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DESCRIPCION
Receptor de antigeno quimérico biespecifico de puerta O sensible a CD19 y CD20
Antecedentes de la invencién

Los receptores de antigenos quiméricos (CARs, por sus siglas en inglés) son moléculas artificiales que redirigen la
especificidad de los linfocitos T hacia antigenos predeterminados. Esos receptores se utilizan frecuentemente para
injertar la especificidad de un anticuerpo monoclonal sobre un linfocito T; con la transferencia de su secuencia codifi-
cante facilitada por vectores retrovirales o lentivirales. Usando la transferencia adoptiva, los linfocitos T autélogos
pueden modificarse genéticamente ex vivo para expresar un CAR especifico de una célula cancerosa de interés. Los
linfocitos T, que pueden reconocer y destruir entonces las células cancerosas, se reintroducen en el paciente. Los
estudios clinicos de fase | de este enfoque han mostrado eficacia.

La forma mas comun de los CARs son fusiones de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) obtenidos a partir
de anticuerpos monoclonales, fusionados con el dominio de sefializacién CD3-zeta, que contiene 3 ITAMs. CD3-zeta
puede no proporcionar una sefial de activacién totalmente competente y se necesita una sefializacion coestimuladora
adicional. Por ejemplo, se pueden usar CD28 y OX40 quiméricos con CD3-zeta para transmitir una sefial prolifera-
tiva/supervivencia, o los tres se pueden usar juntos. Tales moléculas dan como resultado la transmisién de una sefial
zeta como respuesta al reconocimiento de su diana por parte del scFv.

Multiples ensayos clinicos han informado de una eficacia terapéutica notable de los linfocitos T modificados con CAR
anti-CD19 contra neoplasias de linfocitos B tanto agudas como crénicas. Sin embargo, también se ha informado de
multiples casos de pacientes que recidivan con la aparicién de una leucemia o linfoma CD19 negativo (Maude et al.
2014). Este problema de escape de antigeno, es decir, células tumorales que evaden el tratamiento al perder el anti-
geno que es la diana del agente terapéutico del linfocito T, se aborda mediante esta invencion.

El documento US 2013/0280220 se refiere a CARs que comprenden dos o mas dominios de reconocimiento de anti-
genos no idénticos.

Compendio de la invencién

CD20 y CD19 son ambos marcadores de la totalidad de linfocitos B presentes en la gran mayoria de los linfocitos B
malignos. Un CAR de puerta O (del inglés, OR-gate) que desencadena la muerte tumoral siempre que esté presente
CD20 o0 CD19, reduce la probabilidad de un escape de antigenos, al requerir que las células tumorales pierdan ambos
antigenos para escapar al direccionamiento, un evento que ocurre con una probabilidad significativamente menor que
las mutaciones de un solo antigeno. Por lo tanto, esta invencién tiene una fuerte ventaja competitiva en comparacion
con la terapia convencional con células CAR-T anti-CD19 de entrada Unica.

Se proporciona una estructura artificial de proteina de receptor de antigeno quimérico (CAR) de CD19-O-CD20. Tam-
bién se proporcionan acidos nucleicos que codifican el CAR CD19-O-CD20. EI CAR CD19-O-CD20 de la invencion es
un CAR biespecifico que puede desencadenar la activacion de linfocitos T tras la deteccién de CD19 o CD20 (o am-
bos). Es una molécula Unica que confiere una capacidad de reconocimiento de dos entradas a linfocitos T humanos
modificados por ingenieria genética, para expresar de manera estable este CAR. El CAR CD19-O-CD20 comprende
lo siguiente (desde el extremo N-terminal al C-terminal): una secuencia sefial de SEQ ID NO: 2; un scFv anti CD20
que comprende una regién variable de cadena ligera y de cadena pesada codificada por SEQ ID NO: 3; un enlazador
(GaS)4; un scFv anti-CD19 que comprende una region variable de cadena ligera y de cadena pesada codificada por
SEQ ID NO: 4; un dominio espaciador de SEQ ID NO: 5; un dominio transmembranal de CD28 de SEQ ID NO: 6; un
dominio de sefializacién coestimulador citoplasmatico de 4-1BB de SEQ ID NO: 8; un dominio de sefializacion zeta de
CD3 de SEQ ID NO: 9.

En una realizacién, la estructura artificial también comprende el péptido de salto ribosémico T2A, que se puede utilizar
para enlazar el CAR con una proteina o péptido de interés, como por ejemplo, un marcador de epitopo. En algunas
realizaciones, se incluye un marcador clasificable, por ejemplo, un receptor del factor de crecimiento epidérmico trun-
cado (EGFRt) o proteinas fluorescentes, que se pueden usar para separar linfocitos T que expresan el CAR.

En algunas realizaciones, la estructura artificial del CAR se empaqueta en un vector lentiviral, que incluye, sin limita-
cién, un vector lentiviral de tercera generacién. Los linfocitos T humanos primarios pueden transducirse lentiviralmente
para integrar y expresar de manera estable el CAR de puerta O. Las células que expresan el CAR pueden enriquecerse
mediante una clasificacion celular activada por fluorescencia o magnetismo y expandirse mediante una estimulacién
antigénica o estimulacién con anticuerpos de CD3/CD28 o microperlas recubiertas de anticuerpos.

En algunas realizaciones de la invencion, se proporciona un vector de expresién que codifica el CAR CD19-O-CD20,
en donde el vector puede ser un vector lentiviral, un vector retroviral, un vector adenoviral, un vector viral adenoaso-
ciado, un plasmido o ARN.
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En algunas realizaciones, una dosis eficaz de una célula terapéutica de la invencién, que incluye una célula efectora,
tal como un linfocito T, una célula NK, una célula NKT, etc., para uso en un método para tratar a un individuo con
cancer. El individuo puede tener una neoplasia maligna de linfocitos B, que expresa uno o ambos CD20 y CD19.
Cualquier método puede comprender ademas la etapa de administrar al individuo una terapia adicional contra el can-
cer, tal como cirugia, radiacion, terapia hormonal, quimioterapia, inmunoterapia o una combinacién de las mismas, por
ejemplo.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprensién mas completa de la presente invencién, se hace referencia ahora a las siguientes descripciones
tomadas en conjunto con el dibujo acompafiante.

