sin embargo, un
tumor que expresaba un antigeno no emparejado (es decir, PSMA o CA9) crecia continuamente si se infundia solo
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uno de los puentes (es decir, FITC-DUPA solo o FITC-CA9 solo). Tomados en conjunto, estos datos demuestran que
las células CAR T antifluoresceina pueden superar la heterogeneidad tumoral usando un céctel de moléculas puente.

Se implantaron MDA-MB-231 PSMA+ y MDA-MB-231 CA9+ en ratones NSG (Jackson Laboratory, ME) en dos
localizaciones diferentes (es decir, en el flanco derecho: PSMA+ MDA-MB-231, flanco izquierdo: CA9+ MDA-MB-231)
0 una localizacién tras la mezcla previa de dos células tumorales (es decir, 50 % de PSMA+ MDA-MB-231 y 50 % de
CA9+ MDA-MB-231). Cuando los tumores alcanzaron ~100 mm3 de tamafio, se inyectaron células CAR T
antifluoresceina (8x108) mas FITC-DUPA, FITC-CA9 o ambas. Los tumores se midieron cada dos dias con
calibradores y el volumen tumoral se calcul6 segln la ecuacién: Volumen tumoral=(L x W2) donde L es el eje mas
largo del tumor y W es el eje perpendicular a L. Los resultados se muestran en las FIG. 49A y 49B.

Sintesis de moléculas puente

FITC-folato

Se acoplé folato-y-etilendiamina a isémero | de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich) en dimetilsulféxido
(DMF) anhidro en presencia de tetrametilguanidina y diisopropilamina. El producto bruto se cargé en una columna de
HPLC preparativa Xterra RP18 (Waters) y se eluyé con condiciones de gradiente empezando con fosfato sddico 5 mM
al 99 % (fase movil A, pH 7,4) y acetonitrilo al 1 % (fase mévil B) y alcanzando el 90 % de Ay el 10 % de B en 10 min
a un caudal de 20 ml/min. En estas condiciones, el maximo principal de FITC-folato eluyé normalmente a los 27-
50 min. La calidad de la fraccién de FITC-folato se monitorizé mediante HPLC analitica en fase inversa con un detector
de UV. Las fracciones con una pureza mayor del 98,0 % (CLEM) se liofilizaron para obtener el producto final FITC-
folato.

o)
HN | Nar™N
s AN
N7 N7 N
FITC-DUPA

DUPA-FITC se sintetiz6 mediante metodologia en fase sélida como sigue. La resina NovaTag universal (50 mg,
0,53 mM) se hinché con diclorometano (DCM) (3 ml) seguido de dimetilformamida (DMF, 3 ml). Una solucién de
piperidina al 20 % en DMF (3 x 3 ml) se afiadi6 a la resina y se burbuje6 argén durante 5 min. La resina se lavé con
DMF (3 x 3 ml) y alcohol isopropilico (i-PrOH, 3 x 3 ml). Después de hinchar la resina en DMF, una solucién de DUPA-
(OtBu)-OH (1,5 equiv), Se afiadié HATU (2,5 equiv) y DIPEA (4,0 equiv) en DMF. Se burbujed argdn durante 2 hy la
resina se lavé con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). Después de hinchar la resina en DCM, se afiadi6é una solucién
de HOBt 1 M en DCMftrifluoroetano (TFE) (1:1) (2 x 3 ml). Se burbujed argén durante 1 h, se eliminé el disolvente y
la resina se lavé con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). Después de hinchar la resina en DMF, se afiadié una solucién
de Fmoc-Phe-OH (2,5 equiv), HATU (2,5 equiv) y DIPEA (4,0 equiv) en DMF. Se burbujeé argén durante 2 h y la resina
se lavé con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). La secuencia anterior se repitié para 2 etapas méas de acoplamiento
para la adicién de 4cido 8-aminooctanoico e isotiocianato de fluoresceina o isotiocianato de rodamina B. El compuesto
final se escindi6 de la resina usando acido trifluoroacético (TFA):H2O: triisopropilsilano:céctel (95:2,5:2,5) y se
concentré al vacio. El producto concentrado se precipitd en éter dietilico y se secé al vacio. El producto bruto se
purificd mediante RP-HPLC preparativa [A = 488 nm; gradiente de disolvente: del 1 % de B al 80 % de B en 25 min,
lavado de B al 80 % 30 min de ejecucion; A = NH4sOAc 10 mM, pH = 7; B = acetonitrilo (ACN)]. EI ACN se eliminé al
vacio y las fracciones puras se liofilizaron para obtener DUPA-FITC como un sélido de color naranja parduzco. RP-
HPLC: tR = 8,0 min (A = NH4OAc 10 mM, pH = 7,0; B = ACN, gradiente de disolvente: del 1 % de B al 50 % de B en
10 min, lavado de B al 80 % 15 min de ejecucién). RMN 1H (DMSO-d6/D20): § 0,98-1,27 (ms, 9H); 1,45 (a, 3H); 1,68~
1,85 (ms, 11H); 2,03 (m, 8H); 2,6-3,44 (ms, 12H); 3,82 (a, 2H); 4,35 (m, 1H); 6,53 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,61 (dd, J = 5,3,
3,5 Hz, 2H); 6,64 (s, 2H); 7,05 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,19 (m, 5H); 7,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,38 (s, 1H). HRMS (ESI)
(m/z): (M + H)+ calc. para C51H59N70158S, 1040,3712, encontrado, 1040,3702. UV/vis: A max = 491 nm.
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FITC-CA9

En un matraz de fondo redondo de 50 ml se disolvié el ligando CA9 (53,6 mg, sintetizado en laboratorio) en una
cantidad deseada de N,N-dimetilformamida (DMF) (2-3 ml) usando una barra de agitacién magnética de teflon. El aire
ambiental se elimin6 usando vacio y se reemplazd por gas nitrégeno, esto se realizé en tres ciclos. A continuacion el
fondo redondo se mantuvo bajo gas nitrégeno constante. Al matraz, se afiadieron 28,9 mg de clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) seguidos de 21,6 mg de hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y 18,9 pli
de Boc-PEG2-NH2 (obtenido de Sigma Aldrich). Se afiadieron 5,4 ul de trietilamina (TEA) al final y la reaccion se dejé
agitar durante toda la noche. La mezcla de reaccién se purificé usando HPLC y se confirma con UHPLC-MS (m/z
diana de 831). El acetonitrilo se eliminé mediante evaporacién rotatoria a alto vacio y se colocé en un liofilizador
durante 48 horas. La desproteccion de Boc se realizé6 con TFA:DCM 1:1 durante 30 minutos. TFA/DCM se eliminé
mediante evaporacidn rotatoria a alto vacio seguida de 30 minutos a alto vacio. A continuacién el compuesto se
disolvié en DMF y se combiné con 5 equivalentes molares de N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA). Se afiadieron 16 mg
de isotiocianato de fluoresceina (adquirido a Life Technologies) a la solucién y se agité durante 1 hora. La mezcla de
reaccion se purificé por HPLC y el compuesto diana se confirmé con UHPLC-MS (m/z diana de 1120). Las muestras
se colocaron en un liofilizador durante 48 horas y el compuesto se almacené a -20 °C.

FITC-NK1R

A una solucién agitada de NK-1 (0,02 g, 0,0433 mmol, 1,0 eq.), O-(2-Aminoetil)-O'-[2-(Boc-amino)etil]decaetilenglicol
(BocNH-PEG11-NH2) (Sigma, 0,0336¢g, 0,0521 mmol, 1,2eq.), Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP) (0,027 g, 0,0521 mmol, 1,2 eq.) en CH2Cl> seco se afiadié6 N,N-Diisopropiletilamina
(DIPEA) (0,076 ml, 0,4338 mmol, 10 eq.) en argdn a temperatura ambiente. El progreso de la reaccién se monitorizé
mediante CLEM y se purificé mediante RP-HPLC preparativa (Waters, XBridgeTM Prep C18, 5 um; columna de 19 x
100 mm, fase movil A = tampén acetato de amonio 20 mM, pH 7, B = acetonitrilo, gradiente del 10-100 % B en 30 min,
13 mil/min, A =220 nm, 254 nm). Se recogieron las fracciones puras, se evaporaron todos los disolventes organicos y
se liofilizé la muestra durante 48 h para obtener el NK1-PEG 11-NHBoc. Rendimiento: 40,13 mg (97 %). Al NK1-
PEG11-NHBoc (0,0165 g, 0,015 mmol) en CH>Cl, seco se afiadié 4cido trifluoroacético (TFA, 20 eq.) y la mezcla de
reaccidn se agité durante 4 h a ta. Se eliminé el exceso de TFA, se diluyé con agua y se extrajo con CHxCl, (3x5 ml).
Las capas orgénicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron (Na>SO4) y se concentraron. El semisélido de
color rojo obtenido se secé al vacio y se usd en la etapa siguiente sin purificacién adicional. A una solucién agitada de
NK1-PEG11-NH2 (0,008 g, 0,0081 mmol, 1,0 eq.), Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma, 0,0037 g,
0,0097 mmol, 1,2 eq.) en dimetilsulféxido (DMSO, 0,3 ml) seco se afiadié diisopropiletilamina (0,0028 ml, 0,0162
mmol, 2,0 eq.) a temperatura ambiente en argén. El progreso de la reaccién se monitorizé mediante CLEM y se purificd
mediante RP-HPLC preparativa (Waters, XBridgeTM Prep C18, 5 ym; columna de 19 x 100 mm, fase mévil A =tampdn
acetato de amonio 20 mM, pH 7, B = acetonitrilo, gradiente del 10-100 % B en 30 min, 13 ml/min, A = 280 nm). Se
recogieron las fracciones puras, se evaporaron todos los disolventes orgénicos y se liofilizé la muestra durante 48 h
para obtener el NK1-PEG11-FITC (5). Rendimiento: 8,54 mg (77 %).
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El compuesto NK-1 se sintetizé6 mediante un procedimiento de dos etapas partiendo del ligando base, que se prepard
siguiendo un procedimiento bibliogréfico. (Ref: DESIGN AND DEVELOPMENT OF NEUROKININ-1 RECEPTOR-
BINDING AGENT DELIVERY CONJUGATES, Numero de solicitud: PCT/US2015/44229).

EJEMPLO 43

CONTROL DE LA TORMENTA DE CITOCINAS CON MOLECULAS PUENTE

Se muestra la regulacién de la intensidad de un sindrome de liberacién de citocinas mediado por células CAR T con
el uso de moléculas puente de bajo peso molecular. Se describen cuatro estrategias novedosas para eliminar un
sindrome de liberacién de citocinas tdxico y a veces letal, al tiempo que se describe el perfeccionamiento de la eficacia
terapéutica de las células CAR T.

