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DESCRIPCION
Suministro de farmacos basado en ligando-carga util dirigido para la terapia celular
Campo de la invencién

Esta descripcion proporciona una plataforma de suministro de farmacos para la terapia celular. Particularmente,
una proteina manipulada genéticamente se acopla con un ligando de alta afinidad que porta al menos una
carga util de farmaco a internalizar por la célula trasplantada a través de la proteina manipulada genéticamente
para regular los efectos de la terapia con células trasplantadas.

Antecedentes

En las Gltimas décadas, se han hecho grandes avances en este campo con respecto a los tipos de células, los
métodos de suministro y los modelos de enfermedades adecuados. En términos de tipos de células, las terapias
celulares actuales pueden clasificarse aproximadamente como receptores de antigenos quiméricos (CAR),
células para modelos de tumores y medicina regenerativa basada en células madre.

Los CAR T también conocidos como receptores de linfocitos T quiméricos, inmunorreceptores quiméricos o
receptores de linfocitos T artificiales, permiten que las células efectoras inmunitarias (generalmente linfocitos T
o células NK) reconozcan células diana con el antigeno correspondiente y ejerzan su actividad citotéxica. La
aparicion y el desarrollo de la tecnologia CAR-T es prometedora para ciertos tipos de céancer, lo que convierte
a CAR-T en una superestrella en el campo de la investigaciéon biomédica y los estudios clinicos.

La medicina regenerativa es un rea de la medicina que cambia las reglas del juego con el potencial de curar
completamente los tejidos y érganos dafiados, ofreciendo soluciones y esperanza a las personas que tienen
afecciones que hoy estan mas alld de la reparacién. Los avances en biologia del desarrollo y celular,
inmunologia y otros campos han desbloqueado nuevas oportunidades para refinar las terapias regenerativas
existentes y desarrollar otras nuevas. Zhou y Brenner (Exp. Hematol. (2016)44: 1013-1019) se refieren a
mejorar la seguridad de las terapias con linfocitos T mediante el uso de un gen de caspasa-9 inducible. Xia y
Low (J. Med. Chem. (2010) 53: 6811-6824) se refieren a terapias dirigidas al folato para el cancer.

Las células madre tienen la capacidad de desarrollarse, a través de un proceso llamado diferenciacién, en
muchos tipos diferentes de células, tales como células de la piel, células del cerebro, células pulmonares, etc.
Las células madre son un componente clave de la medicina regenerativa, ya que abren la puerta a nuevas
aplicaciones clinicas.

Una variedad de células madre, que incluye las células madre adultas y embrionarias, pueden usarse en
medicina regenerativa. Ademés, en la medicina regenerativa se usan varios tipos de células progenitoras, tales
como las que se encuentran en la sangre del cordén umbilical, y células biomanipuladas genéticamente
llamadas células madre pluripotentes inducidas. Cada tipo tiene cualidades Unicas, y algunos son mas
versétiles que otros.

Muchas de las terapias regenerativas en desarrollo comienzan con las propias células del paciente particular.
Por ejemplo, las propias células de la piel de un paciente pueden recogerse, reprogramarse en un laboratorio
para darles ciertas caracteristicas y devolverse al paciente para tratar su enfermedad.

Aunque el CAR T anti-CD19 ha tenido un gran éxito en las aplicaciones clinicas para el tratamiento de la
leucemia, los efectos secundarios mortales tales como la tormenta de citocinas generada por la rapida lisis de
las células tumorales, asi como también la destruccién de las células B normales CD19+ por el CAR T anti-
CD19 de proliferacién rapida requieren un control mas fino de la célula CAR T. En la terapia regenerativa
basada en células madre, se han realizado esfuerzos para comprender mejor el proceso de diferenciacion y
los roles tréficos de las células trasplantadas en el tejido diana. Mientras tanto, estos procesos pueden alterarse
potencialmente por algunos farmacos de molécula pequefia que se suministran especificamente a la célula
madre para contribuir ademas a la regeneracién del tejido diana.

Otra preocupacién duradera sobre las células CAR T, asi como también sobre otras terapias regenerativas
basadas en células madre, es el potencial tumorigénico de estas células trasplantadas. En resumen, sera ideal
tener una puerta privada para controlar la actividad de la célula trasplantada, ya sea célula CAR T o célula
madre, después de que se trasplante.

Resumen de la invencién

La presente invencién proporciona una plataforma de suministro de farmacos como se reivindicé en las
reivindicaciones.
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Por ejemplo, esta descripcién proporciona una plataforma de suministro de farmacos para afinar la terapia
celular. El sistema de suministro de farmacos comprende:

a. una proteina manipulada genéticamente en una célula diana para trasplante, en donde la proteina
manipulada genéticamente comprende un primer componente y un segundo componente, el primer
componente y el segundo componente se conectan mediante un enlazador peptidico, el primer componente
es una proteina que no es de membrana, el segundo componente es un péptido o proteina anclado a la
membrana;

b. al menos un ligando pequefio conjugado a un enlazador, en donde el al menos un ligando pequefio
tiene afinidad intrinseca alta por al menos un componente de la proteina manipulada genéticamente; y

¢. al menos una carga util del farmaco conjugado al enlazador, en donde la carga util de farmaco se asocia
con la célula diana cuando el ligando pequefio se une a al menos un componente de la proteina manipulada
genéticamente.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene una carga
util de farmaco del agente de obtencién de imagenes. Tal agente de obtencién de imagenes se puede
seleccionar del grupo que consiste en el colorante fluorescente rodamina, la fluoresceina y S0456.
Alternativamente, tal agente de obtencién de imagenes se selecciona del grupo que consiste en restos de
obtencidén de imagenes quelantes de radioisétopos, cabeza quelante EC 20, NOTA y DOTA.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene una carga
util de farmaco de farmaco citotéxico. Tal farmaco citotéxico puede seleccionarse del grupo que consiste en
tubulisina, DM1, DM4 y una auristatina.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene una carga
util de farmaco de un modulador de la expresién génica.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene una carga
util de farmaco de modulador de la actividad celular.

En algunas modalidades, el modulador mencionado anteriormente puede seleccionarse del grupo de dasatinib,
inhibidor de MEK1/2 e inhibidor de PI3K; grupo de inhibidor de HDAC, inhibidor de cinasa e inhibidor metabdlico;
grupo de inhibidor de GSKS beta, inhibidor de MAO-B e inhibidor de Cdk5.

En algunas modalidades, el modulador mencionado anteriormente es un inhibidor de fosfatasa, un agonista de
RORyt o0 un ARNip de mi181a1.

En algunas modalidades, la carga util de farmaco mencionada anteriormente es un inhibidor de fosfatasa, que
incluye, pero no se limita a, inhibidores contra SHP1/2, TC-PTP.

En algunas modalidades, la carga util de farmaco mencionada anteriormente en la plataforma de suministro de
farmaco se internaliza ademas por la célula diana cuando el ligando pequefio se une a al menos un componente
de la proteina manipulada genéticamente.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene un
enlazador liberable para conectar el ligando pequefio y el farmaco de carga util. El enlazador puede
seleccionarse del grupo que consiste en
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En algunas modalidades, los componentes proteicos manipulados genéticamente mencionados anteriormente
se seleccionan del grupo que consiste en el receptor de folato alfa (FRa), receptor de folato beta (FRb), receptor
de uroquinasa (UPAR), proteina de unién a FK506 (FKBP), dihidrofolato reductasa (DHFR), fragmento variable
de cadena simple contra isotiocianato de fluoresceina (scFv contra FITC) y fragmento variable de cadena
simple contra dinitrofenol (scFv contra DNP).

En algunas modalidades, el ligando pequefio mencionado anteriormente se selecciona del grupo que consiste
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En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene el primer
componente como FKBP, el segundo componente es un péptido que confiere un ancla de glicosilfosfatidil
inositol (GPI) en el primer componente, y el ligando pequefio es FK506 o su derivado. En algunas modalidades,
el derivado de FK506 suprime el sitio de unién a calcineurina.

En algunas modalidades, el segundo componente mencionado anteriormente es un receptor de folato (FR) de
longitud completa o truncada.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene al menos
un segmento de enlazador peptidico flexible SGGGS para conectar el primer componente y el segundo
componente de la proteina manipulada genéticamente.
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En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente comprende una
proteina manipulada genéticamente seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:1-2 (secuencia de
aminoécidos para FKBP-FRa de ratén y secuencia de aminoacidos para FKBP-FRa humano respectivamente).
En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente comprende una
proteina manipulada genéticamente seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:12-15.

En algunas modalidades, la célula diana para el trasplante mencionada anteriormente es una célula inmunitaria.
Por ejemplo, la célula inmunitaria puede ser una célula NK o un linfocito T con receptor de antigeno quimérico
(CART). Tal célula CAR T puede expresar una secuencia de aminoécidos seleccionada de las SEQ ID NO: 3-
4.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene el
conjugado de ligando pequefio con férmula .

I

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente tiene una célula
diana para trasplante como una célula CAR T que expresa la SEQ ID NO:3 (secuencia de aminoacidos para el
constructo CAR T antiCD19 de ratdn) o la SEQ ID NO:4 (secuencia de aminoacidos para el constructo CAR T
antiCD19 humano).