Figura 1. Esquema de CAR biespecifico, CD19-O-CD20. El CAR biespecifico estd compuesto por (desde el
extremo N-terminal al C-terminal): una secuencia sefial que dirige la localizacion de CAR hacia la membrana
celular, el scFv de CD20, un enlazador peptidico (por ejemplo, (G4S)1, (G4S)3, SEQ ID NO:1 (EAAAK)1 0 SEQ
ID NO:1 (EAAAK)3), el scFv de CD19, seguido de un espaciador (por ejemplo, el dominio bisagra de IgG4), un
dominio transmembranal (por ejemplo, el dominio transmembranal de CD28), uno o mas dominios coestimula-
dores (por ejemplo, el dominio citoplasmatico de 4-1BB o CD28) y el dominio citoplasmatico de la cadena ¢ de
CD3. Para facilitar la identificacién de los linfocitos T que expresan CAR mediante una tincién de anticuerpos, el
receptor del factor de crecimiento epidérmico truncado (EGFRt) se puede enlazar con el CAR a través de un
péptido autoescindible (por ejemplo, T2A).

Figuras 2A-2B. Los CARs de puerta O pero no los CARs de CD19 de entrada Unica responden a las células de
linfoma Raji que han experimentado un escape de antigeno. (A) Expresion en la superficie de CD69, CD137 y
CD107a (en intensidad media fluorescente; MFI por sus siglas en inglés) por células CAR-T después de una
coincubacion de 24 horas con células Raji CD19-. (B) Produccién de IFN-y, TNF-a e IL-2 por las células CAR-T
en (A) tal y como se mide mediante un ensayo citométrico con matriz de perlas. Simulado: linfocitos T que se
han transducido de forma simulada y no expresan CARs. CD19 Corto: CAR de CD19 de entrada Unica con
bisagra de 1IgG4 como espaciador. CD20 Largo: CAR de CD20 de entrada Unica con bisagra de CH2-CH3 de
IgG4 como espaciador. (G4S)1, (G4S)4, SEQ ID NO:1 (EAAAK)1 y SEQ ID NO:1 (EAAAK)3 indican la secuencia
enlazadora de los CARs CD19-0O-CD20, todos los cuales contienen la bisagra de IgG4 como espaciador. Los
valores notificados son la media de triplicados, indicando las barras de error una desviacién estandar. Los valores
de P se calcularon mediante la prueba t de Student de dos colas; *: p < 0,05; **: p < 0,01.

Figura 3. Lisis celular mediante células CAR-T de entrada Unica y puerta O después de 4 horas de coincubacioén
con células de tipo silvestre (WT; CD19+/CD20+) o Raji CD19- (CD19-/CD20+). Los valores notificados son la
media de triplicados, indicando las barras de error la desviacién estandar. Las identidades de los CARs son como
se describen en la Figura 2.

Figuras 4A-4B. La biespecificidad no compromete la deteccién de CD19 por los CARs de puerta O. Las células
CAR-T se coincubaron con Raji de tipo silvestre o dianas K562 CD19+ durante 24 horas. (A) La expresién en la
superficie de CD69, CD137 y CD107a se cuantificé mediante citometria de flujo. (B) La produccién de IFN-y,
TNF-a e IL-2 se cuantific6 mediante un ensayo con matriz de perlas citométricas. Los valores notificados son la
media de triplicados, indicando las barras de error una desviacion estandar. Las identidades de los CARs son
como se describen en la Figura 2.

Figuras 5A-5E. Los CARs de puerta O anulan los efectos del escape de antigenos in vivo. (A) Progresion tumoral
en ratones NSG que portan xenoinjertos de Raji de tipo silvestre (WT) o mixtos (75% de tipo silvestre; 25% de
CD19-). La formacién de imagenes por bioluminiscencia se realizé los dias 6, 18 y 21 después de la inyeccioén
del tumor (los linfocitos T se inyectaron el dia 7). (B) Supervivencia de los ratones que portan xenoinjertos tumo-
rales de Raji WT o mixtos y que han sido tratados con linfocitos T que no expresan CAR o el CAR CD19 de
entrada Unica. Los resultados indican que el CAR CD19 de entrada Unica es capaz de extender significativamente
la supervivencia de los animales a los que se han injertado tumores de Raji WT. (C) Supervivencia de los ratones
que portan xenoinjertos tumorales de Raji WT y que han sido tratados con linfocitos T que expresan los CARs
de CD19 de entrada Unica o de puerta O. Los resultados indican que los CARs de puerta O son tan eficaces
como el CAR de CD19 de entrada Unica, para dirigirse al linfoma de Raji de tipo silvestre. (D) Supervivencia de
ratones que portan xenoinjertos de tumores de Raji mixtos y que han sido tratados con linfocitos T que no expre-
san CAR, que expresan el CAR de CD19 de entrada Unica o de puerta O. Los resultados indican que solo los
CARs de puerta O son capaces de extender significativamente la supervivencia de los animales que portan
tumores mutantes CD19-. (E) Supervivencia de los ratones que portan xenoinjertos tumorales de Raji WT o
mixtos y que han sido tratados con linfocitos T que expresan los CARs de puerta O. Los resultados indican que
los CARs de puerta O son igualmente eficaces contra tumores de Raji WT y mutantes CD19-, haciendo asi que
los linfocitos T se vuelvan insensibles a la pérdida de antigeno en las células diana. N = 5 en todos los grupos
de ensayo. Los valores de P se calcularon mediante analisis de prueba de rango logaritmico; n.s.: no significativo
(p>0,1); *: p<0,1; *: p< 0,05. Las identidades de los CARs son como se describen en la Figura 2.

Figura 6. Mapa plasmidico representativo de un CAR biespecifico, CD19-0O-CD20.
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Descripcion detallada de las realizaciones

De acuerdo con la convencién establecida desde hace tiempo en la legislacion de patentes, las palabras "un"y "una",
cuando se usan en la presente memoria descriptiva junto con la expresion que comprende, incluyendo las reivindica-
ciones, indican "uno, una o mas". Algunas realizaciones de la invencién pueden consistir en o consistir esencialmente
en uno o mas elementos, etapas de método y/o métodos de la invencién. Se contempla que cualquier método o
composicién descritos en el presente documento se puede implementar con respecto a cualquier otro método o com-
posicion descritos en el presente documento, cuyas realizaciones se describen, y aln obtener un resultado similar o
equivalente sin apartarse del espiritu y el alcance de la invencion.

