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DESCRIPCION
Receptor de antigeno quimérico de dominio | especifico para ICAM-1
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a receptores de antigenos quiméricos especificos para ICAM-1 que comprenden el dominio |
humano. La invencion se refiere particularmente a receptores de antigenos quiméricos que comprenden dominios | humanos
que tienen diferentes afinidades a ICAM-1. En més detalle, los dominios | de la presente invencién comprenden
especificamente los aminoacidos 130-310 de la ID. DE SEC. N.%: 1 con una mutacion de F292A, F292S, L 289G, F265S o
F292G, y se unen a ICAM-1 a una afinidad entre aproximadamente 119 nM y aproximadamente 20 uM de Kd.

Antecedentes de la invencion
La inmunoterapia esta emergiendo como un enfoque altamente prometedor para el tratamiento del cancer.

La modificacién genética de las células T con CAR es un enfoque comun para disefiar células T especificas de tumor.

Las células T CAR (receptor de antigeno quimérico) dirigidas a antigenos asociados a tumor pueden infundirse en

pacientes (transferencia celular adoptiva o ACT) que representan un enfoque de inmunoterapia eficiente. La ventaja de

la tecnologia CAR-T en comparacion con la quimioterapia o el anticuerpo es que las células T modificadas por

ingenieria genética reprogramadas pueden proliferar y persistir en el paciente y trabajar como un farmaco vivo.

Las moléculas de CAR se componen de restos de unidon sintéticos, tipicamente una variable de fragmento
monocatenario derivada de anticuerpos (svFv) o cualquier elemento de deteccién de antigeno nativo, fusionado a
dominios de sefializacion intracelular que se componen de la cadena zeta de TCR y moléculas coestimuladoras tales como
CD28 y/o 4-1BB'2. Las ventajas del direccionamiento mediado por CAR incluyen: 1) la provision de sefiales de activacion,
proliferacion y supervivencia in-cis a través de un unico evento de unién, en comparacion con la sefializacion coestimuladora
y del TCR natural no integrado; 2) la capacidad de eludir la regulacion negativa del CMH por parte de las células tumorales
mediante el reconocimiento de antigenos independiente del CMH; y 3) un umbral de activaciéon reducido, asi como el
reconocimiento de células tumorales con baja densidad de antigeno, gracias a la interaccion de alta afinidad entre el
CARYy el antigeno 3,4.

El antigeno diana de CAR ideal seria un neoantigeno tumoral nativo expuesto en la superficie que esta altamente
expresado y es indetectable en tejidos sanos. Sin embargo, debido a la rareza implicita de tales antigenos, muchos
de los antigenos de tumores soélidos que suelen ser diana también se expresan en tejidos no tumorales, aunque a
niveles mas bajos. Las moléculas CAR con alta afinidad por dichos antigenos pueden provocar una afectacion
colateral de los tejidos sanos, lo que se traduce en una toxicidad en el objetivo y fuera del tumor, un importante factor
que limita el progreso de la terapia con células T CAR hasta la fecha.

Los CAR convencionales se construyen usando un formato de anticuerpo monocatenario, y se modifican por
ingenieria genética selectivamente para poseer afinidades nanomolares suba bajas para antigenos diana. Sin
embargo, el aumento de la sensibilidad de las células T CAR puede ser una ventaja s6lo cuando se dirige a antigenos
tumorales verdaderos o a aquellos con los niveles mas altos de restriccion17, 3. De lo contrario, el aumento de la
sensibilidad se produce al precio de una selectividad reducida, con lisis de las células que expresan la diana de una
manera en gran medida insensible a la densidad del antigeno’®.

El documento US 2014/0242701 A1 proporciona un CAR que comprende un dominio extracelular capaz de unirse a
un antigeno, un dominio transmembrana y al menos un dominio intracelular, en el que el dominio intracelular incluye
un dominio intracelular de un receptor del factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (GITR).

El documento US 2008/0311130 A1 proporciona un polipéptido aislado capaz de unirse a ICAM-1, que comprende el
dominio de integrina aL | o una porcién biolégicamente activa del mismo, en el que uno 0 mas residuos estan sustituidos, en
el que el polipéptido sustituido se une a ICAM-1 con mayor afinidad que la proteina de integrina oL de tipo natural.

Sin embargo, existe la necesidad de CAR con un indice terapéutico mejorado, es decir, CAR que puedan destruir el
tumor mientras se minimiza la toxicidad sistémica.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1G muestran la construccion de CAR especificos de ICAM-1 con variaciones escalonadas de
10° veces en afinidad y sus resultados in vitro.

FIG. 1A: Esquema de LFA-1 en complejo con ICAM-1. Las cadenas a y B y los dominios modulares de la integrina LFA-
1 estdn marcados. Los iones metalicos necesarios para la interaccion entre LFA-1 e ICAM-1 se muestran en circulos.
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FIG. 1B: El modelo estructural del dominio | de LFA-1 y el dominio N-terminal de ICAM-1 (D1) estan dibujados en
diagrama de cinta. Se indican los extremos N-terminal y C-terminal y los puntos calientes mutacionales.