En algunas modalidades, el pequefio ligando mencionado anteriormente se conjuga ademas a un colorante
fluorescente o sonda radiactiva para rastrear la internalizacién del farmaco.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente comprende un
ligando pequefio que se conjuga ademés a un regulador de la expresién génica endégena de un regulador de
la expresién génica transducida.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente, la célula diana
para el trasplante es una célula madre, una célula progenitora o una célula trasplantada disefiada para sintetizar
un compuesto bioquimico que es deficiente en un paciente.

También se describe en la presente descripcién pero no se reivindica, una célula CAR T que comprende un
constructo que expresa secuencias de aminoacidos seleccionadas de las SEQ ID NO:12-15.

También se describe en la presente descripcidén pero no se reivindica, un constructo de ADN que codifica una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:12-15.

También se describe en la presente descripcidén pero no se reivindica, un constructo de ADN que codifica un
receptor de fusién FKBP-FRa que comprende cualquiera de las SEQ ID NO:1-2 enlazadas operativamente a
un promotor de EFla en un vector de expresidn. Tal vector de expresién puede ser pWPI que tiene la SEQ ID
NO:5.

También se describe en la presente descripcién pero no se reivindica, un constructo de ADN que comprende
cualquiera de las SEQ ID NO:6-8.

También se describe en la presente descripcidn pero no se reivindica, una célula trasplantada que comprende
los genes insertados hFKBP-FR (SEQ ID NO:7) y CAR antiCD19 humano (SEQ ID NO:9).

También se describe en la presente descripcién pero no se reivindica, una célula de trasplante que comprende
los genes insertados mFKBP-FR(SEQ ID NO:8) y CAR antiCD19 de ratdén (SEQ ID NO:10).
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La presente invencidén proporciona ademés una plataforma de suministro de farmacos como se reivindic6 en
las reivindicaciones para su uso en un método de modulacién de un efecto de la terapia celular. Por ejemplo,
esta descripcién proporciona ademas una plataforma de suministro de fArmacos para su uso en un método
para modular el efecto de la terapia celular, en donde el método comprende:

a. l|dentificar una célula diana para trasplante, en donde la célula diana trasplantada tiene una funcién de
terapia celular,

b. Proporcionar una proteina manipulada genéticamente en la superficie de la célula diana para el
trasplante, en donde la proteina manipulada genéticamente comprende un primer componente y un
segundo componente, el primer componente y el segundo componente se conectan mediante un enlazador
peptidico flexible, el primer componente es una proteina que no es de membrana, el segundo componente
es un péptido o proteina anclada a gliclosilfosfatidil inositol (GPI);

¢. Proporcionar una carga Util de conjugado de farmaco a la célula diana, en donde la carga util de farmaco
se conjuga a un ligando pequefio a través de un enlazador, y opcionalmente se conjuga a un colorante
fluorescente, en donde el ligando pequefio se une a al menos un componente de la proteina de fusién
manipulada genéticamente con alta afinidad y se internaliza por la célula diana junto con la carga util de
farmaco;

d. liberar el farmaco dentro de la célula diana para modular la funcién de terapia de la célula diana.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente es para su uso
en una funcién de terapia celular para proporcionar cirugia guiada 6pticamente a un sujeto.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente es para su uso
en una funcién de terapia celular para controlar la proliferacién de células diana.

En algunas modalidades, la plataforma de suministro de farmacos mencionada anteriormente es para su uso
en una funcién de terapia celular para ejecutar la citotoxicidad a la célula diana que se involucra en la célula
cancerosa.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula inmunitaria. Por
ejemplo, la célula diana es una célula CAR T.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula madre, una
célula progenitora o una célula trasplantada disefiada para sintetizar un compuesto bioquimico que es
deficiente en un paciente.

En algunas modalidades, la carga Util de farmaco mencionada anteriormente es un agente de obtencién de
imagenes seleccionado de colorante fluorescente de rodamina y FITC, o un agente de obtencién de imagenes
de radioisétopo seleccionado de cabeza quelante EC20, NOTA y DOTA.

En algunas modalidades, la carga util de farmaco mencionada anteriormente es un farmaco citotéxico
seleccionado del grupo que consiste en tubulisina, DM1, DM4 y auristatina.

En algunas modalidades, la carga util de farmaco mencionada anteriormente es un modulador de la expresién
génica seleccionado de inhibidores de cinasa que consiste de dasatinib, inhibidor de MEK1/2 e inhibidor de la
cinasa de P13, o un ARNip de mi181a1.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente comprende una proteina de
fusién seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 12-15.

En algunas modalidades, los componentes proteicos manipulados genéticamente mencionados anteriormente
se seleccionan del grupo que consiste en FRa, FRb, uPAR, FKBP, DHFR, scFv contra FITC y scFv contra
DNP.

En alguna modalidad, el ligando pequefio mencionado anteriormente se selecciona del grupo que consiste en
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En algunas modalidades, el enlazador mencionado anteriormente para conectar el ligando pequefio y el
farmaco de carga (til se selecciona del grupo que consiste en
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En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente comprende una proteina de
fusién FKBP-LINKER-FRa manipulada genéticamente seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO:1
y la SEQ ID NO:2.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula CAR T que
comprende un constructo CAR T antiCD19 manipulado genéticamente seleccionado del grupo que consiste en
la SEQ ID NO:3y la SEQ ID NO:4.

En algunas modalidades, el conjugado farmacéutico mencionado anteriormente es un enlazador liberable de
FK506 que comprende la formula |, en donde el dominio de unién de FK506 tiene una afinidad por FKBP de
aproximadamente 4 pM a aproximadamente 100 pM.
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1

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula CAR T y el
conjugado de farmaco se selecciona del grupo que consiste en inhibidor de GSK3b, inhibidor de MAPK para
controlar la tormenta de citocinas excesiva de la célula CAR T trasplantada.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula CAR T y el
conjugado de farmaco es un modulador disefiado para controlar la proliferacién de linfocitos T no deseados.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula madre o célula
progenitora y el conjugado de farmaco es un inhibidor de GSK3b para reforzar la reparacién de fracturas 6seas.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula madre, una
célula progenitora o una célula trasplantada disefiada para sintetizar un compuesto bioquimico que es
deficiente en un paciente; y el conjugado de farmaco se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
MAO-B e inhibidor de cdk5 para tratar la enfermedad de Parkinson u otra enfermedad neurodegenerativa.

En algunas modalidades, la célula diana trasplantada mencionada anteriormente es una célula NK y el
conjugado de farmaco es un agonista de RORyt para controlar las respuestas inmunitarias mediadas por
células Th17.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencién se comprenderdn mejor con
referencia a las siguientes figuras, descripciones y reivindicaciones asociadas.

Breve descripcién de las Figuras

Figura 1: A. descripcidén general de la plataforma de suministro de farmacos basada en carga Util de FKBP-
FRa y FK506 para la terapia celular; B. ilustracién grafica de la plataforma de la via secreta para el
suministro de carga util de células CAR T.

Figura 2A. izquierda: estructura quimica de FK506 con sitios de unién a FKBP (amarillo) y sitio derivatizado
(rojo) resaltados. Derecha: estructura de cocristal del complejo ternario de un fragmento de calcineurina A
(verde), calcineurina B (cian), FKBP12 (purpura) y el FK506 (amarillo), PDB: 1TCO

Figura 2B. Varias opciones de combinacién de dos mddulos en una proteina de fusibn manipulada
genéticamente y sus respectivas opciones de ligandos, con sitios de derivatizacién potenciales resaltados.

Figura 3: izquierda: regulacién negativa y positiva de la actividad de células CAR T, adaptado de The quest
for spatio-temporal control of CAR T cells, Sun J. etc. 2015. Derecha: mecanismo de apoptosis mediada
por FKBP-caspasa9 inducida por AP1903 (dimero de FK506) y la estructura de AP1903, adaptado de
Inducible Apoptosis as a Safety Switch for Adoptive Cell Therapy, Malcolm K.B. etc. 2011

Figura 4. a. Mapa del vector de expresién pWPI con inserto FKBP-FRa (hFRa 1-24: rojo, FKBP: amarillo,
hFRa 25-258: rojo) b. Las células K562 transducidas con FKBP-FRa muestran una banda més alta de
alrededor de 50 kDa (37 kDa para FRa mas 12 kDa para FKBP) en comparacién con las células KB positivas
para FRa y las células K562 no transducidas. c. constructo del portador de carga Util y disefio del constructo
CAR T d. El disefio del constructo de FKBPFR3GS (indicado como FF3). Del extremo N terminal al extremo
C terminal, tiene 1-24 aa de FRa humano como el péptido sefial, proteina FKBP humana, tres enlazadores
Gly-Ser y después 25-258 aa de FRa humano. En FKBPFR1GS (indicado como FF1), los tres enlazadores
Gly-Ser de FF3 se sustituyen con un enlazador Gly-Ser con otras partes sin cambios. e. El disefio del
constructo de 4m5.3FR. Del extremo N terminal al extremo C terminal, tiene un péptido sefial hCD8, scFv
del anticuerpo 4M5.3 contra FITC, enlazador GS, 25-258aa de FRa humano.
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Figura 5. Interferencia entre el FR y FKBP en el receptor de fusién de FKBPFR1GS. La unidn del acido de
folato en la proteina de fusibn FKBPFR1GS bloquea la unién de FK506-rodamina a tan solo 0,01 nM y
suprime totalmente la unién de FK508-rodamina a 50 nM.

Figura 6. La célula Jurkat FKBPFR1GS muestra una intensidad de FK506-rodamina disminuida después
de unirse a OTL38. FRET de FK506-rodamina (donante) a OTL38 (FA-S0456, aceptor, ex/fem: 774/794 nm)
dentro del receptor de fusidn indica la interaccién entre FR y FKBP.