La expresion "modificacion genética” significa cualquier procedimiento que afiade, deleciona, altera o interrumpe una
secuencia de nucleotidos endégena e incluye, pero no se limita a, una transferencia génica mediada por virus, una
transferencia mediada por liposomas, una transformacioén, una transfeccién y una transduccién, por ejemplo, transfe-
rencia génica mediada por virus, tal como el uso de vectores basados en virus de ADN como lentivirus, adenovirus,
retrovirus, virus adenoasociados y virus del herpes.

"Variante" se refiere a polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos que difieren en cierto grado de un polipép-
tido de secuencia natural. Normalmente, las variantes de secuencias de aminoacidos poseeran al menos aproxima-
damente un 80% de identidad de secuencia, mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 90% de homologia
por secuencia. Las variantes de secuencias de aminoacidos pueden poseer sustituciones, deleciones y/o inserciones
en ciertas posiciones dentro de la secuencia de aminoacidos de referencia.

"Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos” y "ADCC" se refieren a una reaccion mediada por
células en donde células citotdxicas no especificas que expresan receptores de Fc, tales como células citoliticas na-
turales, neutrofilos y macréfagos, reconocen un anticuerpo unido en una célula diana y causan la lisis de la célula
diana. La actividad ADCC puede evaluarse usando métodos, tales como los descritos en el documento de patente de
EE. UU. nim. 5.821.337.

"Células efectoras" son leucocitos que expresan uno o mas receptores de la region constante y realizan funciones
efectoras.

"Tratar" una enfermedad o un trastorno, tal como cancer, significa tomar medidas terapéuticas o medidas preventivas
para mitigar o disminuir la enfermedad o el trastorno. Ese tratamiento incluye la prevencion, el alivio de sintomas, la
disminucién o la estabilizacién del alcance y/o la remision.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de un compuesto o una molécula que es eficaz
para tratar una enfermedad o un trastorno.

"Céancer" se refiere a células que experimentan un crecimiento celular incontrolado. Los ejemplos de cancer incluyen
cancer colorrectal y cancer de cabeza y cuello. Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el
tratamiento del cancer.

Una "citocina" es una proteina liberada por una célula para actuar sobre otra célula como mediador intercelular.

"No inmunogénico" se refiere a un material que no inicia, provoca o potencia una respuesta inmune, en donde la
respuesta inmune incluye las respuestas inmunes adaptativas y/o innatas.

El término "gen" significa el segmento de ADN implicado en producir una cadena polipeptidica; incluye regiones que
preceden y siguen a la regién codificante "lider y cola", asi como secuencias intermedias (intrones) entre segmentos
codificantes individuales (exones). Se pueden desarrollar algunos genes que carecen, en su totalidad o en parte, de
intrones. Algunas secuencias lider pueden potenciar la traduccion del acido nucleico en polipéptidos.

El término "aislado” significa que el material se retira de su entorno original (por ejemplo, el entorno natural si es de
origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen natural presente en un animal vivo no esta
aislado, pero el mismo polinucledtido o polipéptido, separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el
sistema natural, esta aislado. Tales polinucleétidos podrian formar parte de un vector y/o tales polinucleétidos o poli-
péptidos podrian formar parte de una composicién, y aln pueden aislarse porque ese vector 0 composicidn no forma
parte de su entorno natural.

Tal y como se usa en el presente documento, un "vector" puede ser cualquier agente capaz de suministrar o conservar
un &cido nucleico en una célula hospedadora, e incluye vectores virales (por ejemplo, vectores retrovirales, vectores
lentivirales, vectores adenovirales o vectores virales adenoasociados), plasmidos, acidos nucleicos desnudos, acidos
nucleicos que forman un complejo con un polipéptido u otras moléculas y acidos nucleicos inmovilizados sobre parti-
culas de fase sélida. La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el vector mediante una variedad de proce-
dimientos. En general, la secuencia de ADN se inserta en uno o varios sitios apropiados de endonucleasas de restric-
cién, mediante procedimientos conocidos en la técnica. Tales procedimientos y otros se consideran dentro del alcance
de los expertos en la técnica. La transcripcion de un ADN que codifica los polipéptidos de la presente invencién a
través de eucariotas superiores se incrementa insertando una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores
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son elementos de ADN que actlan en cis, normalmente de aproximadamente 10 a 300 pb que actian sobre un pro-
motor para incrementar su transcripcion. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de
replicacion en 100 a 270, un potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el
lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus.

"Receptor” significa un polipéptido que es capaz de unirse especificamente a una molécula. Mientras que muchos
receptores pueden funcionar tipicamente sobre la superficie de una célula, algunos receptores pueden unirse a ligan-
dos cuando se localizan dentro de la célula (y antes del transporte a la superficie} o pueden residir predominantemente
de forma intracelular y unirse alli a un ligando.

El término "anticuerpo" incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, dimeros, multimeros, anticuerpos
multiespecificos y fragmentos de anticuerpos que pueden ser humanos, de ratén, humanizados, quiméricos o deriva-
dos de otra especie. Un "anticuerpo monoclonal" es un anticuerpo obtenido a partir de una poblaciéon de anticuerpos
sustancialmente homogéneos que esta siendo dirigido hacia un sitio antigénico especifico.

"Anticuerpo o fragmento funcional del mismo" significa una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente
a, 0 es inmunoldégicamente reactiva con un antigeno o epitopo particular, e incluye anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales. El término anticuerpo incluye formas de inmunoglobulinas modificadas genéticamente o modificadas
de otro modo, tales como intracuerpos, pepticuerpos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos completamente humanos,
anticuerpos humanizados y anticuerpos heteroconjugados (por ejemplo, anticuerpos biespecificos, diacuerpos,
triacuerpos y tetracuerpos). La expresion fragmento de anticuerpo funcional incluye fragmentos de anticuerpos que se
unen a antigeno, incluyendo, por ejemplo, fragmentos Fab', F(ab')2, Fab, Fv, rigG y scFv. El término scFv se refiere a
un anticuerpo Fv monocatenario en donde los dominios variables de la cadena pesada y de la cadena ligera de un
anticuerpo tradicional bicatenario se han unido para formar una cadena.