Lineas celulares y células T

Las lineas celulares positivas al receptor de folato (por ejemplo KB y MDA-MB-231) se mantuvieron en RPMI 1640 sin
acido félico (Gibco, Irlanda) que contiene suero bovino fetal al 10 % inactivado por calor y penicilina-estreptomicina al
1% en CO, al 5% a 37 °C. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron mediante
centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll (GE Healthcare Lifesciences, EE.UU.) de sangre humana fresca
procedente de voluntarios sanos (IRB N.°: 1702018875). Se aislaron células T CD3"* puras a partir de PBMC usando
el kit de aislamiento de células T humanas EasySep™ (STEM CELL technologies, Canadd) y a continuacion se
cultivaron en medio TexMACS™ (Miltenyi Biotech Inc, CA) que contenia penicilina al 1 % y sulfato de estreptomicina
en presencia de IL-2 humana (100 Ul/ml, Miltenyi Biotech Inc, CA). Las células T se dividieron y los medios anteriores
se cambiaron cada 2-3 dias.

Generacién del vector lentivirico gue codifica el gen CAR antifluoresceina

Se us6 un método de PCR solapada para generar la construccion CAR que contiene un fragmento variable
monocatenario (scFv) contra la fluoresceina. La secuencia codificadora del scFv se sintetizd (GeneScript, NJ) a partir
de una secuencia optimizada por afinidad de un anticuerpo humano antifluoresceina, 4M5.3 (Kd = 270 fM, 762 pb)
[21]. Las secuencias que codifican el péptido sefial de CD8a humano (SP, 63 pb), las regiones bisagra y
transmembrana de CD8a (249 pb), el dominio citoplasmatico de 4-1BB (CD137, 141 pb) y el dominio citoplasmético
de la cadena CD3C (336 pb) (adquiridas de GeneScript) se fusionaron con el scFv antifluoresceina mediante PCR
solapada. La construccidon CAR resultante (1551 pb) se inserté en el vector de expresién lentivirico escindido por
EcoRI/Notl pCDH-EF 1-MCS-(PGK-GFP) (System Biosciences, CA) y se expandié/purificé usando el kit PureLink
Hipure plasmid midiprep (Invitrogen, CA). La secuencia de la construccién CAR en el vector lentivirico se confirmd
mediante secuenciacién del ADN (Purdue Genomic Core Facility, IN).

Produccién de lentivirus y transduccién de células T humanas

Para preparar lentivirus que contengan el CAR anti-fluoresceina (scFv), la linea celular de envasado 293TN se co-
transfectd con el vector lentivirico que codifica el scFv CAR anti-fluoresceina y una mezcla de plasmidos de envasado
de 22 generacién (Cellecta, CA). Después de 24 y 48 horas de transfeccion, se recogieron los sobrenadantes que
contenian lentivirus que codificaban el gen CAR y se concentraron las particulas de virus usando un método
convencional de concentracién de virus con polietilenglicol (Clontech, CA).

Transduccién de células T humanas con lentivirus que expresan CAR

Las células T aisladas (véase anteriormente) se activaron usando Dynabeads acopladas a anticuerpos anti-CD3/CD28
(Life Technologies, CA) durante 12-24 horas en presencia de IL-2 humana (100 Ul/ml) y a continuacidn se transdujeron
con el lentivirus mencionado anteriormente que codifica tanto la GFP como el CAR antifluoresceina [50]. Después de
72 horas de transduccion, se analizé la fluorescencia de la GFP en las células T mediante citometria de flujo para
determinar la eficiencia de la transduccién.

Unién de puente a CAR T y receptores de células cancerosas

La fluoresceina-folato (FITC-folato) y la fluoresceina-PSMA (FITC-DUPA) se sintetizaron como se describid
anteriormente. Para examinar la capacidad de estas moléculas puente para unirse a scFv antifluoresceina en células
CAR T, fue necesario desarrollar un ensayo de unién competitiva, porque no pudo usarse la medicién de la sefial de
fluoresceina de los puentes unidos a células CAR T debido al solapamiento de su fluorescencia con la de las células
CAR T que expresan GFP. Con este fin, se permiti6 que FITC-Alexa647 (10 nM) se uniera a células CAR T anti-
fluoresceina en ausencia o presencia de un exceso (1 uM) de ligando competidor (es decir, FITC-folato) durante 1 h
a temperatura ambiente. Después de la incubacién, las células CAR T anti-fluoresceina se lavaron 3 veces con PBS
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para eliminar el FITC-Alexa647 no unido, y las células lavadas se analizaron para determinar la fluorescencia de
Alexa647 mediante citometria de flujo. Para el analisis de la unién del folato FITC al receptor de folato, las células KB
positivas para FR se incubaron con FITC-folato (100 nM) en ausencia o presencia de un exceso (10 uM) de folato libre
(es decir, como un ligando competitivo). Después de lavar las muestras con PBS (3 veces), se analizaron mediante
citometria de flujo para determinar la unién de fluoresceina y folato.

Analisis de la actividad antitumoral de células CAR T antifluoresceina in vitro

Se sembraron lineas celulares de cancer positivas para FR (por ejemplo, células KB o MDA-MB-231) a una densidad
de 10* células/100 ul de medio en placas de 96 pocillos y se cultivaron durante toda la noche. Se afiadieron células
CAR T antifluoresceina a cada pocillo en ausencia o presencia de moléculas puente. Después de la coincubacién
durante 6-24 horas, las placas se centrifugaron a 350xg durante 10 minutos para eliminar los restos y se analizaron
los sobrenadantes para determinar la liberacién de lactato deshidrogenasa (analisis de muerte celular) mediante el
kitPierce™ LDH cytotoxicity assay (Thermo Fisher Scientific, MA) y los niveles de interferon v (IPNy) usando un kit
ELISA de IPNy humano (Biolegend, CA), mientras que los granulos se evaluaron para la activacién de células CAR T
mediante tincién con APC anti-CD69 humana (Clon: FNS0, Biolegend, CA) o se examind la proliferaciéon de células
CAR T cultivandolas durante 5 dias en medio TexMACS™ (Miltenyi Biotech Inc, CA) con penicilina al 1 % de y sulfato
de estreptomicina y cuantificando por citometria de flujo usando la fluorescencia intrinseca de GFP y la tincién con
anticuerpo APC anti CD3 humano (Clon:HIT3a, Biolegend, CA).

Analisis de la actividad antitumoral de células CAR T antifluoresceina in vivo

A ratones NSG inmunodeficientes (Jackson Laboratory) se les implantaron células MDA-MB-231 por via subcutanea
y se les inyectaron por via intravenosa células CAR T y, a continuacién, fluoresceina-folato (como se indica) cuando
los tumores alcanzaron un tamafio de ~100 mm?. Los ratones se mantuvieron con una dieta deficiente en acido félico
(TD.95247, Envigo) para reducir el nivel de &cido félico en ratones a los niveles fisiolégicos encontrados en seres
humanos. Los tumores se midieron cada dos dias con calibradores y el volumen tumoral se calcul6 segun la ecuacién:
Volumen del tumor="(L x W?) donde L es el eje mas largo del tumor y W es el eje perpendicular a L. También se
recogié sangre de ratén para medir los niveles de citocinas (por ejemplo, IL-2, IL-6, IFNy y TNFa) usando el
inmunoensayo basado en perlas LEGENDplex (Biolegend, CA) y se monitorizé la toxicidad sistémica midiendo la
pérdida de peso corporal. Todo el cuidado y uso de animales siguié las directrices del National Institutes of Health
(NIH) y todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de Purdue.

Analisis estadisticos

Se usé el programa GraphPad Prism versién 7 (Graphpad, CA) para generar todos los graficos y anélisis estadisticos.
Todas las cifras indican valores de media * s.e.m. salvo que se indique lo contrario. Se us6 ANOVA para
comparaciones multiples.

Construccién y caracterizacién de un CAR antifluoresceina y su interaccién con moléculas puente de fluoresceina y
folato

La FIG. 63A muestra la estructura de un puente fluoresceina-folato (FITC-folato). En el lado izquierdo de la estructura
se encuentra la vitamina, acido félico, que se selecciond como ligando representativo de la diana tumoral porque su
receptor (receptor de folato alfa, FRa) se sobreexpresa en el ~40 % de los tumores epiteliales humanos, pero en gran
medida estd ausente o inaccesible en los tejidos normales. En el lado derecho se encuentra la fluoresceina, que se
eligié como ligando para el acoplamiento de CAR porque ya se habia descrito en la bibliografia un anticuerpo humano
antifluoresceina con afinidad femtomolar por la fluoresceina. La FIG. 63B esboza la construccién del CAR (SEQ ID
NO: 1 y 2) que se uséd para dirigir la célula CAR T citotéxica para eliminar las células cancerosas. El scFv
antifluoresceina del anticuerpo mencionado anteriormente se fusioné con la cadena CD3 zeta de un receptor de
células T que se habia disefiado previamente para contener el dominio intracelular de CD137 (4-1BB). La insercién
de esta construccion CAR en un vector lentivirico [pCDH-EF1-MCS-(PGK-GFP)] permitié la transduccién de células T
humanas preactivadas con una eficiencia del 50-60 %, como muestra la fraccién de células T con tincién positiva para
GFP (un marcador fluorescente co-transducido con el CAR) (FIG. 63C). La FIG. 63D demuestra ademas que las
células T que expresan CAR se unen al folato de fluoresceina, como demuestra la capacidad de la fluoresceina-folato
para bloquear competitivamente la unién de FITC-Alexa 647 a las células T modificadas por ingenieria genética.

Una vez establecida la capacidad de generar células CAR T antifluoresceina, se examiné la potencia de destruccion
de las células T modificadas mediante la evaluacién de la capacidad de la molécula puente fluoresceina-folato para
mediar en la eliminacién de células tumorales por parte de las células CAR T en cultivo. Como se muestra en la FIG.
B64A, se observd que el folato de fluoresceina se unia a las células KB FR positivas (una linea celular de cancer de
cuello de atero), como lo demostraba i) el desplazamiento de la fluorescencia de las células KB al afiadir folato de
fluoresceina, y ii) el bloqueo de este desplazamiento al competir con un exceso de é&cido félico libre. La destruccién
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de células KB mediada por células CAR T se demostrd a continuacién mediante la lisis de células KB en presencia
pero no en ausencia del puente. Por lo tanto, como se muestra en la FIG. 64B, se observé lisis de las células
cancerosas cuando estaban presentes tanto las células CAR T como fluoresceina-folato, pero no cuando fluoresceina-
folato estaba ausente (PBS) o cuando estaba presente la fluoresceina-DUPA (una molécula puente que se une a las
células de céncer de préstata pero no a las células KB). Por otra parte, las células CAR T antifluoresceina fueron
capaces de erradicar las células KB en multiples proporciones de células efectoras a células diana, pero solo cuando
estaba presente fluoresceina-folato (FIG. 64C). El andlisis de la produccién concomitante de IFNy proporcioné pruebas
adicionales de que la actividad tumoricida de la célula CAR T antifluoresceina solo se desencadenaba mediante la
adicién del puente fluoresceina-folato correcto (FIG. 64D) y los experimentos relacionados establecieron que tanto la
proliferacién de la célula CAR T antifluoresceina como la activacién de la célula CAR T dependian adicionalmente de
la adicién del puente correcto (FIG. 64, paneles E y F). Tomados en conjunto, estos datos demuestran que la
funcionalidad de la célula CAR T antifluoresceina depende inextricablemente de la disponibilidad del puente especifico
del tumor correcto para mediar en el acoplamiento de la célula CAR T con la célula cancerosa deseada.