Figura 7. Elaumento de la longitud del enlazador entre FKBP y FR reduce significativamente la interferencia
entre las dos partes. En comparacion con FF1 (1GS entre FKBP y FR), FF3 (3GS entre FKBP y FR)
conserva la unién de FK506-rodamina en presencia de FA 10 nM, que es comparable a la concentracién
fisiolégica de FA en el cuerpo humano.

Figura 8. El tratamiento con PI-PLC libera el receptor de fusién FF3 anclado a GPI. El linfocito T Jurkat con
receptor de fusidén FF3 muestra una unién saturada con FA-FITC 20 nM (EC17), mientras que después del
tratamiento con 5 mU de PI-PLC o 50 mU de PI-PLC, el FA-FITC pierde la unién a la célula, lo que indica
la liberacién del receptor de fusién FF3 anclado a GPI.

Figura 9. Curva de unién de FA-rodamina en el receptor de fusién FKBPFR3GS. El receptor de fusién
FKBPFR3GS que se expresa de manera estable en linfocitos T humanos puede unirse al derivado de acido
de folato (FA-rodamina) con alta afinidad (Kd=0,95 nM), que es comparable a la afinidad de FA-rodamina
en células KB FR+ (Kd alrededor de 1 nM). Por lo tanto, se conserva la propiedad de unién del FR en el
receptor de fusion.

Figura 10. Curva de unién de FK506-rodamina en el receptor de fusion FKBPFR3GS. El receptor de fusién
FKBPFR3GS que se expresa de manera estable en el linfocito T humano es capaz de unirse al derivado
de FK506 (FK506-rodamina) con alta afinidad (Kd=3,93 nM), lo que significa que se conserva la propiedad
de unién de FKBP en el receptor de fusién.

Figura 11. SLF-FITC se une al receptor de fusién FKBPFR3GS con afinidad de unién relativamente alta
(Kd=62 nM), mientras que la competencia con SLF libre (100x, preincubacioén) bloquea esta unién. SLF, un
imitador de FK506, presenta una afinidad de unién 10 veces menor al receptor de fusibn FKBPFR, en
comparacién con el ligando parental FK5086, lo cual es consistente con el informe anterior.

Figura 12. Curva de unién de FA-rodamina en el receptor de fusién 4M5.3FR. FA-rodamina puede unirse al
receptor de fusion 4M5.3FR que se expresa de manera estable en linfocitos T humanos con alta afinidad
(Kd=2,25 nM), que es comparable a la afinidad de FA-rodamina en células KB FR+ (Kd de alrededor de 1
nM). Por lo tanto, la propiedad de unién a FR se conserva en el receptor de fusiéon 4M5.3FR.

Figura 13. Curva de unidén de FITC-AF647 en el receptor de fusidén 4M5.3FR. FITC-AF647 puede unirse al
receptor de fusion 4M5.3FR que se expresa de manera estable en linfocitos T humanos con alta afinidad
(Kd=8,03 nM). 100x comp indica FITC libre de sodio. La propiedad de unién del scFv 4M5.3 con FITC se
conserva en el receptor de fusién 4M5.3FR.

Figura 14. FA-tubulisina es capaz de mediar un efecto de destruccién especifico del receptor contra el
linfocito T humano FF3+. La compensacién con FA (100x preincubacién con FA) bloquea el efecto. Esto
implica la internalizacién y liberacién exitosa del farmaco libre tubulisina a través del sistema de receptores
de fusién FF3.

Figura 15. FA-tubulisina destruye especificamente a la poblacién hFF3+ en un cultivo de linfocitos T
humanos mixtos. El nimero absoluto de disminucién de células hFF3+ a medida que aumenta la
concentracién de FA-Tub, mientras que las células hFF3 también se destruyen a través de los farmacos
liberados y el efecto que resulta de estos a altas concentraciones.

Figura 16. SLF-Tub destruye especificamente las células Jurkat hFF3+ con una ICso = 138 nM. Esto indica
la internalizacién exitosa de SLF-Tub por el receptor de fusiéon FKBPFR3GS vy la liberacién de la tubulisina
dentro de la célula.

Figura 17. Tanto FITC-DM4 como FITC-Tub pueden destruir especificamente a los linfocitos T humanos
4M5.3FR+, mientras que FITC-Tub tiene una ICsp mas alta. La compensacién de FITC libre de sodio (100x
preincubacién) bloquea el efecto de destruccién mediado por receptores. Esto implica la internalizacién y
liberacion exitosa del farmaco citotéxico FITC en linfocitos T a través del receptor de fusién 4M5.3FR.

Figura 18 FITC-tubulisina destruye especificamente a la poblacién 4M5.3FR+ en un cultivo de linfocitos T
humanos mixtos. El ndmero absoluto de células 4M5.3FR+ disminuye a medida que aumenta la
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concentracién de FITC-Tub, mientras que las células 4M5.3FR- también se destruyen a través de los
farmacos liberados y el efecto que resulta de estos a altas concentraciones.

La Figura 19 FITC-DM4 destruye especificamente a la poblacion 4M5.3FR+ en un cultivo de linfocitos T
humanos mixtos. El ndmero absoluto de células 4M5.3FR+ disminuye a medida que aumenta la
concentracién de FITC-DM4, mientras que las células 4M5.3FR- también se destruyen a través de los
farmacos liberados y el efecto que resulta de estos a altas concentraciones.

Figura 20. Dasatinib (inhibidor de Lck) e ibrutinib (inhibidor de ITK) a una concentracién de 10 nM
disminuyen el efecto de lisis de las células CAR T antiCD19 (CAR T FMC83, efector) contra las células
tumorales Raji CD19+ (diana). Se han probado dos relaciones efector:diana (E:T). Los linfocitos T normales
y CAR T antiCD19 con células K562 CD19- se usaron como control negativo.

Figura 21. FITC-dasatinib puede disminuir el efecto de lisis de células FMC63+4M5.3FR+hT hacia la célula
Raiji. Esto implica la internalizacién y liberacién exitosa de FITC-dasatinib dentro de linfocitos T a través del
receptor de fusién 4M5.3FR vy la liberacién de dasatinib en linfocitos T.

Figura 22. El inhibidor de TC-PTP a una concentracién de 100 nM disminuye la poblacién de moléculas
coinhibidoras en células CAR T antiCD19 agotadas (generadas por 7 veces de estimulacién con células
Raji CD19+, ver procedimiento detallado méas abajo). Tanto la poblacién de PD-1, LAG3 como la doble
positiva disminuyen tras el tratamiento. Esto implica que los inhibidores de fosfatasa, como el inhibidor de
TC-PTP, pueden usarse como carga Util para la plataforma de puerta de enlace secreta para rejuvenecer
la célula CAR T agotada.

TABLA 1. Aplicaciones potenciales de la plataforma de terapia celular FKBP-FRa y la carga util
correspondiente.

Listados de secuencias

SEQ ID NO:1 Secuencia de aminoacidos para FKBP-FRa de raton

SEQ ID NO:2 Secuencia de aminoacidos para FKBP-FRa humano

SEQ ID NO:3 Secuencia de aminoacidos para constructo de CAR T antiCD19 de raton
SEQ ID NO:4 Secuencia de aminoacidos para constructo de CAR T antiCD19 humano
SEQ ID NO:5 vector pWPI para transduccidn de linfocitos T humanos

SEQ ID NO:6 pMP71 gb NotlEcoR| antiCD19 de ratén para la transduccion de linfocitos T de ratén
SEQ ID NO:7 pWPI-FRa 1-24 FKBP FRa

SEQ ID NO:8 pWPI mFKBP-mFRa SGGGS

SEQ ID NO:9 pHR Ecorl hAnti cd19 1D3 myc bisagra cd28 cd3zeta

SEQ ID NO:10 pWPI pmei mAnti cd19 1D3 myc bisagra cd28 cd3zeta

SEQ ID NO:11 FKBP-1SG-FR con secuencia de aminoacidos de anclaje a GPI

SEQ ID NO:12 FKBP-3SG-FR con secuencia de aminoacidos de anclaje a GPI

SEQ ID NO:13 4M5.3-FR con secuencia de aminoécidos de anclaje a GPI

SEQ ID NO:14 FMCB3-T2A-FKBP3SGFR

SEQ ID NO:15 FMC83-T2A-4M5.3SGFR

SEQ ID NO:16 FRb con péptido sefial

SEQ ID NO:17 uPAR con péptido sefial

SEQ ID NO:18 DHFR

SEQ ID NO:19 scFv contra FITC: 4M5.3(Kd =200 pM)
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SEQ ID NO:20 scFv contra FITC 4D5FIu (Kd=10 nM)
SEQ ID NO:21 scFv contra DNP SPE7
Descripcidn detallada

A menos que se defina de cualquier otra manera, las nomenclaturas cientificas y tecnolégicas tienen el mismo
significado a como lo entiende comunmente un experto en la técnica ordinaria relacionada con esta descripcion.