Es de particular interés el uso de un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). Los scFvs son moléculas recombi-
nantes en las que las regiones variables de las cadenas de inmunoglobulina ligeras y pesadas que codifican dominios
de unién a antigeno, se modifican por ingenieria genética para proporcionar un Unico polipéptido. Generalmente, las
secuencias de Vu y VL estan unidas por una secuencia enlazadora. Véase, por ejemplo, Ahmad (2012) Clinical and
Developmental Immunology Article ID 980250, que se incorpora especificamente en esta memoria como referencia.

La longitud del enlazador de ADN usado para unir ambos dominios es importante para un plegamiento apropiado. Se
ha estimado que el enlazador peptidico debe abarcar 3,5 nm (35 A) entre el extremo carboxi-terminal del dominio
variable y el extremo amino-terminal del otro dominio, sin afectar a la capacidad de los dominios para plegarse y formar
un sitio de unién a antigeno intacto. Muchos de tales enlazadores son conocidos en la técnica, por ejemplo, enlaza-
dores flexibles que comprenden tramos de residuos de Gly y Ser.

Espaciador. Una regién espaciadora une el dominio de union al antigeno con el dominio transmembranal. Debe ser lo
suficientemente flexible para permitir que el dominio de unién al antigeno se oriente en diferentes direcciones para
facilitar el reconocimiento del antigeno. La forma mas sencilla es la regién bisagra de una inmunoglobulina, por ejem-
plo, la bisagra de una cualquiera entre IgG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, IgG4, particularmente las secuencias de proteinas
humanas. Las alternativas incluyen la region CH2CHs de una inmunoglobulina y porciones de CD3. Para muchas
estructuras artificiales basadas en scFv, una bisagra de IgG es eficaz.

Péptido T2A. El péptido T2A puede usarse para unir el CAR de la invencién a un marcador epitopico u otra proteina o
péptido, incluyendo sin limitacién un marcador clasificable. Los vectores multicistrénicos unidos a T2A pueden usarse
para expresar multiples proteinas a partir de un Unico marco de lectura abierto. Las secuencias peptidicas pequefias
de T2A, cuando se clonan entre genes, permiten una produccion estequiométrica eficaz de productos proteicos dis-
cretos dentro de un dnico vector a través de un nuevo evento de "escisién" dentro de la secuencia peptidica de T2A.
Se conocen y se usan en la técnica diversas secuencias peptidicas de 2A, por ejemplo, véase Szymczak-Workman et
al. (2012) Cold Spring Harb Protoc. 2012(2):199-204, incorporado en este documento especificamente como referen-
cia. Son pequefios (18-22 aminoacidos) y tienen secuencias amino terminales divergentes, lo que minimiza la posibi-
lidad de una recombinacién homologa y permite usar multiples secuencias peptidicas de 2A diferentes dentro de un
unico vector.

Tal y como se usa en el presente documento, la expresién "microentorno tumoral" se refiere a cualquiera y a todos los
elementos del medio tumoral que crean un entorno estructural y o funcional para que el proceso maligno sobreviva
y/0 se expanda y/o se extienda.

CD20 es una proteina de la superficie celular presente en la mayoria de los neoplasmas de linfocitos B, y ausente en
neoplasmas de linfocitos T de apariencia similar. Las células positivas para CD20 también se encuentran a veces en
casos de enfermedad de Hodgkin, mieloma y timoma. CD20 es la diana de los anticuerpos monoclonales (mAb, por
sus siglas en inglés) rituximab, ofatumumab, ocrelizumab, genmab, obinutuzumab, Ibritumomab tiuxetan, AME-133v,
IMMU-106, TRU-015 y tositumomab, que son todos agentes activos en el tratamiento de todos los linfomas y leucemias
de linfocitos B. Para los fines de la presente invencién, cualquiera de esos anticuerpos se puede convertir en un scFv
y usar en el CAR. En algunas realizaciones, el scFv se obtiene a partir del anticuerpo monoclonal Leu16.
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Los canceres que pueden tratarse con reactivos anti-CD20, por ejemplo, anticuerpos y CARs, incluyen sin limitacién
linfomas y leucemias de linfocitos B, por ejemplo, linfomas no Hodgkin de linfocitos B (LNH), por ejemplo, linfoma
folicular; leucemia de células pilosas y leucemia linfocitica cronica de linfocitos B (LLC). Los reactivos anti-CD20 tam-
bién son utiles en el tratamiento del melanoma, por ejemplo, dirigidos a las células madre del cancer de melanoma.

La expresioén de CD19 es un sello distintivo de los linfocitos B. El antigeno CD19 es una glicoproteina transmembranal
de tipo | que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas Ig. CD19 se expresa especificamente en linfocitos B
normales y en linfocitos B neoplasicos. Se considera un marcador de la totalidad de linfocitos B, expresado a lo largo
del desarrollo de los linfocitos B pero con expresion tres veces mayor en células maduras que en comparacién con los
linfocitos B inmaduros. Sin embargo, la expresion de CD19 se pierde en las células plasmaticas diferenciadas termi-
nalmente. Durante la linfopoyesis, CD19 dirige el destino de los linfocitos B y la diferenciacién modulando la sefializa-
cién del receptor de linfocitos B. Esta implicada de manera decisiva en el establecimiento de una respuesta inmune
optima a través de sus funciones en el desarrollo independiente de antigenos, asi como en la activacién inducida por
inmunoglobulinas de los linfocitos B. La carencia de CD19 en seres humanos y ratones conduce a una respuesta
humoral global deteriorada, con una mayor susceptibilidad a |a infeccion.

El patrén de expresion de CD19 se conserva entre las neoplasias malignas de linfocitos B en donde se expresa en
subtipos indolentes y agresivos de linfomas y leucemias de linfocitos B, incluyendo LNH, LLC de linfocitos B y leucemia
linfoblastica aguda (LLA) no T. CD19 se expresa en el linaje de linfocitos B en una etapa anterior, en comparacién con
CD20. Este hecho, por lo tanto, puede proporcionar una ventaja a los farmacos dirigidos hacia CD19 sobre rituximab,
especialmente para neoplasias tempranas de linfocitos B como la leucemia linfoblastica aguda. Ademas, se muestra
que CD19 se internaliza eficazmente en modelos tumorales de linfoma con el uso de diferentes anticuerpos monoclo-
nales (huB4, hBU12). Se pueden formatear diversos anticuerpos anti-CD19 para uso en las estructuras artificiales de
la presente invencion, incluyendo sin limitacion huB4, que es un anticuerpo anti-CD19 humanizado. En algunas reali-
zaciones de la invencion, el scFv anti-CD19 es el anticuerpo FMC63.