Identificacién de las condiciones que favorecen un sindrome de liberacién de citocinas (CRS)

Para explorar si la manipulacién de la duracién, la concentracién o la frecuencia de dosificacion del puente podrian
aprovecharse para controlar un CRS, primero fue necesario identificar las condiciones en las que se produciria de
forma reproducible un CRS facilmente medible. Después de la exploraciéon de varios modelos de xenoinjertos
tumorales humanos, se descubrid que los ratones NSG implantados con células MDA-MB-231 FR positivas (una linea
celular humana de cancer de mama ftriple negativo) mostraban de forma fiable un potente CRS después de la
administracién de células CAR T anti-fluoresceina mas fluoresceina-folato. Por lo tanto, como se muestra en la FIG.
65A, se observd una pérdida de peso corporal del ~8 % en ratones portadores de tumores en los 4 dias siguientes a
la inyeccion de 5x10° células CAR T méas 500 nmoles/kg de fluoresceina-folato; es decir, indicando la presencia de un
CRS. En cambio, no se observd pérdida de peso en ratones similares portadores de tumores tras la inyeccién de
células CAR T en ausencia de fluoresceina-folato; es decir, consistente con los datos mencionados anteriormente que
demuestran que el puente es necesario para la activacién de las células CAR T. De manera significativa, no se detecté
pérdida de peso en los ratones libres de tumor tratados con las mismas células CAR T antifluoresceina,
independientemente de que el puente estuviera presente o ausente. Estos Ultimos datos confirman que incluso en
presencia de células CAR T y puente fluoresceina-folato, la activacién de la célula CAR T y la consiguiente pérdida de
peso corporal no pueden producirse a menos que una célula con fluoresceina expuesta (es decir, una célula MDA-
MB-231 decorada con fluoresceina) pueda ser captada por la célula CAR T. Dado que la expresién de FR en los
tejidos sanos se limita principalmente a la superficie apical de las células tubulares proximales de los rifiones (donde
los FR son inaccesibles para las células inmunitarias), en ratones libres de tumores se esperaria una activacién escasa
o nula de las células CAR T.

Para establecer ademas que la intensidad de una CRS depende del nimero de células CAR T que logran formar una
sinapsis citotéxica con una célula cancerosa, se determiné la dependencia de la pérdida de peso corporal y la
liberacién de IFNy en funcién del nimero de células CAR T. Como se muestra en la FIG. 65B, la administracién del
puente solo no promovié ninguna pérdida de peso corporal. De manera similar, la inyeccién de 10x108 células CAR T
en ausencia del puente no estimulé ninguna disminucién del peso corporal; es decir, confirmando que se requiere el
compromiso de una célula cancerosa para la citotoxicidad sistémica. Mientras que la inyeccién de 2x10° células CAR
T més 500 nmoles/kg de puente tampoco indujo una pérdida de peso aparente, la infusién de 5x108 0 10x10° células
CAR T mas la misma dosis puente promovié pérdidas cada vez mayores de peso corporal. Los analisis concomitantes
de la liberacion de IFNy sugieren que estos descensos de la masa corporal probablemente se debieron a CRS, que
también muestran una dependencia sensible del nimero de células CAR T y de la presencia del puente. Tomados en
conjunto, estos datos sugieren que tanto las células CAR T como un puente deben estar presentes para la induccién
de la activacién de las células CAR T y el CRS asociado.

Estrategias para poner fin rapidamente a un sindrome de liberacién de citocinas preexistente

Experimentando el 92 % de todos los pacientes con ALL tratados con células CAR T un CRS, se planteé la cuestion
de si la capacidad de controlar el compromiso de una célula CAR T con su diana celular cancerosa podria
aprovecharse para poner fin a un CRS tras su activacién completa. Para explorar esta posibilidad, se examiné en
primer lugar si la interrupcién de la administracién de fluoresceina-folato podria facilitar el cese de un CRS. Como se
muestra en la FIG. 66A, un tratamiento Unico de ratones portadores de tumores MDA-MB-231 con 15x10° células CAR
T antifluoresceina seguido de la administracién cada dos dias de 500 nmol/kg de fluoresceina-folato promovié una
pérdida de peso rapida y continua, dando lugar a la eutanasia requerida de tres de los ratones el dia 8 de tratamiento.
En cambio, los ratones tratados de forma idéntica en los que se omiti6 la dosificacién de fluoresceina-folato los dias 4
y 6 (pero que recibieron a partir de entonces una dosificacién continua cada dos dias) solo mostraron una pérdida de
peso moderada de la que se recuperaron répidamente. Que esta pérdida de peso estaba probablemente relacionada
con el nivel de produccién de citocinas en los mismos ratones queda demostrado por los cambios relacionados en los
niveles de IFNy medidos en el plasma de cada ratén (FIG. 66B). Mas importante aln, la interrupcién temporal de la
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dosificacion en dias alternos no solo no comprometié la actividad antitumoral, sino que, por el contrario, aumentd la
potencia de las células CAR T. Por lo tanto, como se muestra en la FIG. 66C, mientras que los ratones no tratados o
tratados continuamente mostraron un rapido aumento del crecimiento tumoral, los ratones expuestos a dosis puente
interrumpidas presentaron una remisién completa de sus tumores. Estos datos sugieren que un CRS preestablecido
puede controlarse mediante la interrupcién temporal de la dosificacién puente sin subvertir la citotoxicidad de las
células CAR T.

Dandose cuenta de que la interrupcién transitoria de la dosificaciéon puente puede conducir a una disminucién de CRS,
a continuacién los presentes inventores se preguntaron si podria promoverse una disminucién mas potente de CRS
afladiendo ligandos que compitieran con el fluoresceina-folato para establecer puentes entre las células CAR T y las
células cancerosas. Con este fin, se inicié un CRS como se ha descrito anteriormente y, mientras se continuaba con
la posologia habitual del puente cada dos dias, simplemente se administré6 un exceso de 100 veces de folato libre en
los dias 4 y 6 para intentar terminar el CRS. Como se muestra en la FIG. 67A, la inyeccidén de acido félico en exceso
impidi6 rapidamente la pérdida de peso continua observada con la dosificacién puente ininterrumpida. Por otra parte,
como se ve en la FIG. 66, esta competicién con la dosificacién del adaptador no solo redujo el nivel de IFNy en los
ratones tratados (FIG. 67B), sino que también aumenté la potencia terapéutica de la terapia de células CAR T (FIG.
67C). Estos datos sugieren que la administracién transitoria de un ligando competidor benigno (es decir, la vitamina
acido félico) puede poner fin a un CRS sin comprometer significativamente la terapia tumoral.

Mientras que el &cido félico puede usarse para controlar CRS, las terapias con células CAR T aprovechan la
fluoresceina-folato para mediar el puente entre la célula CAR T y la célula cancerosa, parecia prudente examinar
también la capacidad de la fluoresceina para bloquear un CRS, ya que deberia resultar atil para controlar el CRS
asociado a cualquier puente especifico del tumor ligado a la fluoresceina. Por lo tanto, como se ha descrito
anteriormente, se indujo un CRS en ratones portadores de tumores MDA-MB-231 y se intent6 interrumpirlo mediante
la administracién de fluoresceina libre el dia 3 del CRS. Mientras que la inyeccidn de fluoresceina competidora indujo
una disminucién del CRS con un aumento de la eficacia terapéutica, lo hizo mas rapidamente que lo observado con
el folato libre. Por lo tanto, como se muestra en la FIG. 67D, todas las citocinas relevantes para CRS disminuyeron en
las 3 horas siguientes a la administracién de fluoresceina, disminuyendo IL-2, TNF-a e IL-6 >50 % en este corto
periodo de tiempo. Aunque el IFNy no mostré una disminucién de la concentraciéon plasmatica a las 3 horas, demostrd
una disminucién a las 6 horas después de la inyeccién de fluoresceina, lo que sugiere que su produccién también se
suprime por la adicién de fluoresceina. De manera importante, las concentraciones en plasma de IL-2, TNF-a e IL-6
habian disminuido casi a niveles de fondo al punto temporal de 6 horas.

Estrategias para impedir la aparicién de CRS sin comprometer la actividad antitumoral

Aunque un CRS muy elevado y prolongado puede conducir a menudo a la muerte del paciente, algun nivel de CRS
se ha considerado deseable, ya que los pacientes que no muestran indicios de CRS no suelen responder a las terapias
con células CAR T. Por lo tanto, se plantea la cuestién de si la optimizacién de las condiciones de dosificacién de las
células T puente o CAR puede dar lugar a la minimizacién de un CRS sin pérdida de actividad antitumoral. Para
explorar esta posibilidad, se examind en primer lugar el efecto de la dosis puente sobre la lisis de células tumorales y
la liberacién de IFNy in vitro. Con este fin, se afiadieron CAR T antifluoresceina a cultivos celulares de MDA-MB-231
seguidos de un tratamiento con concentraciones de fluoresceina-folato que variaban de 0,001 a 100.000 nM. Como
se muestra en la FIG. 68A y B, las dosis puente inferiores a 0,01 nM ejercieron escaso efecto sobre la lisis de las
células tumorales y solo un efecto minimo sobre la producciéon de IFNy. En cambio, las concentraciones algo mas
elevadas de fluoresceina-folato ejercieron un potente impacto sobre ambos parametros, mientras que dosis auln
mayores de puente promovieron una reduccién tanto de la liberacién de citocinas como de la destruccién de células
MDA-MB-231. Basado en el mecanismo del puente, podria predecirse que las concentraciones excesivas de puente
saturarian monovalentemente todos los sitios tanto en las células CAR T como en las células cancerosas, y de este
modo bloquearian bivalentemente la funcién de puente intercelular del puente.

Para evaluar la dependencia de la concentracién del mismo puente in vivo, se implantaron células MDA-MB-231 por
via subcutanea en ratones NSG y se examin6 de nuevo el efecto de la dosis de fluoresceina-folato controlando el
crecimiento tumoral y la liberacién de citocinas. Desafortunadamente, como se ha visto anteriormente en la FIG. 66,
la dosificacién continua en dias alternos dio lugar al CRS téxico prevista, independientemente de la dosis de puente,
obligando a omitir la administracidén del puente los dias 4 y 6. Sin embargo, incluso con esta modificacion, fue posible
analizar el efecto de la concentracién de puentes, revelando una dependencia en forma de campana similar a la
observada in vitro; es decir, un aumento inicial del IFNy plasmatico fue seguido de una disminucién de su concentracién
plasmatica a medida que se elevaba la dosis puente (FIG. 66C). De manera importante, la reduccién de las células
tumorales también mostré una respuesta a la dosis en forma de campana similar, presentando 500 nmoles/kg una
erradicacién completa del tumor y presentando tanto las concentraciones méas bajas como las mas altas potencias
més bajas (FIG. 66D). Estas observaciones confirman que el puente maximo entre las células CAR T y las células
cancerosas solo se producirg a concentraciones de puente intermedias, donde esté presente un puente suficiente para
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maximizar la formacién de puentes, pero no se ha administrado un exceso de puente para promover la competencia
autéloga por la funcién de puente.