Esta descripcidén proporciona una plataforma novedosa para controlar la actividad de las células trasplantadas
mediante la incorporacién genética de un receptor de fusién en la superficie celular trasplantada. Estas células
trasplantadas se dirigiran especificamente mediante una carga Util de farmaco conjugado con ligando de
molécula pequefia, mediante el uso de la alta afinidad intrinseca entre el ligando de molécula pequefia y el
receptor de fusién en la superficie celular trasplantada. Una parte del receptor de fusién es responsable de
internalizar el conjugado y la carga Util se liberara a través de un enlazador liberable una vez que esté dentro
de las células trasplantadas. En dependencia del tipo de células trasplantadas y la regulacién que se desea
imponer a las células trasplantadas, la carga Util del farmaco puede ser de varias funciones. Al cambiar la carga
util en el conjugado, por ejemplo, como farmaco citotéxico o inhibidores de la cinasa, la carga util del farmaco
puede usarse para controlar los multiples aspectos de las células trasplantadas, tales como la proliferacién, la
diferenciacioén o el perfil de liberacién de citocinas.

La familia de isomerasa de peptidil-prolina (PPlasas) consiste de proteina de unidén a FK506 (FKBP), ciclofilinas
y parvulinas. En humanos, hay 18 FKBP, 24 ciclofilinas y 3 parvulinas. Entre estos, FKBP51 y FKBP52
comparten una afinidad de unién de alta a moderada de FK508, KDFK5%® = 104 nM y KDFKS® = 23 nM,
respectivamente, en comparacion con FKBP12 (KD = 0 2 nM). Adicionalmente, ninguno de estos dos FKBP
se expresa en la membrana celular, lo que da como resultado poca actividad de unién cruzada en nuestro
sistema. También se han hecho esfuerzos para disefiar ligandos sintéticos que tengan mayor afinidad por
FKBP 127 que por FKBPYWT asi como también a FKBP51™7V que preservan la estructura general de las
proteinas de tipo salvaje. Todas las proteinas homdélogas y mutadas junto con sus ligandos mencionados
anteriormente, pueden adaptarse a esta descripcién.

Particularmente, en una modalidad, se elige un par ejemplificado de ligando de molécula pequefia y receptor
de fusién como FK506-FKBP. Todo el proceso puede generalizarse en la Figura 1A, donde la carga util de FK-
506 se une primero a la célula modificada genéticamente FKBP-FRa; tras esta unién, la proteina de fusién
transmembrana internalizara el enlazador de carga UGtil-FK506. A continuacién, la carga uatil de FK506
internalizada se escinde en el enlazador y la carga Util se libera en la célula. En dependencia del tipo de célula
y el tipo de carga Util, el farmaco de carga util liberado puede ejercer su funcién deseada.

En la Figura 1B, se ilustra una terapia celular mediada por linfocitos T con receptor de antigeno quimérico
especifico. En este modelo, una célula CAR T que expresa una proteina de fusién con la estructura del extremo
N terminal al extremo C terminal que comprende un péptido sefial adecuado, un médulo de proteina 2 unido a
un médulo de proteina 1 de ancla GPI se presenta a una célula cancerosa. En algunas modalidades, la célula
cancerosa tiene proteina de superficie CD19, que seréa reconocida por la célula CAR T y se unira con la carga
util asociada con la célula CAR T, cuando un ligando de direccionamiento se una a al menos un médulo del
receptor de fusién. Tipicamente, con la alta afinidad del ligando de direccionamiento hacia uno cualquiera de
estos mddulos, la carga util asociada con el ligando puede internalizarse en la célula diana y liberarse para
acoplarse a la célula cancerosa a través del receptor de antigeno quimérico.

Pueden haber muchas combinaciones diferentes de proteinas ancladas a GPI, representadas como Médulo 1
y sus ligandos, y proteina de superficie celular diana del Médulo 2 y sus ligandos respectivos, representados
en la Figura 2B. Se contempla que tanto la proteina del médulo 1 como la proteina del médulo 2, o0 ambas,
pueden acoplar un ligando de direccionamiento de alta afinidad para facilitar el suministro de carga Util
conjugada con el ligando. Por ejemplo, es factible tener una proteina de fusién que comprende la estructura
FRa-enlazador-FKBP, en donde FRa se acopla con un derivado de FA, al mismo tiempo, FKBP se acopla a un
derivado de FK508, ya sea un derivado de FA o un derivado de FK 506 o0 ambos pueden enlazarse a una carga
util, tal como un farmaco citotéxico, o un agente de obtencién de imagenes, o un modulador. Con tal flexibilidad
de transportar la misma o diferente carga util, se puede lograr alglin efecto de sinergia o regulatorio inesperado
de la carga util diferente o igual, o para observar la célula diana si la carga util es un agente de obtencién de
imagenes. Las ventajas de la flexibilidad y la diversidad del suministro de carga Util de este sistema se
apreciaran con mas ejemplos.

De manera similar, otra modalidad de ligando emparejado con una proteina anclada a GPI puede ser
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emparejado con UPAR.

También se contempla que FITC o sus derivados pueden unirse a un fragmento variable de cadena simple
(scFv) de un anticuerpo contra FITC, por ejemplo, una estructura de ligando de

HO.

Derivados de FlTC

0 una estructura de

Derivados de SLF

emparejado con FKBP, o

COOH

NH Q
N .
HN e

"f’/" Derivados de MTX

.
‘S

emparejado con DHFR, o

OH

DNP-Ser

emparejado con scFV contra DNP.
Vale la pena mencionar algunas ventajas de elegir FK506-FKBP como una pareja de ligando-proteina ilustrativa

en este sistema de suministro. 1. FKBP no es una proteina de membrana que se presente de forma natural en
la membrana celular de mamiferos, de modo que el conjugado de carga util FK506 se unira especificamente a
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la célula diana; 2. La proteina FKBP es una proteina relativamente pequefia con un peso molecular de 12 kDa,
lo que hace mas facil su fusién con otros receptores con perturbacién minima a la estructura y propiedades de
internalizacion de los receptores. 3. FK506 no esti presente de forma natural dentro del ser humano, por lo
que el receptor de fusién no se bloqueara; 4. La afinidad de unién entre FK506-FKBP es de alrededor de 4 pM
de manera que el farmaco de carga Util puede suministrarse con alta afinidad; 5. La estructura de cocristal de
FK506-FKBP esta disponible y el sitio derivado bien establecido de FK506 conserva la unién de FK506-FKBP
al tiempo que suprime la unién no deseada entre FK506 y calcineurina (ver Figura 2A).

Se contempla que la secuencia de FKBP puede modificarse, y el ligando de FK506 correspondiente puede
modificarse en consecuencia en la medida en que las versiones modificadas de FKBP y la versién modificada
de FK506 aln tengan la afinidad deseada como se ejemplifica en la presente descripcién o mejor que la
descripcién actual.

Para la otra porcién de la proteina de fusién, el receptor de folato (FR) se elige por su proceso de internalizacién
bien entendido como un monémero. Investigaciones anteriores muestran que el conjugado de acido de folato
unido a 'carbonato mégico' puede internalizarse a través de FR y escindirse por el ambiente reductor dentro de
la célula. Mediante el uso de este mecanismo, la carga util del farmaco conjugado con FK506-FKBP se
internaliza por FR y después se liberara al citoplasma.

Debido al gran potencial de la terapia CAR T, asi como también a los efectos secundarios graves, se han
informado varios disefios de células CAR T controlados. La mayoria de ellos se centraron en el interruptor
ON/OFF mediante la incorporacién de una compuerta booleana o una via de cascada para la activacién de
linfocitos T (ver Figura 3, izquierda, que representa la regulacion negativa y positiva de la actividad de células
CART, adaptada de The quest for spatio-temporal control of CAR T cells, Sun J. etc. 2015). El grupo de Malcolm
K.B. disefié la proteina de fusion FKBP-caspasa9 y usé6 el dimero de FK506 para inducir la apoptosis de la
célula diana (ver Figura 3, derecha, que representa el mecanismo de apoptosis mediada por FKBP-caspasa9
inducida por AP1903 (dimero de FK508) y la estructura de AP1903, adaptada de Inducible Apoptosis as a
Safety Switch for Adoptive Cell Therapy, Malcolm K.B. etc. 2011).

La presente descripcién tiene varias ventajas sobre estos métodos informados: 1. En lugar de un interruptor
ON/OFF binario, nuestra plataforma puede suministrar maltiples tipos de cargas Utiles reguladoras, modificando
muchos aspectos de las células diana, por lo tanto tiene una gran flexibilidad en comparacién con el interruptor
ON/OFF binario; 2. el resto de control, FK506-carga util, es una molécula pequefia, lo que hace posible el
control lineal y la optimizacién de la dosificacion en comparacién con las células que se modificaron
previamente. 3. La plataforma puede usarse no solo en células CAR T, sino también en muchas otras terapias
regenerativas basadas en células madre.

La mayor novedad y la parte mas importante de esta plataforma son las cargas utiles multifuncionales, que
pueden seleccionarse para abordar los posibles efectos secundarios o mejorar la eficiencia de la terapia celular.
Por ejemplo, los farmacos citotéxicos pueden suministrarse a las células trasplantadas si: 1. las células
sobreproliferan y afectan al érgano o sistema normal, como la célula CAR T anti CD19. 2. Las células se vuelven
tumorigénicas, lo que radica en la modificacién génica basada en lentivirus y la caracteristica intrinseca de las
células madre.

Por otro lado, algunas terapias celulares tienen menos éxito debido al microambiente supresor del tejido diana.
Por ejemplo, en la terapia con células CAR T contra tumores sélidos, ademés de la baja velocidad de
penetracién, la proliferacién y activacién de las células CAR T se suprimen en gran medida por las MDSC y las
células tumorales. Esto puede aliviarse potencialmente por la activacién de linfocitos T inducidos por el agonista
de RORTtt o el inhibidor de la MAP cinasa, asi como también por la expresién inducida por el agonista de TLR8
de granzima B en células CAR T. Aunque las dianas intracelulares, como RORIt, pueden ser mas adecuadas
para nuestra carga util, los receptores de membrana tales como TLR8 también pueden ser accesibles debido
a la proximidad en la membrana celular.