Las terapias con linfocitos T dirigidos, altamente selectivas estan surgiendo como modalidades no téxicas eficaces
para el tratamiento del cancer. Las neoplasias malignas son enfermedades complejas en donde multiples elementos
contribuyen a la patogénesis global a través de mecanismos tanto distintos como redundantes. Por lo tanto, dirigir
simultaneamente diferentes marcadores especificos del cancer podria dar como resultado una mejor eficacia terapéu-
tica. Sin embargo, el desarrollo de dos productos celulares distintos para uso clinico como terapia de combinacion no
es practico, debido a obstaculos reguladores y costes. Por el contrario, convertir un linfocito T en biespecifico com-
pensa el escape tumoral debido a la pérdida de antigeno.

En una realizacién, el CAR biespecifico comprende una molécula de la superficie celular endégena modificada que
puede usarse como un epitopo de seleccién no inmunogénico compatible con una seleccion inmunomagnética. Los
epitopos no inmunogénicos son aquellos que normalmente no provocan una respuesta inmune en seres humanos, y
en general son proteinas expresadas generalmente en seres humanos, o fragmentos de las mismas. Ese epitopo de
seleccién no inmunogénico puede facilitar una inmunoterapia en pacientes con cancer, sin un rechazo inmunolégico
no deseable de los productos celulares. La molécula de la superficie celular endégena puede modificarse o truncarse
para retener un epitopo extracelular reconocido por un anticuerpo conocido o un fragmento funcional del mismo, y
para eliminar cualquier dominio de sefializacién o circulacién y/o cualquier dominio extracelular no reconocido por
dicho anticuerpo conocido. Una molécula de la superficie celular endégena modificada que carece de un dominio de
sefializacién o circulacién y/o de cualquier dominio extracelular no reconocido por dicho anticuerpo conocido, se vuelve
inerte. En algunas realizaciones, se usa un EGFR truncado para este propésito.

La molécula endégena modificada de la superficie celular puede ser, pero no se limita a, cualquier receptor no inmu-
nogénico relacionado con la superficie celular, glicoproteina, molécula de adhesién celular, antigeno, integrina o grupo
de diferenciacién (CD) que se modifica tal y como se describe en el presente documento. La modificacion de tales
moléculas de la superficie celular se logra conservando un epitopo que es reconocido por un anticuerpo conocido o
un fragmento funcional del mismo; y eliminando cualquier dominio de sefializacién o circulacién y/o cualquier dominio
extracelular no reconocido por un anticuerpo conocido. La eliminacion de los dominios de sefializacién o circulacion
y/o cualquier dominio extracelular reconocido por un anticuerpo conocido, hace que la molécula de la superficie celular
endbgena no sea inmunogénica y/o sea inerte.

Por tanto, las realizaciones de la invencién utilizan un CAR de puerta O como molécula artificial que permite que las
células inmunes (linfocitos T) reconozcan y ataquen especifica y claramente dos moléculas diana cancerosas simul-
taneamente, 0 que ataquen una célula cancerosa que ha perdido la expresion de CD19 o de CD20. El CAR es una
molécula artificial que puede injertarse en linfocitos T usando tecnologia de ingenieria genética para hacerlos especi-
ficos para una diana de interés. Esa capacidad tiene implicaciones terapéuticas sustanciales, ya que se ha informado
de escape a partir de CARs de actividad Unica.

La estructura de un CAR puede ser cualquier estructura adecuada, como se conoce en la técnica. En el CAR de la
invencion, se emplea un dominio de sefializacion citoplasmatico obtenido a partir de la cadena ¢ del receptor de linfo-
citos T como al menos parte del receptor quimérico, con el fin de producir sefiales estimuladoras para la proliferacion
de linfocitos T y la funcién efectora después del acoplamiento del receptor quimérico con el antigeno diana. Ademas,
se emplea un dominio coestimulador de 4-1BB para potenciar la activacion, la proliferacion y la citotoxicidad de los
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linfocitos T producidos por el CAR después del acoplamiento con un antigeno. El CAR puede ser un CAR de segunda
generacion o de tercera generacion, en el que la sefializacién se proporciona a través de CD3C junto con una coesti-
mulacion proporcionada por CD28 y 4-1BB.

Las realizaciones de la invencién incluyen células que expresan un CAR de puerta O de la invencion. La célula puede
ser de cualquier tipo, incluyendo una célula inmune capaz de expresar el CAR de puerta O de la invencion para una
terapia contra el cancer o una célula, tal como una célula bacteriana, que alberga un vector de expresion que codifica
el CAR de puerta O de la invencién. Tal y como se usa en el presente documento, los términos y expresiones "célula”,
"linea celular" y "cultivo celular" pueden usarse indistintamente. Todos estos términos también incluyen su progenie,
que es una cualquiera y todas las generaciones posteriores. Se entiende que toda la progenie puede no ser idéntica
debido a mutaciones deliberadas o inadvertidas. En el contexto de expresar una secuencia de acido nucleico heteré-
loga, "célula hospedadora” se refiere a una célula eucariota que es capaz de replicar un vector y/o expresar un gen
heterélogo codificado por un vector. Una célula hospedadora puede usarse, y se ha usado, como receptora de vecto-
res. Una célula hospedadora puede "transfectarse" o "transformarse", lo que se refiere a un procedimiento mediante
el cual se transfiere o se introduce acido nucleico exdégeno en la célula hospedadora. Una célula transformada incluye
la célula primaria objeto y su progenie. Tal y como se usa en el presente documento, los términos células "modificadas”
y "recombinantes” o células hospedadoras se entiende que se refieren a una célula en la que se ha introducido una
secuencia de acido nucleico exégeno, tal como, por ejemplo, un vector. Por lo tanto, las células recombinantes son
distinguibles de las células de origen natural, las cuales no contienen un acido nucleico introducido de forma recombi-
nante. En realizaciones de la invencion, una célula hospedadora es un linfocito T, incluyendo un linfocito T citotoxico
(también conocido como TC, célula T citotéxica, CTL, linfocito T-citolitico, célula T citolitica, linfocitos T CD8+ o linfocito
T citolitico); las células NK y las células NKT también estan incluidas en la invencién.