FIG. 1C: Sensograma SPR de las variantes del dominio | uniéndose a ICAM-1 humana inmovilizada, excepto
F265S/F292G*, que se hizo fluir sobre ICAM-1 murina (adaptado de la figura 2 de Jin et. al.%*, y de la figura 1 de Wong
et. al’®).

FIG. 1D: Un esquema del vector lentivirus que codifica el CAR del dominio I. LTR = repeticion terminal larga; SD =
donante de corte y empalme; SA = aceptor de corte y empalme; y* = sefial de empaqguetamiento; SS = secuencia
sefial; TM = transmembrana; Cyt = dominio citosolico.

FIG. 1E: Unién de anticuerpos anti-Myc a células T Jurkat transducidas con CAR marcados con Myc (TM, F292G,
F292A y dominio | WT). NT = no transducido.

FIG. 1F: Unién de ICAM-1-Fc recombinante a los CAR expresados en células HEK 293T.

FIG. 1G: Ensayo de adhesion de fondo V que mide las afinidades de unién relativas entre los CAR de dominio |
expresados en células T Jurkat y superficies recubiertas de ICAM-1 humanas (superiores) solubles y murinas
(inferiores). n=3; p < 0,01 para * frente a NT mediante la prueba de comparaciones multiples de Dunnett.

Las figuras 2A-2D muestran la activacion dependiente de la afinidad y la densidad de antigeno de células T
CAR primarias in vitro.

FIG. 2A: Ensayo de efector con respecto a diana (E:T) para medir la destruccion de diana por células T primarias
transducidas con diferentes CAR de dominio |. Cada diana se incub6 por separado con células T CAR TM, F292G,
F292A o0 WT en a una razon E:T de 5:1. El porcentaje de viabilidad se normalizé con respecto a la luminiscencia de
las células diana incubadas con células T NT (n=3, + = desviacion estandar [DE]).

Se us6 una ecuacion de curva sigmoidal de pendiente variable para ajustar los datos. p < 0,01 para * frente a NT
mediante |la prueba de comparaciones multiples de Dunnett. FIG. 2B: Los mejores valores de ajuste de 50 % de
destruccion y la pendiente de Hill de la ecuacion sigmoidea se representaron frente a las afinidades de los CAR de
dominio |. Se representaron los valores de mejor ajuste con valores r-cuadrado superiores a 0,85.

FIG. 2C: Expresion ICAM-1 en células T primarias en comparacion con las células Hela. Los histogramas grises y
negros corresponden a células no marcadas y células marcadas con anticuerpos R6.5, respectivamente.

FIG. 2D: La liberacion de IFN-y se midié mediante ELISA para cada variante CAR T tras la coincubacion con diferentes
células diana durante 24 h (n=3). p < 0,01 para * frente a 8505C/-ICAM-1 mediante la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett.

Las figuras 3A-3C muestran que las células T CAR de afinidad micromolar proporcionan una erradicacion
tumoral, una supresion de la recaida tumoral y un beneficio de supervivencia superiores.

FIG. 3A: Se usaron imagenes de luminiscencia de cuerpo entero para estimar la carga tumoral en ratones infundidos
con diferentes variantes de células T CAR 8 dias después de la implantacién del tumor. Sin T = los ratones no
recibieron células T.

FIG. 3B: Los ratones se trataron con células T CAR 10 dias después de la implantacion del tumor. NT = células T no
transducidas.

FIG. 3C: Curvas de supervivencia de ratones que reciben diferentes tratamientos. Los valores de prueba de rango
logaritmico (Mantel-Cox) frente a NT no son significativos para sin Ty TM, y p = 0,008 para F292G, p = 0,025 para
R6,5, y p = 0,0016 para F292A.

Las figuras 4A-4D muestran mediciones longitudinales y concurrentes de la carga tumoral, distribucién de
células Ty liberacion de citocinas.

FIG. 4A: Esquema de vector de dominio SSTR2-I.

FIG. 4B: Mediciones longitudinales de la captacion de NOTAOCT mediante PET/TC (mitad superior de cada panel)
y de la carga tumoral mediante imagenes de luminiscencia de cuerpo entero (mitad inferior de cada panel). Las
imagenes son representativas de cuatro ratones en cada cohorte. Las imagenes PET/TC de cuerpo entero, tomadas
el dia de maxima captacion del trazador, se muestran en el extremo derecho. Los puntos temporales de formacion
de imagenes se indican debajo del panel inferior. Por ejemplo, 15 representa 15 dias después del xenoinjerto tumoral
(y 7 dias después de la infusién de células T).
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FIG. 4C: Cuantificacion de la luminiscencia y la captacion del trazador en los pulmones de ratones tratados tal como
se indica. Panel superior: Células T NT (no transducidas). Nivel inferior: CAR-F292A.