Una vez establecida la capacidad de aprovechar la dosis puente para controlar la activacidn de las células CAR T, se
decidié investigar si podria identificarse un régimen de dosificacién puente terapéuticamente activo que pudiera
impedir la aparicién de un CRS tdxico sin comprometer la potencia antitumoral. Basandose en la hipétesis de que CRS
se vuelve mas grave cuando las células CAR T se activan demasiado precipitadamente, se decidié probar dos
regimenes de dosificaciéon puente menos agresivos que podrian inducir més gradualmente la activacién de las células
CAR T. Para el primer régimen, la concentracién de fluoresceina-folato se incrementé de forma constante de 0,5 a
500 nmoles/kg durante cada administraciéon sucesiva del adaptador. Como se muestra en la FIG. 69A, esta lenta
escalada de la concentracién de puentes solo provocéd una pérdida de peso transitoria que se resolvié en 4 dias sin
ninguna intervencién. En cambio, la dosificacién continua de 500 nmoles/kg en los mismos ratones pretratados con
15%10° células CAR T provoco una pérdida de peso drastica y continua que obligé a la eutanasia final de los ratones.
Més importante aun, el régimen de aumento escalonado de la dosis produjo la curacién completa de los ratones
portadores de tumores, mientras que el control estricto de posologia téxica continua proporcioné escasos beneficios
terapéuticos (FIG. 69B). Estos datos sostienen firmemente que la actividad antitumoral puede desacoplarse de CRS
y que una activacién mas lenta de las células CAR T puede, de hecho, potenciar la actividad tumoricida al tiempo que
reduce CRS.

Se examind el impacto de la reduccién de la frecuencia de la dosificacién puente con la esperanza de que la
introduccidn de intervalos mas largos entre la activacién de las células CAR T pudiera permitir cierta relajacién de las
células CAR Ty, de este modo, reducir cualquier agotamiento que hubiera surgido normalmente de la exposicién
crbnica al antigeno. Como se muestra en la FIG. 69C, tres dosis de puente a la semana provocaron una importante
pérdida de peso de los animales, mientras que dos dosis de puente por semana provocaron menos toxicidad y una
sola inyeccion de fluoresceina-folato por semana no provocé pérdida de peso. Como se ha visto en muchos de los
estudios anteriores, la actividad antitumoral aumentaba a medida que disminuia CRS; es decir, que se producian
curaciones completas cuando solo se administraba una dosis de puente a la semana.

EJEMPLO 44

ESTUDIO QUE USA EL MODELO AML

Se muestra la terapia EC17/CAR-T en un modelo de leucemia mieloide aguda positiva al receptor de folato-p.
Materiales:

EC17 (folato-FITC, p.m. 873) se sintetizé en una instalacion propia. La fluoresceina sédica (AK-FLUOR®, fluoresceina
inyectable, USP) se adquirié en Purdue Pharmacy.

Métodos in vivo:

Linea celular

THP-1 es una linea celular monocitica humana derivada de un paciente con leucemia monocitica aguda, un tipo de
leucemia mieloide aguda (AML). THP-1-FRB es un subclon positivo a GFP de THP-1 transfectado de forma estable
con un FRB humano. Las células se cultivaron en un medio RPMI1640 sin folatos (Gibco BRL) (FFRPMI) que contenia
el 10 % de suero fetal de ternera inactivado por calor (HIFCS) y antibiéticos y se mantuvieron en una atmésfera con
CO- al 5 % usando técnicas convencionales de cultivo celular.

Ratones

NSG™ hembra (NOD.Cg-Prkdcse [12rg™™/SzJ, n.° de articulo 005557) de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME)
y se usaron cuando alcanzaron ~4 semanas de edad. Los ratones se alimentaron con una dieta deficiente en folato
(TestDiet, Louis, MO) el dia de llegada.

Implantacién de tumores

Los tumores THP-1-FRp se generaron mediante la implantacién intravenosa de células cultivadas a 5 x 108 por animal
en 9 ratones NSG.

Terapia EC17/CAR-T de ratones portadores de tumores
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Empezando 11 dias después de la implantacién del tumor, se infundieron por perfusién intravenosa ~8,3 millones de
células CAR-T GFP+ 4M5.3 en cada raton. Los ratones se dividieron en 3 grupos (n = 3): (1) célula CAR-T sola, (2)
células CAR-T con dosis semanales de EC17 a 500 nmol/kg, y (3) células CAR-T con dosis semanales de EC17 a
500 nmol/kg més rescate de fluoresceina sddica cuando fuera necesario. La primera dosis de EC17 se dio dos dias
después de la administracién de células CAR-T. Todas las dosis de EC17 se dieron hacia el final del dia (~3-4 PM)
para permitir que el sindrome de liberacidn de citocinas (CRS) se desarrollara durante la noche. A la mafiana siguiente
de la primera dosis de EC17, los 6 ratones de los Grupos 2 y 3 mostraron un inicio de CRS con un grado de CRS de
~3, a continuacion se administré fluoresceina sédica a 6 pmol/kg solo para el Grupo 3. Todos los ratones dosificados
con EC17 con y sin rescate de fluoresceina sédica se recuperaron completamente en los dias siguientes. No se
administrd adicionalmente fluoresceina sédica de rescate para la dosificacién de EC17 en el Grupo 3. Se pesé a los
ratones y se les vigilé para detectar signos de salud y desarrollo de enfermedades. Los animales fueron eutanasiados
cuando mostraban un comportamiento de angustia/moribundo grave o a efectos de comparacién. Después de la
eutanasia, todos los ratones se sometieron a un examen macroscopico para detectar la presencia de masas tumorales.
Se extirparon todas las masas tumorales visibles, se contaron y se pesaron. La sangre, las metéastasis tumorales
(metastasis) y los tejidos adyacentes normales se recogieron para su analisis por citometria de flujo el mismo dia.

Analisis de células de sangre completa mediante citometria de flujo

El plasma se extrajo de volumenes predeterminados de sangre total tratada con EDTA mediante un centrifugado a
4 °C durante 10 minutos a 3000 x g y los granulos celulares resultantes se incubaron con un volumen 10 veces mayor
de solucién de lisis 1X de RBC a temperatura ambiente [preparada a partir de una solucién madre 10X; Biolegend, n.°
de catélogo 420301) durante 5 minutos, se centrifugaron a 400 x g durante 5 minutos. Los granulos celulares se
lavaron en un volumen 10 veces mayor de solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH = 7,4) helada, se filtraron
con un filtro de nailon de 40 um y se volvieron a granular. A continuacién los granulos de células leucocitarias se
resuspendieron en una solucién de tincién para citometria de flujo seroalblimina bovina al 1 %, 1gG humana 50 mg/ml
(Equitech Bio, n.° de cat SLH56-0001), azida sédica al 0,9 % en PBS, pH=7,4) suplementado con un bloque anti-
receptor Feylll/ll de ratén (CD16/CD32) [clon 2.4G2; BD Bioscience, n.° de catalogo 553142 a dilucién 1:100 (viv) y
bloque anti-Fc humano (BD Biosciences, n.® de catalogo 564220 en dilucién 1:50 (v/v)). La tincién de los marcadores
de superficie se realizé6 afiadiendo a cada muestra los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromo durante 20 minutos en hielo y en la oscuridad: anti-CD45 humano-APCeF780 (clon HI30, eBioscience n.°
47-0459-42 en dilucién 1:20 (v/v)), anti-CD3 humano-BV650 (clon SK7, BD Bioscience, n.° de catédlogo 563999 en
dilucién 1:20 (v/v)), anti-CD137 humano-BV650 (clon 4B4-1, BD Bioscience n.° 564092 en dilucién 1:20 (v/v)), anti-
CD8a humano-PECYy7 (clon RPA-T8, BD Bioscience, n.° de catalogo 557746 en diluciéon 1:20 (v/v)), anti-CD4 humano-
Percpe710 (clon SK3, eBioscience n.° de catalogo 46-0047-42 en dilucién 1:20 (v/v)), anti-CD25 humano-PE (clon M-
A251, BD Bioscience, n.° de catalogo 555432 en dilucién 1:10 (v/v)), anti-CD33 humano-PE (clon WM53, BD
Bioscience, n.° de catalogo 555450 en dilucién 1:5 (v/v)), anti-CD123 humano-AF647 (clon 9F5, BD Bioscience n.° de
catalogo 563599 en dilucién 1:20 (v/v)). El receptor de folato-p antihumano biotinilado (clon m909) fue proporcionado
amablemente por el Low lab de la Universidad de Purdue (Arthritis Res Ther.). 201 1;13(2):R59) y se detectd usando
estreptavidina-eFluor660 (eBioscience, catalogo n.° 50-4317 en dilucién 1:1000 (v/v)). La unidén del &cido félico se
interpreté como una medicién del receptor de folato funcional y se determiné mediante incubacién con un &cido félico
conjugado con Alexa Fluor que se sintetizé internamente. Después de la tincién de leucocitos, las células se lavaron
con PBS y se resuspendieron en PBS frio que contenia yoduro de propidio 3 M. Los datos de citometria de flujo se
recogieron en el citbmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA), donde se recogié un minimo de
15.000 acontecimientos de perlas CountBright™ en un intento de recoger suficientes acontecimientos de leucocitos
para un recuento preciso de las células CAR T infundidas en cada muestra de sangre de ratén. La determinacién de
la concentracion de células CAR T en cada muestra de sangre se calcul6 siguiendo las instrucciones de Invitrogen.
Brevemente, las células CAR T se identificaron como acontecimientos CD45+ humano GFP+ y se distinguieron y se
contaron facilmente usando el software de citometria de flujo Kaluza™ version 1.5. Las microesferas CountBright™ se
marcaron uniformemente con un fluorocromo no usado en el panel de anticuerpos empleado para identificar las células
CAR Ty se distinguieron facilmente de los leucocitos y se contaron los acontecimientos de las perlas. Debido a que
se afiadieron 53.000 perlas CountBright™ a cada tubo de muestra, se calculé la relacion entre el total de 53.000 perlas
y los acontecimientos de perlas recogidos por muestra y se establecié la relacién de perlas equivalente al nimero
desconocido de células CAR T en cada muestra dividido por el nUmero conocido de acontecimientos de células CAR
T recogidos. La resolucién de la incégnita dio el numero de células CAR T aisladas de cada muestra de sangre de
volumenes conocidos. A continuacién el nimero de células CAR T en la circulacién de cada ratéon infundido se
representé en los graficos como el numero total de células CAR T por 50 ul de sangre total analizada. Se adquirieron
células mononucleares de sangre periférica humana y se usaron para controles de tincién de marcadores de superficie
leucocitaria (PBMC humanas, Stem Cell Technologies, n.° de catélogo 70025.22). La significancia estadistica se
determiné usando una prueba de la t de student no apareada, de dos colas, con significancia fijada en p < 0,05 para
las comparaciones entre cada uno de los tres grupos de ratones.