Las células pueden ser células autélogas, células singénicas, células alogénicas e incluso en algunos casos, células
xenogénicas. En muchas situaciones se podria desear destruir los CTLs modificados, ya sea para terminar el trata-
miento si las células se vuelven neoplasicas, en investigaciones en donde es de interés la ausencia de las células
después de su presencia, o0 en otros eventos. Para este fin, se puede proporcionar la expresién de ciertos productos
génicos que permitan destruir las células modificadas en condiciones controladas, tales como genes suicidas induci-
bles.

A modo de ilustracién, los pacientes con cancer o pacientes susceptibles de padecer un cancer o sospechosos de
tener cancer pueden tratarse del modo siguiente. Los canceres incluyen particularmente leucemias y linfomas de
linfocitos B. Los CTLs modificados tal y como se describe en el presente documento, pueden administrarse al paciente
y se conservan durante periodos de tiempo prolongados. El individuo puede recibir una o0 mas administraciones de las
células. En algunos casos, las células modificadas genéticamente estan encapsuladas para inhibir el reconocimiento
inmunitario y estar colocadas en el sitio del tumor. Las células pueden inyectarse en el sitio del tumor o inyectarse por
via intravenosa, por ejemplo.

En casos particulares, se proporcionan al individuo CTLs terapéuticos, modificados para comprender un CAR de
puerta O de la invencién. Las células pueden administrarse al mismo tiempo o en momentos diferentes a los de otro
tipo de terapia contra el cancer. Las células pueden administrarse en la misma formulacién o en formulaciones dife-
rentes a las de otro tipo de terapia contra el cancer. Las células pueden administrarse al individuo por vias de admi-
nistracion separadas como otro tipo de terapia contra el cancer. Las células se pueden administrar mediante inyeccién
en un sitio tumoral o por via intravenosa u oral, por ejemplo. Las vias de administracion rutinarias para tales composi-
ciones son conocidas en la técnica.

Los vectores de expresion que codifican el CAR de puerta O de la invencion pueden introducirse como una 0 mas
moléculas de ADN o estructuras artificiales, en donde puede haber al menos un marcador que permitira la seleccién
de las células hospedadoras que contienen la o las estructuras artificiales. Las estructuras artificiales pueden prepa-
rarse de manera convencional, en donde los genes y las regiones reguladoras se pueden aislar, segin sea apropiado,
ligar, clonar en un hospedador de clonacién apropiado, analizar mediante restriccién o secuenciaciéon u otros medios
convenientes. Particularmente, usando la PCR, pueden aislarse fragmentos individuales que incluyen la totalidad o
partes de una unidad funcional, en donde pueden introducirse una 0 mas mutaciones usando una "reparacion de
cebador", ligacién, mutagénesis in vitro, etc., segun sea apropiado. La o las estructuras artificiales una vez completa-
das y cuando se ha demostrado que tienen las secuencias apropiadas, se pueden introducir entonces en los CTLs a
través de cualquier medio conveniente. Las estructuras artificiales pueden integrarse y empaquetarse en genomas
virales defectuosos, no replicantes, como adenovirus, virus adenoasociados (VAA) o virus del herpes simple (VHS) u
otros, incluyendo vectores retrovirales o vectores lentivirales, para una infeccién o transduccién dentro de las células.
Las estructuras artificiales pueden incluir secuencias virales para una transfeccion, si se desea. Alternativamente, la
estructura artificial puede introducirse mediante fusion, electroporacion, biolistica, transfeccién, lipofeccién o similares.
Las células hospedadoras pueden cultivarse y expandirse en cultivo antes de la introduccién de la o las estructuras
artificiales, seguido del tratamiento apropiado para la introduccién de la o las estructuras artificiales y la integracion de
la o las estructuras artificiales. Las células se expanden y se criban a continuacién en virtud de un marcador presente
en la estructura artificial. Varios marcadores que pueden usarse con éxito incluyen hprt, resistencia a neomicina, cinasa
de timidina, resistencia a higromicina, etc.
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En algunos casos, se puede tener un sitio diana para recombinacion homoéloga, en donde se desea que una estructura
artificial se integre en un locus particular. Por ejemplo, se puede desactivar un gen endégeno y reemplazarlo (en el
mismo locus o en otro lugar) con el gen codificado por la estructura artificial, usando materiales y métodos conocidos
en la técnica para la recombinaciéon homéloga. Para la recombinacion homéloga, se pueden usar vectores omega o
vectores O. Los vectores que contienen elementos Utiles tales como origenes de replicacion bacterianos o de levadu-
ras, marcadores seleccionables y/o amplificables, elementos promotores/potenciadores para la expresiéon en proca-
riotas o eucariotas, etc., que pueden usarse para preparar reservas de ADNs de estructuras artificiales y para llevar a
cabo transfecciones, son bien conocidos en la técnica, y muchos estan disponibles comercialmente.

Los CTLs que se han modificado con la o las estructuras artificiales se cultivan después en un cultivo en condiciones
selectivas y las células que se seleccionan por tener la estructura artificial, pueden expandirse después y se analizan
adicionalmente, usando, por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa para determinar la presencia de la es-
tructura artificial en las células hospedadoras. Una vez que se han identificado las células hospedadoras modificadas,
pueden usarse entonces tal como se habia planificado, por ejemplo, expandirlas en cultivo o introducirlas en un orga-
nismo hospedador.

Dependiendo de la naturaleza de las células, las células pueden introducirse en un organismo hospedador, por ejem-
plo, un mamifero, incluyendo seres humanos, de una amplia variedad de maneras. Las células pueden introducirse
en el sitio del tumor, en realizaciones especificas, aunque en casos alternativos las células se dirigen al cancer o se
modifican para que se dirijan al cancer. El nimero de células que se emplean dependera de una variedad de circuns-
tancias, la finalidad de la introduccién, la vida Util de las células, el protocolo que se va a usar, por ejemplo, el nimero
de administraciones, la capacidad de las células para multiplicarse, la estabilidad de la estructura artificial recombi-
nante y similares. Las células pueden aplicarse como una dispersién, generalmente se inyectan en o cerca del sitio
de interés. Las células pueden estar en un medio fisioldgicamente aceptable.