En la terapia regenerativa con células madre, la carga Util es mas diversa de acuerdo con los modelos de
enfermedades. En lugar de suministrar un gen predefinido, que se ha desarrollado mediante el uso de células
madre como una plataforma de suministro de genes, la descripciéon actual proporciona un ajuste fino a las
células trasplantadas y su microambiente, y obtiene el fenotipo deseado a través de diversas cargas Utiles de
moléculas pequefias. Dado que la molécula pequefia se conjuga con FK506, que se dirige especificamente a
la célula de trasplante de FKBP-FRa sobreexpresada, también se evita el direccionamiento no especifico de
tejidos normales de la molécula pequefia.

Uno de los muchos ejemplos es inducir la sobreexpresién de BMP2 en células madre mesenquimatosas (MSC)
para la reparacién de fracturas 6seas en la terapia regenerativa esquelética. Mientras tanto, el nivel de
expresion de BMP2 y/o VEGF puede aumentarse mediante la introduccién de un inhibidor de GSKS3 beta a las
células trasplantadas a través de este sistema de suministro de carga util de farmaco. El inhibidor de GSK3
beta es un farmaco conveniente para la reparacién de fracturas 6seas. Por lo tanto, los inhibidores de GSK3
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beta son ideales como carga util potencial para modular ademés la funcién de las MSC trasplantadas asi como
también el microambiente dentro de los sitios de fractura ésea.

Otro ejemplo de este sistema de suministro de carga Util de farmacos se refiere a la enfermedad
neurodegenerativa, que incluye la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, etc., donde la terapia basada en MSC
tiene un futuro prometedor. Las MSC se han modificado para sobreexpresar GDNF, VEGF y muchas otras
citocinas para promover la regeneracién neuronal. Mientras tanto, se ha confirmado que las moléculas
pequefias como los inhibidores de MAO-B aumentan la expresion de GDNF, NGF y BDNF en astrocitos.
También se han propuesto varios inhibidores de cinasas para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer,
tales como el inhibidor de PI3K (BEZ235), el inhibidor de Cdk5 (roscovitina) y el inhibidor de GSK3b (NP-12).
El uso del par FK506-FKBP para el suministro especifico dirigido de estas moléculas pequefias a las MSC en
modelos neurodegenerativos mejorarad la eficacia de la regeneraciéon al tiempo que evita los efectos
secundarios de estos potentes inhibidores y agonistas en otros tejidos no diana.

Materiales y métodos:

Compuestos y procedimiento de sintesis:

El ligando de direccionamiento se une con la carga Util a través de enlazadores. Las opciones de optimizacién
del enlazador se enumeran més abajo. Las cargas Utiles se caracterizan en 3 clases: | obtencién de imagenes,

Il farmaco citotéxico, |l farmaco regulador de molécula pequefia.

Optimizacién del enlazador:

AN alquilo MM NH
HN
,-{f\vv‘”};‘ polietilenglicol (PEG) WO j\ o
F.ﬂ'\fg ';\N LN .&N}? ,ﬁ\l péptido
P | i X(ﬁ\]“
¥ "\ poliprolina ® wooe” @ wooe” M
Lo e
X Qft OH o
Ny b A h
Y s - o ¢ ¢
.\Vi . oligo-(acido 4 piperidin carboxilico) }«Oﬁ }WOH }*OH
b o MO B HO
¢ X«DH Y -oOH pRteY
HO{ Hae{ HO{ péptido de aztcar
) ) )
Ry N HN oY
N oligo piperidina <>v=:0 {avo }mc
v Voo Q A
N oL %
}{ N N \R/ “"S« }i/ N'
o * 6 ® ) g *
|
alelely COOR
Clasificacién de compuestos:
Clase | funcién ejemplo
| Obtencién de | Colorante fluorescente: Rodamina, obtencién de iméagenes de radioisétopo FITC:
imagenes Cabeza quelante EC20, NOTA, DOTA
I Farmaco Farmaco antimicrotdbulos: Tubulisina, DM1, DM4
citotéxico
1] Modulador Inhibidor de cinasa: Dasatinib, MEK1/2i, PI3Ki ARNip: mi181a1

Estructura del compuesto detallada y ruta de sintesis

FK506-rodamina:
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FK506-redamina

Procedimiento: El éster de rodamina-NHS (1,0 equiv.) en dimetilformamida se hizo reaccionar con Boc-NH-
PEG3-NH> (1,2 equiv.) y diisopropiletilamina (3,0 equiv.) durante 2 h a temperatura ambiente. El producto se
purificé por HPLC preparativa de fase inversa con un detector UV. El conjugado rodamina-PEGs-NH-Boc
purificado (1,0 equiv.) se someti6 a desproteccion de Boc mediante agitacién en un sistema de TFA-
diclorometano 1:10 durante 2 h. El producto de amina libre crudo se disolvié después en dimetilformamida y se
activé con EDC (2,0 equiv.), HOBT (2,0 equiv.) en presencia de diisopropiletilamina (3,0 equiv.). Después de
15 minutos, se afiadié FK506-COoH (1,2 equiv., sintetizado mediante el uso del procedimiento en la referencia:
Bioorg. Med. Chem., 17 (2009) 5763-5768) y la mezcla de reaccion se agité durante la noche. El conjugado de
FK5086-rodamina final se aisl6 después de la purificacién en HPLC preparativa de fase inversa con un detector
de UV (monitoreado a una longitud de onda de 280 nm). El producto crudo se cargé en una columna de HPLC
preparativa Xterra RP18 (Waters) y se eluyé con condiciones de gradiente que iniciaron con fosfato de sodio
al 95 % 5 mM (fase mévil A, pH 7,4) y acetonitrilo al 5 % (fase moévil B) y alcanzé 0 % de Ay 50 % de B en 35
min a un régimen de flujo de 12 ml/min. Tiempo de retencién del pico del producto = 2,5 min durante el gradiente
(0-50 % B) en un andlisis de HPLC-MS analitico de 7 min. ESI m/z = 1539,6. Abreviaturas: PEG =
polietilenglicol; EDC = 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; HOBT = hidroxibenzotriazol; HPLC =
cromatografia liquida de alto rendimiento.

Colorante FK506-NIR:

Peso molecular: 208157

Procedimiento de sintesis:
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SLF-FITC:
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Procedimiento de sintesis:

o]

FPeso molecuiar: 2081,57

o8
o O OH

Férmuia quimica: CeaHzzNsO16S
Masa exacta: 1187,48
Peso molecular: 1188,36
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Formula quimica: CaHsQs 7 \{ { Y
Masa exacta: 160,02
Fomula quimica: CxHaoN20s PeS0 moiecular: 100,07
Masa exacta: 524 29
Peso molecutar: 524 88

R

Farmula qui.mica: C3tHaaNzOo

Masa exacta: 624,30
Peso moiecular: 824,73
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Formula quimica: CatHaaNzCo

Masa exacta: 624,30
Peso molecular: §24.73
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RAT,

Férmula guimica: CoHuiN3CsS
Masa exacta: 581,18

Peso molecutar: 581,64
20 SLF-EC20:
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Masa exacta: 1131,50

Peso molecular: 1132,29
Procedimiento de sintesis:
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20 % piperidina en DMF
MM

Ry

Formuta guin

Masa exacta: 443.19
Peso molecular: 443,50

b

20 % piperidina en DMF
PRI

Férmula quiniea: CiHayNOg
Masa exacta: 624,30
Peso moleculer: 624.73

Formula quimica: CssHrrNrOsS
Masa exacta: 1131,50
Peso nolecular: 1132,2¢
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Formula quimica: CaiHaNsO11eS
Masa exacta: 1187,48
Peso motecutar: 1188,36
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SLF-tubulisina:
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Peso molecular: 2078,48

Procedimiento de sintesis:

Masa exacta: 1101.43 h

' Fomwia guimica: CaabrrhrOwS Peso molecular: 1102,35 ' Peso molecuiar: 2078.48
Masa exacta: 131,50
Peso molecufar:

FITC-AF647:

H
N g O g Alexa Fluor™ 647

S O

Procedimiento de sintesis:
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Ester Alexa Fluor™ 847 NHS (éster de succinimidiia} Y
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Farmula quimica: CaoHxnN30eS

Masa exacta: 581,18
Peso molecutar: 581,64

FITC-DM4:

Procedimiento de sintesis:
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Farmuta quimica: CaaHaCINaG S SNy oM