Preparacion de suspensiones unicelulares de tumor y tejido sano adyacente

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3010559 T3

Se recogieron los tumores sélidos y los tejidos adyacentes libres de tumor, se pesaron y se trituraron en trozos
pequefios, a continuacién, se transfirieron a tubos de 50 ml que contenian 20 ml de un céctel de digestiéon tumoral. El
céctel enzimético de digestién tumoral consistié en 0,5 mg/ml de colagenasa IV (Sigma-Aldrich, n.° de catélogo
C5138), Hialuronidasa 0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, N.° de Catalogo H3506) y 0,1 mg/ml de DNasa | (Sigma-Aldrich, N.°
de Catalogo DN25) en medio RPMI1640 libre de suero y deficiente en folato suplementado con antibiéticos. Los
fragmentos tumorales se digirieron durante una hora a 37 °C a 300 rpm en un agitador horizontal. En lo sucesivo, el
digerido tumoral se centrifug6é a 400 x g durante 5 minutos y los granulos de células tumorales se incubaron con un
volumen 10 veces mayor de solucidn de lisis 1X RBC a temperatura ambiente [preparada desde solucién madre 10X;
Biolegend, n.° de catalogo 420301] durante 5 minutos, se centrifugé a 400 g durante 5 minutos y el sedimento celular
se lavé en un volumen 10 veces mayor de solucién salina tamponada con fosfato pH=7,4 helada, se filtré con un filtro
de nailon de 40 uym, a continuacién, se volvi6 a granular. Las células tumorales se analizaron mediante citometria de
flujo como se ha descrito anteriormente.

Examen macroscépico de la carga tumoral total

Los 3 animales de control con células CAR-T del Grupo 1 (n.° 1, n.° 2, n.° 3) se encontraron hinchados el dia
45 después de la implantacion del tumor (PTI 45) (es decir, 34 dias después de la administracion de células CAR-T).
Dos animales de control se sacrificaron y el tercero murié justo antes de la eutanasia. Un animal del Grupo 2 (n.° 5)
se sacrificd y sirvi6 como comparador del mismo dia para el Grupo 1. El dia 58 después de la implantacidén del tumor
(PTI 58) (es decir, 46 dias después de la administracién de CAR-T), los dos animales restantes del Grupo 2 (n.° 4y
n.° 6) se sacrificaron (al n.° 4 se le administré previamente EC17 el dia anterior). Los 3 animales del Grupo 3 (n.° 7,
n°9yn°10) (n°7yn°10 fueron predosificados con EC17 el dia anterior). Como se muestra en la FIG. 56, se
encontraron masas tumorales metastésicas de diversos tamafios (grandes en los ovarios) y localizaciones (excepto
en los pulmones) en el grupo de control de solo células CAR-T. El mismo dia de la recogida, solo se identificaron
nédulos tumorales diminutos en el animal tratado con EC17 del Grupo 2 (n.° 5). La FIG. 57 resume el nimero estimado
de masas tumorales y el peso total de los tumores en todos los grupos examinados. En general, los ratones del grupo
1 de control de células CAR-T tenian las masas tumorales mas visibles y una carga tumoral total mayor que los
animales de ambos grupos tratados con EC17 independientemente del rescate con fluoresceina sédica. Aparte de un
animal del Grupo 3 (n.° 10), cinco de los 6 ratones tratados con EC17 (+/- rescate Unico con fluoresceina sédica)
tenian una carga tumoral minima en el momento de la recogida. Estos resultados preliminares mostraron que la terapia
CAR-T controlada por EC17 era altamente eficaz contra este modelo tumoral de AML.

Caracterizacién de las células tumorales circulantes

Se analizaron los AML circulantes que muestran una expresion caracteristica de marcadores de superficie, CD33 y
CD123, en aproximadamente el 90-95 % de todos los pacientes. Para probar la actividad antileucémica de las
presentes células CAR T 4M5.3 especificas de FITC en este agresivo modelo de AML, se usaron células THP-1
transfectadas de forma estable con FRB y denominadas THP-1-FRp. Por lo tanto se probé la presente linea celular
THP-1-FRB in vitro y se demostré que estas células también expresaban CD33 y CD123 en superficie (FIG. 58A,
diagrama de puntos izquierdo), lo que sugiere un fenotipo de AML. Las células THP-1-FRB no tefidas y las PBMC
humanas frescas sirvieron como controles de clasificacién y positivos, lo que da confianza en el presente ensayo para
estos marcadores (FIG. 58A, graficos de puntos central y derecho). Cuando las células THP-1-FRp se inyectaron por
via intravenosa en los ratones NSG, las células leucémicas humanas se distinguieron facilmente de los leucocitos de
raton en la sangre mediante fluorescencia GFP y se observd que conservaban la expresién de superficie de los
marcadores de AML, CD33 y CD123 (FIG. 58B). Ademas, se confirmé la expresién estable de FRB en células
tumorales circulantes in vivo mediante tincién superficial positiva con acido félico marcado con Alexa Fluor 647 (FIG.
59A). Las células tumorales THP-1-FRB también siguieron expresando FRB en metastasis tumorales sélidas aisladas
del higado y el ovario, como se observa en la tincién por citometria de flujo con un anticuerpo FRP antihumano (FIG.
59B).

Actividad antileucémica de células CAR T dirigidas por EC17

Para determinar si las células CAR T pueden dirigirse para reducir la carga leucémica de ratones NSG portadores de
células THP-1-FRp, el dia 34 después de la infusién de CAR-T, se compararon las células tumorales GFP+ aisladas
de la sangre de un animal que recibia células CAR T solas en el Grupo 1y que habia cumplido los criterios de eutanasia
con las de un animal que recibia células CAR T mas EC17 (500 nmol/kg; SIW) durante 4 semanas en el Grupo 2 (FIG.
60). Claramente habia una alta carga de leucemia en el animal control sin tratamiento con EC17, ya que
aproximadamente el 23 % del total de leucocitos son células leucémicas GFP+ (FIG. 60A y FIG. 60B, grafico de
barras). Sin embargo, en el animal infundido con células CAR T y dosificado con EC17, se observé una actividad
significativa de las células CAR T ya que las células leucémicas GFP+ se volvieron casi indetectables en la sangre
(FIG. 60B). Por otra parte, la actividad antileucémica observada de las células CAR T persisti6 en animales hasta
47 dias después de la infusion de células CAR T, ya que las células THP1-FR seguian siendo indetectables en la
sangre (FIG. 60B).
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Persistencia de las células CAR T en la sangre después de la infusién

El nimero de células T FITC-CAR en la circulacién se midi6 mediante analisis de citometria de flujo para enumerar
los acontecimientos GFP+ CD3+ CAR T en muestras de sangre total recogidas de ratones en los dias 34 y 47 (extremo
del estudio) después de la infusién de células CAR T (FIG. 61A). Las presentes células CAR T humanas transducidas
con la construccién 4M5.3 persistieron hasta 34 dias después de la infusién en un ratén de control que no recibié
ningtn EC17, lo que sugiere que los ratones NSG portadores de tumores THP-1-FRB fueron capaces de mantener la
viabilidad de las células T humanas. En ratones portadores de células CAR-T THP1-FRp infundidos que recibieron
EC17 semanalmente, las células CAR T fueron notablemente persistentes en la sangre hasta 47 dias después de la
infusién, con un nimero que esta en el intervalo de 3800 a 300.000 células CAR T por 100 ul de sangre (FIG. 61A),
sin diferencia aparente con los animales de control. Curiosamente, el fenotipo de las células CAR T aisladas de los
ratones que recibieron inyecciones semanales de EC17 fue principalmente el de un fenotipo de memoria
central/memoria efector (FIG. 61B), mientras que las células CAR T del ratén que no recibié EC17, seguia teniendo el
fenotipo de células T efectoras (FIG. 61B). Las células CAR T con fenotipo de memoria son un rasgo deseable para
la terapia celular T, ya que las células T de memoria son capaces de seguir dividiéndose para dar lugar a futuras
células T efectoras disponibles para destruir las células cancerosas.

Las células CAR T se localizan en las lesiones tumorales metastasicas y no en los tejidos sanos adyacentes

Aunque las células tumorales de AML se encuentran normalmente en la sangre y la médula 6sea de los pacientes, en
ocasiones, las células de AML pueden formar tumores sélidos en cualquier parte del cuerpo. El modelo tumoral THP-
1-FRB en ratones NSG se asemeja al de AML con células tumorales en la sangre y lesiones tumorales sélidas
metastasicas en tejidos normales tales como ovarios, higado, intestino delgado, cerebro y estémago. Dado que el
tratamiento con EC17/CAR-T redujo significativamente la carga tumoral total (FIG. 56 y FIG. 57), se quiso evaluar la
presencia de células CAR T dentro de los tumores residuales encontrados en los animales tratados con EC17 y
estudiar la preferencia de las células CAR T por los tumores en relacién con sus tejidos normales adyacentes en el
mismo animal (FIG. 62). Dos animales que recibieron infusiéon de células CAR-T mas 5 dosis semanales de EC17
(500 nmol/kg) se sacrificaron el dia 47 después de la infusién de células T. Se encontraron tumores residuales en
algunos érganos normales (por ejemplo, revestimiento del estémago, corazén, higado y duodeno). Usando citometria
de flujo en muestras digeridas, se analizé la presencia de células CAR T en metastasis visibles de tumores sélidos y
se comparé la infiltracion de células CAR T con la del tejido sano adyacente de los mismos animales donde se
encontraron tumores. En un animal (ratén n.° 4), las células CAR T estaban presentes en mayor nimero en los tumores
encontrados en el estémago y el corazédn (FIG. 62A), pero no en los tejidos sanos adyacentes (FIG. 62A). También se
observaron datos similares en otro animal (ratén n.° 10) en el que se encontraron tumores dentro del duodeno, sin
embargo, la diferencia en el nimero de células CAR T entre el tumor hepatico encontrado y el tejido hepatico sano no
era grande.

En un esfuerzo por medir cualquier actividad de las células CAR T dentro de los tumores, también se tifié la superficie
de las células CAR T para el marcador de actividad, CD25. Curiosamente se observaron niveles mas altos de CD25
en las células CAR T de los tumores pero no en las células CAR T aisladas de tejidos sanos adyacentes (FIG. 62B).
Tomados en conjunto (FIG. 62A y 62B) estos datos sugieren que las células CAR T pueden seguir a las células
leucémicas hasta los tejidos sanos y atacarlas en los lugares metastasicos de formacién del tumor, y siguen siendo
activas 47 dias después de la infusién. De manera importante, el ratén n.° 10 pertenecia al Grupo 3, que recibidé
fluoresceina sédica para rescatar de sCRS después de la primera dosis de EC17. Aunque se administrd fluoresceina
sédica a este animal, las células CAR T seguian presentes tanto en la sangre como en los tumores, sugiriendo que la
funcionalidad de las células CAR T se preservé y que estas células CAR-T pueden ser reactivadas por EC17 contra
dianas tumorales FR-positivas.