Las células pueden administrarse segun se desee. Dependiendo de |a respuesta deseada, la manera de administra-
cién, la vida de las células, el numero de células presentes, se pueden emplear varios protocolos. El nimero de admi-
nistraciones dependera de los factores descritos anteriormente, al menos en parte.

En algunos casos, se usan vectores de VAA, retrovirales o lentivirales para administrar el CAR de puerta O de la
invencién a un linfocito T.

Un virus adenoasociado (VAA) es un sistema de vector atractivo para uso en las células de la presente invencion, ya
que tiene una alta frecuencia de integracion y puede infectar células que no estan en divisién, haciéndolo asi util para
la administracién de genes en células de mamifero, por ejemplo, en un cultivo tisular o in vivo. El VAA tiene una amplia
gama de hospedadores para la infectividad. Los detalles relativos a la generacién y el uso de vectores VAAr se des-
criben en los documentos de patente de EE. UU. nim. 5.139.941 y 4.797.368.

Los retrovirus son Gtiles como vectores de administracion debido a su capacidad para integrar sus genes en el genoma
del hospedador, transfiriendo una gran cantidad de material genético ajeno, infectando un amplio espectro de especies
y tipos celulares y estar empaquetados en lineas celulares especiales.

Los lentivirus son retrovirus complejos, que, ademas de los genes retrovirales comunes gag, pol y env, contienen otros
genes con funcién reguladora o estructural. Los vectores lentivirales son bien conocidos en la técnica. Algunos ejem-
plos de lentivirus incluyen los virus de inmunodeficiencia humana: VIH-1, VIH-2 y el virus de inmunodeficiencia de
simio: VIS. Los vectores lentivirales recombinantes son capaces de infectar células que no se dividen y se pueden
usar para la transferencia génica y expresion de secuencias de acido nucleico tanto in vivo como ex vivo. En algunos
casos, el vector lentiviral es un vector de tercera generacién (véase, por ejemplo, Dull et al. (1998) J Virol. 72(11):8463-
71). Tales vectores estan disponibles comercialmente. Los plasmidos lentivirales de 22 generacion utilizan el promotor
LTR viral para la expresion génica, mientras que los vectores de transferencia de 32 generacion utilizan un promotor
LTR hibrido, véase, por ejemplo, Addgene para vectores adecuados.

Cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento puede estar comprendida en un kit. En un ejem-
plo no limitante, una o mas células para uso en terapia celular y/o los reactivos para generar una o mas células para
uso en terapia celular que alberga vectores de expresion recombinantes, pueden estar comprendidos en un Kit. Los
componentes del kit se proporcionan en un medio de recipiente adecuado. Algunos componentes de los Kits se pueden
envasar en medio acuoso o en forma liofilizada. El medio de recipiente de los kits generalmente incluird al menos un
vial, tubo de ensayo, matraz, botella, jeringa u otros medios de recipiente, en donde se puede colocar un componente,
y preferiblemente, en forma de parte alicuota de modo adecuado. Cuando hay mas de un componente en el kit, el kit
también contendra generalmente un segundo, un tercer u otro recipiente adicional dentro del cual los componentes
adicionales pueden colocarse por separado. Sin embargo, en un vial pueden estar comprendidas diversas combina-
ciones de componentes. Los Kits de la presente invencién también incluiran tipicamente un medio para contener los
componentes en un confinamiento cerrado para la venta comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes de
plastico moldeados por inyeccién o por soplado dentro de los cuales se conservan los viales deseados.



10

15

20

25

30

35

40

ES 3008 782 T3

Los métodos para aspectos clinicos pueden combinarse con otros agentes eficaces en el tratamiento de enfermedades
hiperproliferativas, tales como agentes anticancerigenos. Un agente "anticancerigeno" es capaz de afectar negativa-
mente al cancer en un sujeto, por ejemplo, destruyendo las células cancerosas, induciendo la apoptosis en las células
cancerosas, reduciendo la tasa de crecimiento de las células cancerosas, reduciendo la incidencia o el nimero de
metastasis, reduciendo el tamafio del tumor, inhibiendo el crecimiento tumoral, reduciendo el suministro de sangre a
un tumor o a las células cancerosas, promoviendo una respuesta inmune contra las células cancerosas o un tumor,
previniendo o inhibiendo la progresion de un cancer o aumentando el tiempo de vida de un sujeto con cancer. Mas
generalmente, esas otras composiciones se proporcionaran en una cantidad combinada, eficaz para destruir o inhibir
la proliferacion celular. Ese procedimiento puede implicar poner en contacto las células cancerosas con la estructura
artificial de expresién y el o los agentes o factores multiples al mismo tiempo. Esto puede conseguirse poniendo en
contacto la célula con una Unica composicion o formulaciéon farmacolégica que incluye ambos agentes, o poniendo en
contacto la célula con dos composiciones o formulaciones distintas, al mismo tiempo, en donde una composicion
incluye la estructura artificial de expresién y la otra incluye el o los segundos agentes.

Las terapias contra el cancer también incluyen una variedad de terapias de combinacion con tratamientos tanto qui-
micos como basados en radiacién. Las quimioterapias de combinacion incluyen, por ejemplo, abraxano, altretamina,
docetaxel, herceptina, metotrexato, novantrona, zoladex, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbazina, mecloreta-
mina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorru-
bicina, doxorrubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopésido (VP 16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de unién
a receptores de estrégeno, taxol, gemcitabina, navelbina, inhibidores de la transferasa de farnesil-proteina, transpla-
tino, 5-fluorouracilo, vincristina, vinblastina y metotrexato, o cualquier variante analoga o derivada de los anteriores y
también combinaciones de los mismos.

Experimental
CAR CD19-0O-CD20 biespecifico

Se construyd un CAR biespecifico para tener, desde el extremo N-terminal al C-terminal, una secuencia sefial que
dirige la localizacién de CAR a la membrana celular, el scFv de CD20, un enlazador peptidico, el scFv de CD19,
seguido de un espaciador (por ejemplo, el dominio bisagra de IgG4), un dominio transmembranal (por ejemplo, el
dominio transmembranal de CD28), ninguno o uno o mas dominios coestimuladores (por ejemplo, el dominio citoplas-
matico de 4-1BB o CD28) y el dominio citoplasmatico de la cadena ¢ de CD3. Para facilitar la identificacion de los
linfocitos T que expresan CAR mediante tincién de anticuerpos, el receptor del factor de crecimiento epidérmico trun-
cado (EGFRt) puede unirse al CAR a través de un péptido autoescindible (por ejemplo, T2A).