Peso molecular: 780,37
Formula guimica: CaHseCINaQ1082

Peso molecutar: 855,50

Férmula quimica: CatHieGINGGsS3  Nad
Peso molecular: 1244,88 &

Procedimiento: Se hizo reaccionar DM4 (1,0 equiv.) en dimetilsulféxido con 2-(piridin-2-ildisulfanil)etan-1-amina
(1,0 equiv.) y diisopropiletilamina (3,0 equiv.) durante 1 h a temperatura ambiente. El producto crudo resultante
se hizo reaccionar después con FITC (1,0 equiv.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h. El conjugado
de FITC-DM4 final se aisl6 después de la purificacién en HPLC preparativa de fase inversa con un detector de
UV (monitoreado a una longitud de onda de 280 nm). El producto crudo se cargd en una columna de HPLC
preparativa Xterra RP18 (Waters) y se eluyé con condiciones de gradiente que iniciaron con fosfato de sodio
al 95 % 5 mM (fase movil A, pH 7,4) y acetonitrilo al 5 % (fase mévil B) y alcanz6 0 % de Ay 100 % de B en 10
min a un régimen de flujo de 12 mi/min. Tiempo de retencién del pico del producto = 4,23 min durante el
gradiente (0-100 % B) en un analisis de HPLC-MS analitico de 7 min. ESI m/z = 1244,8. Abreviaturas: FITC =
isotiocianato de fluoresceina; HPLC = cromatografia liquida de alto rendimiento.
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Formuta quimica: CarH117N1302784
Masa exacta: 1903,71
Peso molecutar: 1905,20

Procedimiento de sintesis:

Formula quimica: Cz a5 Formula quimica: CzsHaNCsS A ) |
o e Masa exacta: 609,19 Forna quimica: CzebeoNinOisS2
v GO Paso malecular: 60965 Masa exacta: 126,26
Peso mofecuiar: 1217.22

Peso malecular: 607,84

Formufa quimica: CaHeeNmOisS2 Masa exacta: 110143
Masa exacta: 1216.26 Peso molectdar: 1162,35 Masa exacta: 2161.50
Peso molecular: 121729 Peso molecular: 2163,48

FITC-EC20
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Procedimiento de sintesis:

Formuta quimica: CoeHzoNsOsS
Masa exacta: 607,17
Peso molecular: 607,64

FITC-dasatinib

Ci

Procedimiento de sintesis:

Dosadinds

Férmula quimica: CazHsoNeO16S2

Masa exacta: 958,27

Peso molecular: 959,01

Formula quimica: C20HziNsOsS
Masa exacta: 609,19
Pesc molecutar: 609,65

G

OAO/\/ Ssg~

Peso molecular: 1055,65

El procedimiento del experimento:
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Férmuta quimica: CseHecN100 1632
Masa exacta: 1218.36
Peso molecular: 121728
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Cultivo celular

Las células 293TN se cultivaron en DMEM con FBS al 10 %, sin antibiético para el empaquetamiento del
lentivirus. Las células Raji y Jurkat se cultivaron en RPMI-1640 con FBS al 10 %, penicilina/estreptomicina al
10 %. Los linfocitos T humanos primarios se aislaron de hPBMC mediante el uso de ficoll, se enriquecieron
mediante seleccién negativa con EasySep™ Kit de enriquecimiento de linfocitos T humanos (19051, Stemcell
Tech), activado por Dynabeads CD3/CD28 (11161D, Thermo Fisher) durante 1 dia, cultivado con medio
TexMACS complementado con 30 IU de hIL2 (130-097-745, Miltenyi Biotec Inc.). Los linfocitos T se
crioconservaron en RPMI-1640 con suero AB humano al 20 % (HP1022, Valley Biomedical) y DMSO al 10 %.

Empaque de lentivirus

El lentivirus pseudotipado VSV-G pantrépico se produjo mediante la transfeccién de células 293TN con el vector
de expresién del transgén y la mezcla de plasmido de empaquetamiento (CPCP-K2A, Cellecta) mediante el
uso de Lipofectamina 2000. A las 24 h, se coseché el sobrenadante viral, se concentr6 y después se afiadi6 a
ciertas lineas celulares o a los linfocitos T primarios que se descongelaron el mismo dia. Para la transduccién
de linfocitos T, las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 90 minutos, 37 grados después de afiadir el
sobrenadante del virus y 8 ug/ml de polibreno.

Ensayo de unién

Para el ensayo de unién, las células se incubaron con el colorante-ligando solo o con el colorante-ligando y
ligandos libres (100x, preincubadas durante 30 min) durante 30 min, a 4 grados. Las células se lavaron 3 veces
después de la incubacién y se resuspendieron en PBS con FBS al 2 %, se afiadié 7-AAD para seleccionar las
células muertas. Obtencién de imagenes FRET de FK506-rodamina y FA-S0456: Para comprender la
ocupacidn del receptor de fusién, las células Jurkat FKBP-FRa+ se incubaron con FA/FA-S0456, FK506/FK506-
rodamina en la secuencia y concentracién indicadas. La FRET se visualiza mediante la pérdida de intensidad
de FA-rodamina a medida que su energia se transfiere a FA-OTL38 en el mismo receptor o cercano, detectado
mediante el citémetro de flujo BD Fortessa. Los resultados se analizaron mediante el uso del software FlowJo.

Tratamiento con PI-PLC para liberar la proteina anclada a GPI

Se incubaron 1x10° células con 5 mU o 50 mU de PI-PLC (P5542-5UN, Sigma) en tampoén de digestion (BSA
al 2 %) a 37 grados durante 30 min; después de la incubacién, las células se lavaron tres veces con PBS y
después se incubaron con el ligando-colorante durante 30 min en hielo.

Ensayo de viabilidad celular

Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos y se incubaron con diferentes concentraciones de ciertos
ligando-farmaco citotéxico durante 2 h, con o sin preincubacién 100x de la competencia del ligando libre.
Después de 2 h de incubacién, las células se lavaron con medio tibio 3 veces y se repusieron con medio fresco.
Después de 72 h, el nimero de células se probé mediante el ensayo CellTiter-Glo® (G7570, Promega) o se
cuantificé mediante tinciéon de colorante-ligando de células positivas al receptor.

Efecto de lisis de células CAR T

Se coincubaron 1x10° células CAR T y un cierto nimero de células Raji en una placa de 96 pocillos, de acuerdo
con la relacion E:T, con o sin el farmaco de tratamiento. Después de 24 h, se extrajeron 100 pl de sobrenadante
para el ensayo de LDH. El porcentaje de lisis se calculé como (grupo de tratamiento - solo CAR T)/(lisis maxima
- solo CAR T)%

Agotamiento de células CAR T

Se repitio la adicion de 1x10° células Raji a 1x10° células CAR T en placas de 24 pocillos cada 12 h, sin cambiar
el medio. El estado de agotamiento se caracterizé por un efecto de lisis mas bajo y una expresiéon mas alta de
moléculas coinhibidoras: PD-1, LAG-3 y Tim-3.

Ablacién in vivo de las CAR T positivas al receptor de fusién por el farmaco ligando-citotéxico

Se inyectaron 4x10° células luc+Raji por via i.v. en los ratones NSG. Después de 6 dias, se inyectaron por via
i.v. 1x107 células CAR T positivas al receptor de fusién. El dia 8, se inyectd por via i.v. una vez, el farmaco
ligando-citotéxico (0,5 umol/kg, 1 umol/kg). Se midieron IL2, INFr mediante ELISA mediante el uso de muestras
de suero tomadas cada 3 dias después de la inyecciéon de CAR T. Las células CAR T en sangre periférica se
contaron mediante citometria de flujo.

Modulacién in vivo de CAR T positivas a receptor de fusién por ligando-farmaco
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Se inyectaron 4x10° células luc+Raji por via i.v. en los ratones NSG. Después de 6 dias, se inyectaron por via
i.v. 1x107 células CAR T positivas al receptor de fusion. El dia 7, se inyectd por via i.v. una vez el farmaco
ligando-farmaco (0,5 umol/kg, 1 umol/kg). En el caso del modelo de agotamiento de CAR T, se inyectaron por
via i.v. 1x10° CAR T el dia 6, una vez que la poblacion de CAR T se mostré en sangre periférica y la carga
tumoral no se estabilizé y continué aumentando, se inyectaron por via i.v. ligando-farmaco (0,5 umol/kg, 1
umol/kg).

Obtencién de imagenes y seguimiento in vivo de CAR T positivas al receptor de fusién

Se inyectaron 2x108 Raji por via subcutanea en el hombro derecho de ratones NSG. 14 dias después, se
inyectaron por via i.v. 1x10°” CAR T positivas para el receptor de fusiéon. El dia 16, los animales recibieron
conjugados unidos a 99mTc (10 nmol, 150 pCi) mediante inyeccidn por via i.v. y se obtuvieron imagenes
mediante la maquina de obtencién de imagenes SPECT.

Ejemplos
1. Disefio de proteina de fusién y su expresién
1.1. Disefio del receptor de fusién FKBP-FR (SEQ ID NO:2)

Sintesis de derivados de FK506: La sintesis de FK506-rodamina y FK506-tubulisina se describié en la seccién
de materiales y métodos.

hFRa es una proteina de membrana anclada a GPI, que tiene 24 aminoacidos en el extremo N terminal como
un péptido sefial. Para preservar la presentacién y propiedad de internalizacién de la membrana, elegimos usar
la longitud completa de FRa e incorporar la secuencia hFKBP, asi como también un enlazador peptidico flexible
(SGGGS) entre T24 y R25 de hFRa (Figura 4a). El enlazador flexible se elige para que sea resistente a las
digestiones enzimaticas comunes en el cuerpo humano. A continuacién, toda la secuencia se inserta en un
vector de expresién de lentivirus pWPI, con EFla como el promotor deseado para la expresiéon de proteinas en
el linfocito T transducido.

1.2. Expresién del receptor de fusién FKBP-FR en células transducidas

La expresion de FKBP-FRa se confirma mediante transferencia de western en K562 transducido por lentivirus.
La lisis de células K562 transducidas muestra una banda especifica alrededor de 50 kDa en comparacién con
células no transducidas frente al anticuerpo hFRa (Figura 4b).