EJEMPLO 45

LOS CICLOS DE DESESCALADA DE DOSIS EC17 PUEDEN REDUCIR LA TOXICIDAD

Se investig6 el efecto de la desescalada de dosis de EC17 sobre la actividad antitumoral y la toxicidad (cambios en el
peso corporal) de la terapia CAR-T. Se descongelaron 8,5 millones de células CAR-T anti-FITC congeladas y se
inyectaron i.v. en ratones portadores de tumores s.c. MDA-MB-231 (100-200 mm?). Se administr6 EC17 500 nmol/kg
2 dias después de la inyeccidén de CAR-T y provocé sCRS en ratones. Esos ratones se rescataron con éxito con
6 umol/kg de NaFL y, a continuacién, se dividieron en dos grupos. El primer grupo recibi6é una dosis semanal de EC17
500 nmol/kg (SIW), mientras que al segundo grupo se le administraron dos ciclos de escalada EC17. Cada ciclo duré
2 semanas (14 dias). El control estricto de posologia en cada ciclo incluia EC17 5 nmol/kg el dia 1, EC17 50 nmol/kg
el dia 3y EC17 500 nmol/kg el dia 5. Después de 9 dias de descanso, comenzé el segundo ciclo de escalada. En la
FIG. 70A se muestran los programas de dosificacién del grupo de intensificacion y del grupo de SIW. El tamafio de los
tumores y el peso corporal se controlaron 2-3 veces por semana. Ambos grupos mostraron una respuesta similar a la
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terapia CAR-T (FIG. 70B), mientras que la pérdida de peso corporal del grupo de escalada fue mucho menor que la
del grupo EC17 SIW (FIG. 70C). Los datos sugieren que la desescalada de dosis de EC17 puede reducir la toxicidad
manteniendo la actividad antitumoral de la terapia celular CAR-T.

EJEMPLO 46

LA TOXICIDAD RELACIONADA CON LA TERAPIA CAR-T Y EC17 SE CORRELACIONA CON EL TAMANO DEL
TUMOR

Para explorar si la toxicidad relacionada con la terapia CAR-T depende de la carga tumoral, se implantaron s.c. ratones
NSG con MDA-MB-231. Para este estudio se seleccionaron diez ratones con diferentes tamafios de tumor entre 150-
900 mm3. Para las células CAR-T, se inyectaron iv. 10,5 millones de células GFP+ FITC-CAR-T seguidas de la
administracién de 500 nmol/kg de EC17 48 horas después (FIG. 71A). Se comparé el peso corporal de los ratones
entre antes de la inyeccién de CAR-T y 18 horas después de la administraciéon de EC17. Como se muestra en la FIG.
71B, se demostrd que los cambios en el peso corporal dependian del tamafio del tumor. Con mayor carga tumoral, los
ratones perdieron més peso corporal después del tratamiento con CAR-T y EC17. Dieciocho horas después de la
administracién de EC17, los ratones mostraron un sindrome de liberacién de citocinas de grado 2 y sus muestras de
sangre se recogieron mediante cardiopuncién. Las muestras de plasma se separaron inmediatamente y se
almacenaron a -20 °C hasta el andlisis de los niveles de citocinas mediante un kit de deteccién de citocinas humanas
(Biolegend). Como se muestra en la FIG. 71C, se demostrd que la produccién de IL-6 dependia del tamafio del tumor.
Con mayor carga tumoral, se produjo mas IL-6 después del tratamiento con CAR-T y EC17. Se ha informado
ampliamente que la IL-6 es el biomarcador predictivo del sindrome de liberacién grave de citocinas en pacientes
humanos con tumores liquidos cuando son tratados con terapia CAR-T convencional. Estos datos sugieren que en la
terapia CAR-T y EC17, la gravedad de CRS en ratones portadores de tumores sélidos también esta correlacionada
con la carga tumoral.

EJEMPLO 47

EVALUACION DE LA TERAPIA CON CELULAS T ANTI-FITC CONTROLADA POR EC17 EN UN MODELO DE
OSTEOSARCOMA AGRESIVO

Materiales

EC17 (folato-FITC, p.m. 873) se sintetizé en una instalacion propia. La fluoresceina sédica (AK-FLUOR®, fluoresceina
inyectable, USP) se adquirié en Purdue Pharmacy.

Métodos in vivo

Linea celular

HOS-143b es una linea celular adquirida de ATCC (CRL-8303) que procede de una nifia caucasica de 13 afios con
osteosarcoma. HOS-FRa es un subclon de HOS-143b transfectado de forma estable con un FRa humano. Las células
se cultivaron en un medio RPMI1640 sin folatos (Gibco BRL) (FFRPMI) que contenia el 5-10 % de suero fetal de
ternera inactivado por calor (HIFCS) y se mantuvieron en una atmésfera con CO, al 5% usando técnicas
convencionales de cultivo celular.

Ratones

NSG™ hembra (NOD.Cg-Prkdcse [12rgt™i/SzJ, n.° de articulo 005557) de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME)
y se usaron cuando alcanzaron ~4 semanas de edad. Los ratones se alimentaron con una dieta deficiente en folato
(TestDiet, Louis, MO) el dia de llegada.

Implantacién de tumores

Se implantaron células HOS-FRa por via subcutanea con 5 x 10° por animal en 6 animales.

Preparacion de células CAR-T

Las células T GFP+ anti-FITC 4M5.3 scFv-CAR se prepararon como se describié anteriormente. Después de cultivarse
in vitro durante 12-20 dias, se congelaron y almacenaron a -80 °C en un reactivo de congelacion que contenia el 50 %
de suero humano AB+ inactivado por calor, 40 % de medio de cultivo de células Ty 10 % de DMSO. Las células CAR-
T congeladas se descongelaron rapidamente a 37 °C, se lavaron dos veces con PBS y se usaron para inyeccién en
animales.
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Terapia EC17/CAR-T en ratones portadores de tumores

Como se muestra en la Figura 72A, a los 6 dias de la implantacién del tumor, todos los animales recibieron
10,5 millones de células CAR T por via intravenosa (Dia 0). Dos dias después, los animales se dividieron en dos
grupos (n = 3 para este estudio) y no recibieron tratamiento con EC17 o se les dosific6 EC17 por via intravenosa a
500 nmol/kg, una vez a la semana (SIW) durante 4-5 dosis. Un animal del grupo tratado con EC17 recibi6é otras dos
dosis de EC17 a 50 y 100 nmol/kg los Dias 40 y 42. Todas las dosis de EC17 se dieron hacia el final del dia (~3-4 PM)
para permitir que el sindrome de liberacién de citocinas (CRS) se desarrollara durante la noche. El rescate con
fluoresceina sédica se realizé segun fuera necesario a 0,6 pmol/kg. Solo el Gltimo animal dosificado con EC17 recibié
fluoresceina sddica el dia 47.

Analisis de células de sangre completa mediante citometria de flujo

El plasma se extrajo de volumenes predeterminados de sangre total tratada con EDTA mediante un centrifugado a
4 °C durante 10 minutos a 3000 g y los granulos celulares resultantes se incubaron con un volumen 10 veces mayor
de solucién de lisis 1X de RBC a temperatura ambiente [preparada a partir de una solucién madre 10X; Biolegend, n.°
de catalogo 420301] durante 5 minutos, se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y el sedimento celular se lavd en un
volumen 10 veces mayor de solucién salina tamponada con fosfato pH=7,4 helada, se filtr6 con un filtro de nailon de
40 ym y, a continuacién, se volvié a granular. A continuacién los granulos de leucocitos se resuspendieron en una
solucién de tincién para citometria de flujo [seroalbdmina bovina al 1 %, IgG humana 50 mg/ml (Equitech Bio, n.° de
cat SLH56-0001), azida sddica al 0,9 % en una solucién salina tamponada con fosfato, pH=7,4] suplementado con un
bloque anti-receptor Feylll/ll de ratén (CD16/CD32) [clon 2.4G2; BD Bioscience, n.° de catalogo 553142 a dilucién
1:100 (v/v)] y bloque anti-Fc humano [BD Biosciences, n.° de catalogo 564220 en dilucién 1:50 (v/v)]. La tincién de los
marcadores de superficie leucocitaria se realizé afiadiendo a cada muestra los siguientes anticuerpos monoclonales
conjugados con fluorocromo durante 20 minutos en hielo y en la oscuridad: anti-CD45 humano-APCeF780 [clon HI30,
eBioscience n.° 47-0459-42 en dilucién 1:20 (v/v)], anti-CD137 humano-BV650 [clon 4B4-1, BD Bioscience n.° 564092
en dilucién 1:20 (v/v)], anti-CD8a humano-PECy7 [clon RPA-T8, BD Bioscience, n.° de catalogo 557746 en dilucién
1:20 (v/Vv)], anti-CD4 humano-Percpe710 [clon SK3, eBioscience n.° de catalogo 46-0047-42 en dilucién 1:20 (v/v).
Después de la tincién de leucocitos, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en PBS frio que contenia
53.000 perlas CountBright™ [Invitrogen n.° de catdlogo C36950] y se transfirieron a tubos de recogida de citometria de
flujo. Los datos de citometria de flujo se recogieron en el citémetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Brea, CA), donde
se recogié un minimo de 15.000 acontecimientos de perlas CountBright™ en un intento de recoger suficientes
acontecimientos de leucocitos para un recuento preciso de las células CAR T infundidas en cada muestra de sangre
de ratén. La determinacién de la concentracidén de células CAR T en cada muestra de sangre se calculé siguiendo las
instrucciones de Invitrogen. Brevemente, las células CAR T se identificaron como acontecimientos CD45+ humano
GFP+ y se distinguieron y se contaron facilmente usando el software de citometria de flujo Kaluza™. Las microesferas
CountBright™ se marcaron uniformemente con un fluorocromo no usado en el panel de anticuerpos empleado para
identificar las células CAR T y se distinguieron facilmente de los leucocitos y se contaron los acontecimientos de las
perlas. Debido a que se afiadieron 53.000 perlas CountBright™ a cada tubo de muestra, se conté la relacién entre el
total de 53.000 perlas y los acontecimientos de perlas recogidos por muestra y se establecid la relaciéon de perlas
equivalente al numero desconocido de células CAR T en cada muestra dividido por el nimero conocido de
acontecimientos de células CAR T recogidos. La resolucién de la incégnita proporcion6 el nUmero de células CAR T
aisladas de cada muestra de sangre de volumenes conocidos. A continuacién el nimero de células CAR T en la
circulacion de cada raton infundido se representé en los graficos como el nimero total de células CAR T por 50 pl de
sangre total analizada.