La secuencia de aminoé&cidos de diversos componentes es la siguiente:

Secuencia sefial de GMpCSF, (SEQ ID NO: 2) METDTLLLWVLLLWVPGSTG

scFv de CD20 (SEQ ID NO: 3)
DIVLTQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSYNYMDWYQKKPGSSPKPWIYATSNLASG
VPARFSGEGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQAQWSFNPPTFGGGTKLEIKGSTSGG
GSGGGSGGGGSSEVOLOQAQSGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVYKQTP
GCQGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSADYYCA
RSNYYGSSYWFFDVWGAGTTVTVSS

scFv de CD19 (SEQ ID NO 4)
DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSG
VPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSG
KPGSGEGSTKGEVKLAESGPGLVAPSQSLSYTCTVSGVSLPDYGYSWIRQPPRKG
LEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYY
GGSYAMDYWGQGTSVTVSS

Bisagra de IgG4 (SEQ ID NO: 5) ESKYGPPCPPCP

Dominio transmembranal de CD28 (SEQ ID NO: 6)

MFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV

Dominio citoplasmatico de CD28 (SEQ ID NO: 7)

RSKRSRGGHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

9
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Dominio citoplasmatico de 4-1BB (SEQ OD NO: 8)

KRGRKKLL YI FKQPPM RPYQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

Dominio citoplasmatico de CD3¢ (SEQ ID NO: 9)
RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP

QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQAL
PPR

Péptido autoescindible de T2A (SEQ ID NO: 10) LEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPR

CH2 de IgG4 (SEQ ID NO: 11)
APEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOGFNWYVDGVEVHN
AKTKFREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNCKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK

CH3 de IgG4 (SEQ ID NO: 12)

GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAYVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

Receptor del factor de crecimiento epidérmico truncado (EGFRt) (SEQ ID NO: 13)

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPRKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIKHFKNCTSISGDLHIL
PYAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIRGRTK
QHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLFGTSGQKTKI
ISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEG
EPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGYM
GENNTLYWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMYGALL
LLLVVALGIGLFM

Los CARs de puerta O pero no los CARs de CD19 de entrada Unica responden a células de linfoma Raji que han
experimentado un escape de antigeno, como se muestra en la Figura 2, por la expresion de CD69, CD137 y CD1-7a
en la superficie de los linfocitos T que expresan CAR, y por la liberacién de citocinas. Los controles incluyen un CAR
de CD19 corto de entrada Unica con bisagra de IgG4 como espaciador; y un CAR de CD20 largo de entrada Unica con
bisagra CH2-CH3 de IgG4 como espaciador. Se sometieron a ensayo varios enlazadores, incluyendo (G4S)1, (G4S)4,
(SEQ ID NO:1, EAAAK)1, y (SEQ ID NO:1, EAAAK)3.

En la Figura 3 se muestra una comparacion de la lisis celular mediante células CAR-T de entrada Unica y puerta O
después de una coincubacion de 4 horas con células de tipo silvestre (WT; CD19+/CD20+) o Raji CD19- (CD19-
/CD20+). La biespecificidad no se vio comprometida en los CARs de puerta O. Las células CAR-T se coincubaron con
dianas Raji WT o K562 CD19+ durante 24 horas, y la expresion de los antigenos inducidos por activacion relevantes
y la liberacién de citocinas se muestran en la Figura 4.

Los datos in vivo, mostrados en la Figura 5, muestran que los CARs de puerta O anulan los efectos de un escape de
antigenos. Por la supervivencia de ratones que portaban xenoinjertos tumorales Raji WT o mixtos y se habian tratado
con linfocitos T que no expresaban CAR o que expresaban CAR CD19 de entrada Unica, los resultados mostraban
que CAR CD19 de entrada Unica podia prolongar significativamente la supervivencia de los animales a los que se
habian injertado tumores Raji WT, y que los CARs de puerta O son tan eficaces como el CAR CD19 de entrada Unica
para dirigirse al linfoma Raji WT. Sin embargo, solo los CARs de puerta O eran capaces de alargar significativamente
la supervivencia de los animales que portaban tumores mutantes CD19-. Los CARs de puerta O son igualmente efi-
caces contra tumores Raji WT como los mutantes CD19-, haciendo asi que los linfocitos T fueran insensibles a la
pérdida de antigeno en las células diana.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de receptor de antigeno quimérico (CAR) CD19-O-CD20, que comprende: una secuencia sefial de
SEQ ID NO: 2; un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) anti CD20 que comprende una regién variable de
cadena ligera y de cadena pesada codificada por SEQ ID NO: 3; un enlazador (G4S)4; un fragmento variable de cadena
sencilla (scFv) anti-CD19 que comprende una region variable de cadena ligera y de cadena pesada codificada por
SEQ ID NO: 4; un dominio espaciador de SEQ ID NO: 5; un dominio transmembranal de CD28 de SEQ ID NO: 6; un
dominio de sefializacion citoplasmica de 4-1BB de SEQ ID NO: 8; un dominio de sefializacion zeta de CD3 de SEQ ID
NO: 9.

2. EI CAR CD19-O-CD20 segun la reivindicacion 1, en donde el CAR comprende ademas un marcador clasificable.

. EI CAR CD19-0O-CD20 segun la reivindicaciéon 2, en donde el marcador clasificable es EGFR truncado.

. EI CAR CD19-0O-CD20 segun la reivindicaciéon 2, en donde el marcador clasificable es una proteina fluorescente.

. Un acido nucleico que codifica un CAR CD19-O-CD20 segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

. El acido nucleico segun la reivindicacién 5, empaquetado en un vector viral.

. El acido nucleico segun la reivindicacién 6, en donde el vector viral es un vector lentiviral.

w0 N o o A W

. Una célula que comprende una proteina o una estructura artificial de acido nucleico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

9. La célula segun la reivindicacién 8, en donde la célula es un linfocito T.

10. Una dosis eficaz de una célula segun la reivindicacién 9, para uso en un método para tratar el cancer en un
individuo, en particular en donde el cancer es una neoplasia maligna de linfocitos B.

11. La dosis eficaz de una célula para uso segun la reivindicacion 10, en donde el individuo es un ser humano.
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