1.3. Construccién de la proteina de fusion de FKBPFR3GS (indicada como FF3)

Ver Figura 4d (SEQ ID NO:12). Desde el extremo N terminal al extremo C terminal tiene 1-24 aa de FRa humano
como el péptido sefial, proteina FKBP humana, tres enlazadores Gly-Ser y después 2-258 aa de FRa humano.
En un disefio constructivo de FKBPFR1GS (indicado como FF1), los tres enlazadores Gly-Ser de FF3 se
sustituyen con un enlazador Gly-Ser con otras partes sin cambios. Como se mostrara en los ensayos de unién,
el aumento de la longitud del enlazador reduce la interferencia entre los dos componentes en la proteina de
fusion.

1.4. Construccién de la proteina de fusién de FITC-svFv-FR con enlazador GS.

Ver Figura 4e. El constructo también se denomina 4M5.3 FR (SEQ ID NO:13). Desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, tiene un péptido sefial hCD8, svFv de 4M5.3 (contra FITC), enlazador GS, 25-258 aa de
FRa humana.

1.5. Seguimiento no invasivo in vivo de células positivas para FKBP-FRa/FKBPtFRa mediante obtencién
de imagenes PET de FK506-99mTc

Para el modelo de células CAR T, se implantaron por via subcutanea 1x10°8 células KB en NSG (Jackson
laboratory). Después de que el tumor alcanza los 100 mm?3, se inyectan por via intravenosa 15 millones de
linfocitos T humanos anti-FITC CAR+ FKBP-FRa+ o anti-FITC CAR+ FKBP-FRa- a los ratones. FITC-FA se
inyecta los dias indicados para inducir la proliferacién de CAR T. Se obtienen imagenes de los ratones cada
dos dias después de la implantacién de CAR T mediante el siguiente procedimiento. El dia de la obtencién de
imagenes, la cabeza de FK506-EC20 se formula con 99mTc de acuerdo con el informe anterior. Se inyectan
por via i.v. 200 uCi de 99mTc en 100 ul de solucién a cada ratén y MiLab PET/CT toma la imagen de todo el
cuerpo, con enfoque en el drea tumoral, el bazo y los ganglios linfaticos. Las imégenes 3D se reconstruyen
mediante el software PMOD. Después de la Ultima obtencién de imégenes alrededor del dia 10 después de la
implantacién de CAR T, los ratones se sacrifican y la distribucién de 99mTc en cada érgano se cuenta mediante
contador de gamma.
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Para el modelo de trasplante de células madre hematopoyéticas, los ratones NSG humanizados se generan
como se informé anteriormente. Se infunden porvia i.v, 10 millones de hHSC CD34+ FKBP-FRa+ en los ratones
NSG humanizados. 4 meses después, se toma una imagen de todo el cuerpo mediante el uso de FK506-99mTc
como se mencion6 anteriormente, con enfoque en la médula ésea y la columna vertebral.

2. Elreceptor de fusién FKBP-FRa se une especificamente e internaliza la carga Gtil de FK506
2.1. El receptor de fusién FKBP-FRa se une especificamente a FK506-rodamina

Para el ensayo de unién, las células se incubaron con el colorante-ligando solo o con el colorante-ligando y
ligandos libres (100x, preincubadas durante 30 min) durante 30 min, a 4 grados. Las células se lavaron 3 veces
después de la incubacién y se resuspendieron en PBS con FBS al 2 %, se afiadié 7-AAD para seleccionar las
células muertas. Se usé el citdmetro de flujo BD Fortessa. Los resultados se analizaron mediante el uso del
software FlowJo.

2.2. Unién de FK506-rodamina por el receptor de fusibn FKBP-FRa (obtencién de imagenes de FRET de
FK5086-rodamina y FA-S0456)

Para comprender la ocupacion del receptor de fusidn, las células Jurkat FKBP-FRa+ se incubaron con FA/FA-
S0456, FK506/FK506-rodamina en la secuencia y concentracion indicadas. La FRET se visualiza mediante la
pérdida de intensidad de FA-rodamina a medida que su energia se transfiere a FA-OTL38 en el mismo receptor
o cercano, detectado mediante el citémetro de flujo BD Fortessa.

La Figura 5 muestra que la unién del acido de folato en la proteina de fusion FKBPFR1GS bloquea la unién de
FK508-rodamina a tan solo 0,01 nM y aboli totalmente la unién de FK506-rodamina a 50 nM.

La Figura 6 muestra que las células Jurkat FKBPFR1GS tienen una intensidad de FK506-rodamina disminuida
después de unirse a OTL38, un colorante dirigido al receptor de folato. La FRET de FK506-rodamina (donante)
a OTL38 (FA-S0456, aceptor, exfem:774/794 nm) indica la interaccidén entre FR y FKBP dentro del receptor de
fusion.

La Figura 7 muestra que aumentar la longitud del enlazador entre FKBP y FR reduce significativamente la
interferencia entre los dos componentes de la proteina de fusién. En comparacién con FF1 (1GS entre FKBP
y FR), FF3 (3GS entre FKBP y FR) conserva la unién de FK506-rodamina en presencia de FA 10 nM, que es
comparable a la concentracion fisiolégica de FA en el cuerpo humano.

2.3. Liberacién de receptor de fusién FF3 anclado a GPI

Mediante el uso de PI-PLC, tratar linfocitos T que tienen proteina de fusién FF3 dio como resultado la liberacién
del receptor FF3 anclado a GPI. El linfocito T Jurkat con receptor de fusién FF3 muestra una unién saturada
con FA-FITC 20 nM (EC17), mientras que después del tratamiento con 5 mU de PI-PLC o 50 mU de PI-PLC,
el FA-FITC pierde la unién a la célula, lo que indica la liberacién del receptor de fusién FF3 anclado a GPI. Ver
la Figura 8.

2.4. La proteina de fusién FKBPFR3GS en linfocitos T humanos conserva la propiedad de unién a FR

La curva de unién FA-rodamina se muestra en el receptor de fusibn FKBPFR3GS. El receptor de fusién
FKBPFR3GS que se expresa de manera estable en linfocitos T humanos puede unirse al derivado de acido de
folato (FA-rodamina) con alta afinidad (Kd=0,95 nM), que es comparable a la afinidad de FA-rodamina en
células KB FR+ (Kd alrededor de 1 nM). Por lo tanto, se conserva la propiedad de unién del FR en el receptor
de fusién. Ver la Figura 9.

2.5. La proteina de fusién FKBPFR3GS en linfocitos T humanos conserva la propiedad de unién a FKBP

Curva de unién de FK506-rodamina en el receptor de fusion FKBPFR3GS. El receptor de fusién FKBPFR3GS
que se expresa de manera estable en el linfocito T humano es capaz de unirse al derivado de FK506 (FK506-
rodamina) con alta afinidad (Kd=3,93 nM), lo que significa que se conserva la propiedad de unién de FKBP en
el receptor de fusién. Ver la Figura 10.

2.6. SLF-FITC se une al receptor de fusibn FKBPFR3GS con afinidad de unidn relativamente alta (Kd=62
nM)

La competencia del SLF libre (100, preincubacién) bloquea la unién de SLF-FITC. SLF, un imitador de FK508,

presenta una afinidad de unién 10 veces menor al receptor de fusion FKBPFR, en comparacién con el ligando
parental FK506. Ver Figura 11 y comparar con Figura 10.
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2.7. Curva de unién de FA-rodamina en el receptor de fusién 4M5.3FR.

FA-rodamina puede unirse al receptor de fusion 4M5.3FR que se expresa de manera estable en linfocitos T
humanos con alta afinidad (Kd=2,25 nM), que es comparable a la afinidad de FA-rodamina en células KB FR+
(Kd de alrededor de 1 nM). Por lo tanto, la propiedad de unién a FR se conserva en el receptor de fusién
4M5.3FR. Ver la Figura 12.

2.8. Curva de unién de FITC-AF647 en el receptor de fusiéon 4M5.3FR.

FITC-AF647 puede unirse al receptor de fusién 4M5.3FR que se expresa de manera estable en linfocitos T
humanos con alta afinidad (Kd=8,03 nM). 100x comp indica FITC libre de sodio. La propiedad de unién del scFv
4M5.3 con FITC se conserva en el receptor de fusién 4M5.3FR. Ver la Figura 13.

3.1. Efecto de destruccién de FA-tubulisina contra linfocitos T humanos FF3+

FA-tubulisina es capaz de mediar un efecto de destruccién especifico del receptor contra el linfocito T humano
FF3+. La compensacioén con FA (100x preincubacién con FA) bloquea el efecto. Esto implica la internalizacién
y liberacién exitosa del farmaco libre tubulisina a través del sistema de receptores de fusién FF3. Ver la Figura
14.

3.2. Efecto de destruccién de FA-tubulisina contra la poblacién hFF3+ en un cultivo de linfocitos T humanos
mixto.

FA-tubulisina destruye especificamente a la poblacién hFF3+ en un cultivo de linfocitos T humanos mixtos. El
porcentaje de células hFF3+ disminuye a medida que aumenta la concentracién de FA-Tub. Ver la Figura 15.

3.3. SLF-Tub destruye especificamente las células Jurkat hFF3+ con una ICsg = 138 nM.

La incubacién de 2 h de SLF-Tub con células Jurkat hFF3 es capaz de destruir las células positivas al receptor.
Esto indica la internalizacién exitosa de SLF-Tub por el receptor de fusién FKBPFR3GS vy la liberacién de la
tubulisina dentro de la célula. Ver la Figura 16.