Preparacién de suspensiones unicelulares de tumor y tejido sano

Para el animal sacrificado el Dia 47, se recolectaron sangre, tejidos normales (higado, bazo y médula ésea) y un tumor
subcutaneo y se picaron en trozos pequefios, a continuacion se transfirieron a tubos de 50 ml que contenian 20 ml de
un coctel de digestion tumoral. El céctel enzimatico de digestién tumoral consistié en 0,5 mg/ml de colagenasa IV
(Sigma-Aldrich, n.° de catalogo C5138), Hialuronidasa 0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, N.° de Catélogo H3506) y 0,1 mg/mi
de DNasa | (Sigma-Aldrich, N.° de Catdlogo DN25) en medio RPMI1640 libre de suero y deficiente en folato
suplementado con antibiéticos. Los fragmentos tumorales se digirieron durante una hora a 37 °C a 300 rpm en un
agitador horizontal. En lo sucesivo, el digerido tumoral se centrifugd a 400 x g durante 5 minutos y los granulos de
células tumorales se incubaron con un volumen 10 veces mayor de solucién de lisis 1X RBC a temperatura ambiente
[preparada desde solucién madre 10X; Biolegend, n.° de catélogo 420301] durante 5 minutos, se centrifug6é a 400 g
durante 5 min, el sedimento celular se lavé en un volumen 10 veces mayor de solucién salina tamponada con fosfato
pH=7,4 helada, se filtr6 con un filtro de nailon de 40 um y, a continuacién, se volvié a granular. La expresién de FRa
por las células tumorales se midié mediante tincién con anti FRa humano [clon LK26, Biolegend n.° de catalogo 908304
en diluciéon 1:20 (v/v)]. Las células tumorales se analizaron mediante citometria de flujo como se ha descrito
anteriormente.
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Datos vy resultados

El esquema del estudio se muestra en la Fig. 72A. El primer animal con tumor HOS-FRa del grupo tratado con EC17
recibié6 4 dosis semanales de EC17 a 500 nmol/kg, pero se le practicd la eutanasia el Dia 28 por problemas
neuroldgicos. El segundo animal del mismo grupo recibié 5 dosis semanales de EC17 a 500 nmol/kg, pero fue
encontrado muerto el dia 34. El ultimo animal del mismo grupo recibié 5 dosis semanales de EC17 a 500 nmol/kg mas
dos dosis adicionales de EC17 a 50 y 100 nmol/kg los Dias 40 y 42 respectivamente. Este animal recibié fluoresceina
sédica el Dia 47 y se sacrificd el Dia 53. Todos los animales desarrollaron GVHD aproximadamente 5 semanas
después de la administracién de células CAR-T.

El volumen tumoral (FIG. 72B) y los cambios en el peso corporal (FIG. 73) se representaron graficamente para cada
animal individual. Las lineas continuas representan a ratones portadores de tumores HOS-FRa que recibieron
Unicamente células CAR-T. Las lineas discontinuas representan ratones HOS-FRa portadores de tumores que
recibieron células CAR-T y tratamiento con EC17 como se ha descrito anteriormente. Las fechas de dosificacion del
EC17 se marcaron con lineas verticales discontinuas. Los volimenes tumorales y los cambios en el peso corporal se
monitorizaron 2-3 veces por semana. Mientras que un animal del grupo CAR-T solo fue encontrado muerto el Dia 45
sin razén aparente, los 3 animales de control con células CAR-T tenian sus tumores creciendo rapidamente una vez
establecidos (FIG. 72B, lineas continuas). En cambio, los tumores de los 3 ratones dosificados con EC17 SIW a
500 nmol/kg empezaron a reducirse en los Dias 28 y 33 (FIG. 72B, lineas discontinuas). Aunque se perdieron
2 animales en los Dias 28 y 34 en el grupo tratado con EC17, el Ultimo animal del mismo grupo tratado tuvo un
crecimiento tumoral mas retardado y respondié adicionalmente al tratamiento con dosis bajas de EC17. Los cambios
en el peso corporal de estos animales (FIG. 73) sugerian que CRS era grave una vez que los tumores alcanzaban
>200 mm? en los animales tratados con EC17. EI CRS acoplado a GVHD grave fueron probablemente las razones de
la toxicidad y mortalidad observadas en estos animales.

El analisis de citometria de flujo se realizd en el ultimo animal que se recogi6 el Dia 47. Como se muestra en la FIG.
74A-F, las células cancerosas HOS se identificaron como positivas para la tincién anti FRa humano [clon LK26]. Las
células cancerosas HOS-FRa no eran detectables en los tejidos normales analizados y solo lo eran en el tumor sélido
subcutaneo. Ademas, estos datos confirmaron la continua expresidn superficial de FRa en las células tumorales HOS-
FRa in-vivo después del tratamiento con EC17/CAR-T.

EJEMPLO 48
EL RESCATE CON FLUORESCEINA SODICA (NAFL) PUEDE REDUCIR LA PRODUCCION DE MCP-1, IL-6 E IL-

10 DEL HOSPEDADOR QUE ESTAN RELACIONADOS CON EL DESARROLLO DEL SINDROME GRAVE DE
LIBERACION DE CITOCINAS

Se ha informado que niveles altos de MCP-1, IL-6 e IL-10 son predictores del sindrome de liberaciéon de citocinas
(CRS) después de la terapia con células CAR-T para diversos tumores liquidos. La produccién de estas citocinas no
solo se produce en las células CAR-T humanas, sino también en las células inmunitarias del hospedador incluyendo
monocitos, macréfagos y células dendriticas. También se ha informado de que estas citocinas participan en la
activacion anémala de los marcréfagos e impulsan el desarrollo de CRS en pacientes tratados con células CAR-T. La
reduccién de estas citocinas (por ejemplo IL-6 y MCP-1) ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de CRS en la
terapia CAR-T. Aunque los ratones NSG son inmunodeficientes, las células dendriticas y los macréfagos del ratén
siguen siendo parcialmente funcionales. Para evaluar si la terapia CAR-T/EC17 puede inducir la produccidn de estas
citocinas del hospedador en ratones NSG y para estudiar también si el rescate con NaFL puede reducir la produccién
de estas citocinas del ratén hospedador, se usaron ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231.

En la primera parte del estudio (FIG. 75), los ratones se trataron con células EC17 y FITC-CAR-T. Cuando los ratones
empezaron a mostrar sCRS, se inyect6 una dosis de 60 umol/kg de NaFL para rescate. A continuacién se recogieron
muestras de sangre de ratones a las 7 horas y a las 27 horas después del rescate con NaFL. Los niveles de citocinas
de ratén en sangre se analizaron usando un kit de panel de inflamacién de ratén (n.° de Cat. 740446) de BioLegend
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las FIG. 76 A-E muestran los niveles de citocinas 7 horas después del
rescate. Las FIG. 77A-C muestran los niveles de citocinas 27 horas después del rescate. En resumen, los ratones
administrados con CAR-T pero sin EC17 tenian un nivel muy bajo de citocinas de ratén en su sangre, mientras que
los ratones dosificados con EC17 tenian mayores niveles de citocinas de ratén en su sangre, incluyendo MCP-1, IL-
6, IL-10, IFN-B y TNF-a. Mas importante aln, los niveles de citocinas de ratdn en los ratones rescatados con
60 pmol/kg de fluoresceina sédica eran mucho mas bajos que los de los ratones no rescatados (tanto a 7 horas como
27 horas después del rescate).

En la segunda parte del estudio, se probé la eficacia de rescate de una serie de concentraciones de NaFL (FIG. 78).
Como se muestra en las FIG. 79-81, los niveles de citocinas de ratén en sangre también dependian de las
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concentraciones de fluoresceina sddica usadas para el rescate, y la dosis media eficaz es de aproximadamente
0,6 pmol/kg con citocinas probadas (por ejemplo MCP-1, IL-6 e IL-10) y los ratones empezaron a responder a partir
de las 3 horas posteriores al rescate.

En conclusién, la terapia CAR-T/EC17 puede inducir una elevada produccién de citocinas en los ratones, y una dosis
de rescate de NaFL puede reducir la produccidén de estas citocinas en los ratones relacionadas con CRS y mejorar la
condicién general de los ratones.

EJEMPLO 49

LA PRODUCCION DE MCP-1 EN RATONES ESTA CORRELACIONADA CON EL NUMERO DE CELULAS CAR-T

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) es una molécula de quimiocina que es quimiotactica para los
monocitos/macréfagos. Se ha informado de que un nivel elevado de MCP-1 es un biomarcador predictivo del sindrome
de liberacién de citocinas después de la terapia con células CAR-T para diversos tumores liquidos incluyendo leucemia
linfoblastica aguda. Aunque los ratones NSG son inmunodeficientes, las funciones de las células dentarias y los
macréfagos son defectuosas, pero no se eliminan totalmente. Para evaluar si la terapia CAR-T/EC17 puede inducir la
produccién de MCP-1 de ratén en el raton NSG, y estudiar si la produccion de MCP-1 de ratén esta correlacionada
con el nimero de CAR-T en ratones, los ratones NSG portadores de tumores MDA-MB-231 (250-500 mm®) se
dividieron en tres grupos y se les administraron 500 nmol/kg de peso corporal de EC17 y diferentes cantidades de
células CAR-T (2, 5 0 12,5 millones respectivamente), como se muestra en la FIG. 82A. Dos dias después de la
segunda dosis de EC17, se recogieron muestras de sangre de ratén y se analiz6 la produccion de MCP-1 de ratdn en
sangre usando un kit de panel de inflamacidén de ratén (n.° de Cat. 740446) de BioLegend. Como se muestra en la
FIG. 82B, MCP-1 de ratén se correlaciona con el nimero de células CAR-T administradas. En conclusién, con el
aumento de células CAR-T, también aumenta la produccién de MCP-1 de ratén, principalmente debido al alto nivel de
citocinas humanas liberadas por las células CAR-T humanas activas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el compuesto comprende un ligando
de molécula pequefia enlazado a una fracciéon de direccionamiento mediante un enlazador, en donde el ligando de
molécula pequefia es un folato y la fraccién de direccionamiento es FITC y una composicién de células CAR T que
comprende células CAR T en donde las células CAR T comprenden un CAR dirigido a la fraccién de direccionamiento
para su uso en un método de tratamiento de un cancer en donde el cancer es un cancer que expresa receptor de
folato, comprendiendo el método

administrar a un paciente al menos una primera dosis y una segunda dosis del compuesto, o de la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la primera dosis y la segunda dosis son diferentes, en donde la
segunda dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 15000 veces mayor
en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde al menos una primera dosis, una segunda dosis y una tercera dosis del
compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde la primera dosis,
la segunda dosis y la tercera dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del compuesto o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la tercera dosis del compuesto, o la sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 10000 veces mayor en cantidad que la primera dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composiciéon de células CAR T para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde al menos una primera dosis, una segunda dosis, una tercera dosis y una
cuarta dosis del compuesto, o de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administran al paciente, en donde
la primera dosis, la segunda dosis, la tercera dosis y la cuarta dosis son diferentes, en donde la segunda dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 2 veces a 750 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la tercera dosis del
compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 800 veces a 7500 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde la cuarta dosis del
compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de 8000 a 15000 veces mayor en cantidad que la
primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde la segunda dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, es 100 veces mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en donde la tercera dosis del compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 1000 veces
mayor en cantidad que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y en donde
la cuarta dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 10000 veces mayor en cantidad
que la primera dosis del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste
en cancer de pulmén, cancer de huesos, cancer pancreético, cancer de piel, cancer de cabeza, cancer de cuello,
melanoma cutaneo, melanoma intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer rectal,
cancer de estobmago, cancer de colon, cancer de mama, cdncer de mama triple negativo, carcinoma de las trompas
de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva,
enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino, cancer de la
glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de pulmdn no microcitico, cédncer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, cancer de la uretra, cancer de préstata, leucemia crénica,
leucemia aguda, leucemia mielocitica aguda, linfoma linfocitico, leucemia mieloide, leucemia mielomonocitica,
tricoleucemia, mesotelioma pleural, cancer de la vejiga, linfoma de Burkitt, cdncer del uréter, cancer del rifién,
carcinoma de células renales, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del sistema nervioso central (SNC), linfoma
primario del SNC, tumores del eje espinal, glioma del tronco encefélico, adenoma hipofisario y adenocarcinoma de la
unién gastroesofagica.

6. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el CAR tiene una regién de reconocimiento y
la regién de reconocimiento es una regién variable de fragmento monocatenario (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, en
donde el CAR tiene un dominio de coestimulacién y el dominio de coestimulacién es CD137 (4-1 BB), y en donde el
CAR tiene un dominio de sefializacién de activacidén y el dominio de sefializacién de activacién es una cadena CD3C
de células T.
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7. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el compuesto, o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, no es un anticuerpo y no comprende un fragmento de un anticuerpo.

8. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composiciéon de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el compuesto, o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, se administra continuamente al paciente y el método comprende ademés finalizar la
administraciéon continua del compuesto, o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para inhibir o impedir el
sindrome de liberacién de citocinas en el paciente.

9. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, comprende ademas administrar al paciente un folato, un
conjugado que comprende un folato en donde el conjugado que comprende un folato no comprende una fraccién de
direccionamiento, o un agente que inhibe la activacién de las células CAR T.

10. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el compuesto, o la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, se administra una vez a la semana al paciente.

11. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la composicién de células CAR T se administra
en al menos dos dosis.

12. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el agente que inhibe la activacién de las células CAR T es fluoresceina
sddica.

13. El compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y la composicién de células CAR T para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el compuesto tiene la formula

HO
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Positivo para FR (células MDA-MB-231)
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Cambio en el peso corporal (%)
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Porcentaje de supervivencia en la primera semana de tratamiento
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Positivo para FR (células MDA-MB-231)
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Porcentaje de supervivencia en la primera semana de tratamiento
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FITC-FA (nmol/kg)
% PBS
5 50 500 2500
Respuesta PN
completa 0 0 33,3 (1/3){100 (2/2) 0
Enfermedad \ |
fermed 0 0 67,7(2/3) 0 |100 (4/5)
RESDU.ES‘{S O 100 (5/5) 0 O 0
parcial
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FIG. 3D
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Supresidn de actividad de células CAR
T (produccion de IFN-gamma)
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4000 — Dosis de adaptador
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Los ratones se inyectaron con 10 millones de CAR-T

‘ dosis TIW de EC17 500 nmoles/kg

Sindrome de liberacion de citocinas grave

5 Ny

6 h después sin ‘ 6 h despues de la inyeccion
EC0923 / \ con EC0923 10 umoles/kg
: : Con rescate:
gﬂorse;?;fss' no se movian >El ratén estaba mas activo

> Los bazos y los higados estaban palidos 2> Los colores del bazo y
el higado eran mejores

o5 \
2 dias
después de £EC0823
Con rescate:
1 dia > El ratdn se comporto normal pero estaba palido
sin £ECQ0923 > | os ratones estaban lo suficientemente sanos
. ara dar inyeccion de adaptador

Sin rescate: P y P
> Los ratones estaban demasiado enfermos para sobrevivir . .
} Los bazos y los higados estaban palidos/imarrones 4 dias despues de EC0923

Con rescate:

> El ratén parecia normal

>El color del bazo y el higado

era normal

> os bazos estaban agrandados,
indicando la proliferacién de CAR-T
a pesar del rescate usando EC0923

l 4 semanas después

Con rescate:

>Los tumores desaparecieron, indicando
. que el rescate con EC0923 no afecto
FiG. 7 al efecto antitumoral de las CAR-T
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Dosis de CAR-T
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Dosis de CAR-T frente a pérdida de peso corporal
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Control estricto de posologia de EC17:
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Control estricto de posologia de EC17:
Cambio en el peso corporal
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FIG, 11B
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Control de la toxicidad regulando la activacion de células CAR T
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(1 Célula CART +PBS

Célula CAR T + FITC-Folato
Célula CAR T + FITC-Folato
Célula CAR T + FITC-Folalo
1 Célula CAR T + FITC-Folato

500 nmol/kg)_Dosis continua
500 nmol/kg)_Interrupcion + Competidor FA
500 nmol/kg)_Interrupcion

)
)
)
500 nmol/kg)_Competidor FA

. pr— i

El porcentaje de supervivencia en la primera semana de tratamiento
FITC-FA (500 nmol/kg)
PBS Competidor Interrupcién +
Continua FA Interrupcién| Competidor FA
(100x) {100x)
% 100(5/5) 40(2/5) 100(3/3) 100(3/3) 100(5/5)
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Positivo para FR (células MDA-MB-231)

B T e e E s ey

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14
Dias después de la inyeccién de células CAR T

Cambio en el peso corporal (%)

-0 Célula CAR T + PBS
-t Ceélula CAR T + FITC-Folato_Escalado de dosis
—o— Célula CAR T + FITC-Folato (500 nmol/kg)_Dosis continua

*Nota
1. Inyeccion de EC17 en el grupo de Escalado de dosis
-Dia 1y 2: EC17 (0,5 nmol/kg)
- Dia 4: EC17 (6 nmol/kg)
-Dia 6y 8: EC17 (50 nmol/kg)
- Dia 10, 12y 14: EC17 (500 nmol/kg)
2. Inyeccidon de EC17 en el grupo de Continua
- Cada dos dias a partir del Dia 1
3. Célula CAR T: 15x10° células CAR T el Dia 1

FIG. 134
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Positivo para FR (células MDA-MB-231)
2500

2000
1500
1000

500+

Volumen tumoral (mm?3)

] ] WI i i i E i l> i VI i |
2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14
Dias después de la inyeccion de células CAR T

-0 Célula CAR T + PBS
- Célula CAR T + FITC-Folato_Escalado de dosis
—— Célula CAR T + FITC-Folato (500 nmol/kg) Dosis continua

0

FIG. 13B

El porcentaje de supervivencia en la primera semana de tratamiento

PBS Continua %zcsi?s?s
% 100 40 (2/5) 100 (4/4)

*Nota: 1 ratdn en el grupo de escalado de dosis estaba muerto

durante la inyecciéon de células CAR T
FIG, 13C
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Cambio en el peso corporal (%)
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Namero de CAR-T en 50 ul de sangre
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Tamano del bazo
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[Jratones portadores de tumores MDA-MB-231: 5 millones de CAR-T + EC17 SIW

FIG, 18C
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Tamano del tumor (mm?3)
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Tamarfio del tumor (mm?3)
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Tamaino del tumor MDA-MB-231
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Peso corporal (%)
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Tamarno del tumor MDA-MB-231
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Tamano del tumor OVS80
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Tamano del tumor KB
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Tamano del tumor HEK-FRa
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Tamanfo del tumor (mm?)

Tamano del tumor SKOV3
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4 h pre-pintar 24 h pre-
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toxicidad por sCRS
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FIG, 27A
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Cambios en el peso corporal
(Control estricto de la dosis

9 de EC17 diferente)
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Tamaino del tumor MDA-MB-231
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Tamafio del tumor MDA-MB-231
{rescate CAR-T +/- EC17 BIW +/-)
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Dia 0: 10,4 millones de FITC-CAR-T congelados

E-3 Dia 2:500 nmoikg ECTT (3 P
N Dia 3: sCRS grado 3
MDA-MB-231
l {s.c., ratones NSG}

f

sin rescate rescate de NaFL i.v. 60 umolikg {9 AM)

% $

. ) , ‘ ? recogida
7 horas después, grado 3 7 horas después, grado 3 bajo <4 de plasma/tejidos

‘ P " recogida
27 horas después, grado 3-4 27 horas después, grado 2 de plasmaltejidos

Escala de grados de CRS
0 i Vi 3 4 5
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FIG. 31
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Comparacion de peso de organos
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Tamarnio del tumor MDA-MB-231
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Universalidad de {a terapia de células CAR T anti-FITC: Unidn de diversos adaptadores a célula CAR T
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Universalidad de la terapia de células CAR T anti-FITC: Todos los adapladores
se comporian de forma similar
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Universalidad de la terapia de células CAR T anli-FITC: Todos los adaptadores
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IL.-2 en sangre {pg/ml)

TNFa en sangre (pg/ml)

ES 3010559 T3

IL-2

4500
4000~ ° o sin rescate
o 0,06 umol/kg NaFL
3500 o - a 0,6 umol/kg NaFL
3000 o v 6 umol/kg NaFL
2500+ 5~ o
2000 82
1500 e o
10004 T o P
500 v * ° B
0 el ke
{ ] i
3h 6h 24 h
horas después del rescate de NaFL
FIG. 524
TNFa o sin rescate
1500~ o 0,06 umol/kg NaFL
& 0,6 umol/kg NaFL
v 6 umol/kg NaFL
° ]
1000+
2. : o =
] o -E— -g- O
500 © = ¢
a .AAA. A A
-;:,. Yy PRI
0 0% pa
t f t
3 6 24

horas después del rescate de NaFL ot ey
P FIG. 52B

140



IFN-y en sangre {pg/ml)
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IL-6 en sangre {pg/ml)
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Los ratones sin tratamiento con EC17 {uvieron gran carga tumoral metastésica
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Mets. tumorales contadas

Peso tumoral total (g)
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es unicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcién

« WO 2014100615 A1 [0007]
. US 201544229 W [0211] [0299]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcién

* JENNIFER S. Y. MA et al. Versatile strategy for controlling the specificity and activity of engineered T cells.
PNAS, 12 January 2016, vol. 113 (4), E450-458 [0005]

* DAVID T. RODGERS et al. Switch-mediated activation and retargeting of CAR-T cells for B-cell malignancies.
PNAS, 26 January 2016, vol. 113 (4), E459-E468 [0006]

* SAMBROOK et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001 [0138]
[0142] [0145]

* GREEN ; SAMBROOK. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2012
[0138] [0142] [0145]
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