3.4. Efectos de destruccién de FITC-DM4 y FITC-Tub contra linfocitos T humanos 4MS5.3FR+

Tanto FITC-DM4 como FITC-Tub pueden destruir especificamente a los linfocitos T humanos 4M5.3FR+,
mientras que FITC-Tub tiene una ICso més alta. La compensacién de FITC libre de sodio (100x preincubacién)
bloquea el efecto de destruccién mediado por receptores. Esto implica la internalizacién y liberacién exitosa del
farmaco citotéxico FITC en linfocitos T a través del receptor de fusién 4M5.3FR. Ver la Figura 17.

3.5. FITC+ubulisina destruye especificamente a la poblacién 4M5.3FR+ en un cultivo de linfocitos T humanos
mixtos.

El nimero absoluto células 4M5.3FR+ disminuye a medida que aumenta la concentracién de FITC-Tub,
mientras que las células 4M5.3FR- también se destruyen a través de los farmacos liberados y el efecto que
resulta de estos a altas concentraciones. Ver la Figura 18.

3.6. FITC-DM4 destruye especificamente la poblacién 4M5.3FR+ en un cultivo de linfocitos T humanos mixtos.
El niumero absoluto de células 4M5.3FR+ disminuye a medida que aumenta la concentracién de FITC-DM4,
mientras que las células 4M5.3FR- también se destruyen a través de los farmacos liberados y el efecto que
resulta de estos a altas concentraciones. Ver la Figura 19.

3.7. Efecto de la modulacién de inhibidores de cinasa sobre las células CAR T antiCD19 contra Raji CD19+
Dasatinib (inhibidor de Lck) e ibrutinib (inhibidor de ITK) a una concentracién de 10 nM disminuyen el efecto de
lisis de las células CAR T antiCD19 (CAR T FMCB83, efector) contra las células tumorales Raji CD19+ (diana).
Se han probado dos relaciones efector:diana (E:T). Los linfocitos T normales y CAR T antiCD19 con células
K562 CD19- se usaron como control negativo. Ver la Figura 20.

3.8. FITC-dasatinib puede disminuir el efecto de lisis de las células FMC63+4MFR+hT hacia las células Raji.

Esto implica la internalizacién y liberacién exitosa de FITC-dasatinib dentro de linfocitos T a través del receptor
de fusién 4M5.3FR y la liberacién de dasatinib en linfocitos T. Ver la Figura 21.

3.9. Elinhibidor de TC-PTP a una concentraciéon de 100 nM disminuye la poblacién de moléculas coinhibidoras
en células CAR T antiCD19 agotadas
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Las células CAR T antiCD19 agotadas se generaron mediante 7 veces de estimulacién con células Raji CD19+,
ver procedimiento detallado en la seccién de materiales y métodos). La poblacién positiva para PD-1, positiva
para LAGS y doble positiva disminuye tras el tratamiento. Ver la Figura 22.

4. Otra carga util de FK506 para controlar la actividad de la terapia celular

La caracteristica técnica ventajosa de este sistema de suministro de carga util de farmaco es tener
multifuncionalidad. Las posibles cargas Utiles y los efectos correspondientes se enumeran mas abajo (Tabla
1). Las cargas Utiles de moléculas pequefias se seleccionan en base a los siguientes pardmetros: 1. el ensayo
de funcionalidad del farmaco libre, tanto in vitro como in vivo, se ha confirmado mediante la literatura publicada
o el trabajo en nuestro laboratorio. 2. La estructura quimica del farmaco tiene una amina libre relativamente
més accesible para la derivatizacién. 3. Cualquiera de los siguientes seré preferible: Medicamento probado por
la FDA, disponible comercialmente a un precio razonable. La carga util de FK506 se probara primero para los
experimentos in vitro, la activacién de linfocitos T y la liberacién de citocinas de células madre se monitorearan
mediante inmunoensayos multiplexados. Para los modelos de enfermedad in vivo, tenemos terapia CAR T y
modelos de ratones con fractura 6sea bien establecidos en nuestro laboratorio, y varios colaboradores
potenciales para los modelos de ratones neurodegenerativos.

‘Modelo de enfermedad .. -.iSubtipo ~.iTipo célula} Origen célula ...~ iTipo carga util

Tumne Microambiente del tumor CART Célula hPBMC T {inhibidor de GSK3b, inhibidor de HDAC,
inhibidor de MAPK
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REIVINDICACIONES
Una plataforma de suministro de farmacos para la terapia celular, que comprende:

a. una proteina manipulada genéticamente en una célula diana para trasplante, en donde la
proteina manipulada genéticamente comprende un primer componente y un segundo
componente, el primer componente y el segundo componente se conectan mediante un
enlazador peptidico, el primer componente es una proteina que no es de membrana, el segundo
componente es un péptido o proteina anclado a la membrana;

b. al menos un ligando pequefio conjugado a un enlazador, en donde el al menos un ligando
pequefio tiene afinidad intrinseca alta por al menos un componente de la proteina manipulada
genéticamente; y

¢. al menos una carga util del farmaco conjugado al enlazador, en donde la carga util de farmaco
se asocia con la célula diana cuando el ligando pequefio se une a al menos un componente de
la proteina manipulada genéticamente.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la carga util de
farmaco es un agente de obtencién de imagenes, un farmaco citotéxico, un modulador de la expresién
génica o un modulador de la actividad celular.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el agente de
obtencién de imagenes se selecciona del grupo que consiste en colorante fluorescente rodamina,
fluoresceina, S0456, o en donde el agente de obtencién de iméagenes se selecciona del grupo que
consiste en restos de obtencién de imagenes quelantes de radioisétopos, cabeza quelante EC 20, NOTA
y DOTA, el farmaco citotéxico se selecciona del grupo que consiste en tubulisina, DM1, DM4 y una
auristatina; el modulador se selecciona del grupo que consiste en dasatinib, inhibidor de MEK1/2,
inhibidor de PI3K; o en donde el modulador se selecciona del grupo que consiste en inhibidor de HDAC,
inhibidor de cinasa e inhibidor metabélico, opcionalmente en donde el modulador es un inhibidor beta
de GSK3, un inhibidor de MAO-B, un inhibidor de Cdk5 o un agonista de RORyt; en donde
opcionalmente el inhibidor de fosfatasa actla contra SHP1/2 y TC-PTP.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el enlazador para
conectar el ligando pequefio y el farmaco de carga Util se selecciona del grupo que consiste en:

M alquilo »"E’\/O%‘ polietilenglicol (PEG)

oligo-(acido-4-piperidin carboxilico)

poliprolina

oligo piperidina

péptido
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OH OH
Qi QH
Hp HO
{OH oM L .
O HO: péptido de azucar
HN HN
4] Q

un enlazador liberable o sus combinaciones.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde los componentes
proteicos manipulados genéticamente se seleccionan del grupo que consiste en el receptor de folato
alfa (FRa), receptor de folato beta (FRb), receptor de uroquinasa (UPAR), proteina de unién a FK506
(FKBP), dihidrofolato reductasa (DHFR), fragmento variable de cadena simple contra isotiocianato de
fluoresceina (scFv contra FITC), y fragmento variable de cadena simple contra dinitrofenol (scFv contra
DNP).

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el ligando
pequefio se selecciona del grupo que consiste en:

HN

Derivados de FK506

NH,

/& j/\ | Derivados de MTX

e 14 4

Derivados de FITC

’ y
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QN

DNP-Ser

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el primer
componente es FKBP, el segundo componente es un péptido que confiere un ancla de glicosilfosfatidil
inositol (GPI) en el primer componente, y el ligando pequefio es FK506 o un derivado de este.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el enlazador
peptidico es al menos un segmento de SGGGS.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la proteina
manipulada genéticamente se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO:1-2 o las SEQ ID
NO:12-15.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la célula diana
para el trasplante es una célula inmunitaria y/o un linfocito T con receptor de antigeno quimérico (CAR),
opcionalmente en donde la célula diana para el trasplante es una célula madre, una célula progenitora
0 una célula trasplantada disefiada para sintetizar un compuesto bioquimico que es deficiente en un
paciente.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el conjugado de
ligando pequefio tiene la férmula |.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el ligando
pequefio se conjuga ademas a un colorante fluorescente o una sonda radiactiva, o en donde el ligando
pequefio se conjuga ademas a un regulador de la expresiéon génica enddgena o un regulador de la
expresion génica transducida.

La plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12
para su uso en un método para modular un efecto de terapia celular, en donde:

una célula diana identificada para trasplante, opcionalmente en donde la célula diana trasplantada tiene
una funcién de terapia celular, se pone en contacto con la plataforma de suministro de farmacos, la
carga util se libera dentro de la célula diana y modula la funcién de terapia celular de la célula diana, en
donde opcionalmente la carga util del farmaco se conjuga con un colorante fluorescente.

La plataforma de suministro de farmacos para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde la
funcién de terapia celular es proporcionar cirugia guiada épticamente o controlar la proliferacién de
células diana, en donde opcionalmente la funcién de terapia celular es ejecutar citotoxicidad a la célula
diana.

Una célula que comprende la plataforma de suministro de farmacos de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12, en donde la célula es una célula inmunitaria, tal como una célula CAR-T, en
donde opcionalmente la célula es para su uso en el tratamiento del cancer.
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Modulo 1: proteina anclada a GPI
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Modulo 2
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