FIG. 4D: Los niveles de citocinas medidos a partir de la sangre dibujada en diversos puntos de tiempo de los mismos

ratones en “b” y “c” se representan (media *DE, mediciones duplicadas). Panel superior: Células T NT (no
transducidas). Nivel inferior: CAR-F292A.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones
Tal como se usa en el presente documento, “aproximadamente” se refiere a + 10 % del valor mencionado.

Tal como se usa en el presente documento, “terapia de células T adoptivas” implica el aislamiento y expansion ex vivo de
células T especificas de tumor para lograr un mayor nimero de células T que lo que podria obtenerse por vacunacion sola. A
continuacion, las células T especificas del tumor se infunden en pacientes con cancer en un intento de dotar a su sistema
inmunitario de la capacidad de sobrecargar el tumor restante mediante células T que puedan atacar y destruir el cancer.

Tal como se usa en el presente documento, “afinidad” es la fuerza de unién de una sola molécula (por ejemplo,
dominio 1) a su ligando (por ejemplo, ICAM-1). La afinidad suele medirse y notificarse mediante la constante de
disociacion en equilibrio (KD o Kd), que se utiliza para evaluar y clasificar las fuerzas de las interacciones
bimoleculares.

Tal como se usa en el presente documento, un “receptor de antigeno quimérico (CAR)” significa una proteina fusionada
gue comprende un dominio extracelular capaz de unirse a un antigeno, un dominio transmembrana derivado de un
polipéptido diferente de un polipéptido del que se deriva el dominio extracelular y al menos un dominio intracelular. El
“dominio extracelular capaz de unirse a un antigeno” significa cualquier oligopéptido o polipéptido que pueda unirse a un
cierto antigeno. El “dominio intracelular” significa cualquier oligopéptido o polipéptido que se sabe que funciona como un
dominio que transmite una sefial para causar la activacion o inhibicion de un proceso biolégico en una célula.

Tal como se usa en el presente documento, un “dominio” significa una region en un polipéptido que se pliega en una
estructura particular independientemente de otras regiones.

Tal como se usa en el presente documento, “integrina” o “receptor de integrina” (usado indistintamente) se refiere a
cualquiera de las muchas proteinas receptoras de superficie celular, también denominadas receptores de adhesion que
se unen a ligandos de matriz extracelular u otros ligandos de proteinas de adhesion celular mediando de este modo
procesos de adhesion celular y de célula celular. La afinidad de union de las integrinas a sus ligandos esta regulada por
cambios conformacionales en la integrina. Las integrinas estan implicadas en procesos fisioloégicos tales como, por
gjemplo, embriogénesis, hemostasia, cicatrizacion de heridas, respuesta inmunitaria y formacién/mantenimiento de
la arquitectura de tejido. Las subfamilias integrales contienen una subunidad beta combinada con diferentes
subunidades alfa para formar receptores de proteinas de adhesion con diferentes especificidades.

“Molécula de adhesién intercelular 1” 0 “ICAM-1”, es decir, nimeros de registro de GenBank NM_000201, NP_000192, es €l
ligando para integrina aL2, y su dominio N-terminal (D1) se une al dominio | alL a través de la coordinacion del residuo ICAM-
1-Glu-34 en el metal MIDAS. ICAM1 se expresa tipicamente en células endoteliales y células del sistema inmunitario. ICAM1 se
une a integrinas de tipo aLB2 y aMB2. ICAM-1 se regula por incremento en varios carcinomas y el estroma asociado® asi como
en afecciones inflamatorias . Aparte de los tejidos enfermos, ICAM-1 se expresa basalmente en varios tipos de células que
incluyen células endoteliales, células inmunitarias y algunas células epiteliales®.

“Antigeno 1 asociado a la funcién de linfocitos”, “LFA-1”, “integrina aLB2” o0 “CD 18/CD11a” se refiere a un miembro de
la subfamilia de integrina leucocitica. LFA-1 se encuentra en todas las células T y también en células B, macréfagos,
neutrofilos y células NK y estd implicada en el reclutamiento en el sitio de infeccion. Se une a ICAM-1 en células
presentadoras de antigeno y funciona como una molécula de adhesion.

Tal como se usa en el presente documento, “dominio I” se refiere al dominio insertado o | de la subunidad aL de LFA-1 y
es un mediador alostérico de la union del ligando al LFA-1. El dominio | es un ligando nativo de ICAM-1. El sitio de unién a
ligando del dominio |, conocido como un sitio de adhesion dependiente de iones metalicos (MIDAS), existe como dos
conformaciones distintas reguladas alostéricamente por la hélice a7 C-terminal. Un dominio | de tipo natural (WT) abarca los
residuos de aminodcidos 130-310 de la proteina de subunidad de integrina oL madura de 1145 aminoacidos de longitud (ID.
DE SEC. N.% 1, que son los residuos de aminoacidos 26-1170 del n.° de registro de GenBank NP_002200). Toda la
numeracion de los residuos de aminoacidos utilizada en el presente documento se refiere a la secuencia de aminoacidos de
la integrina oL madura (ID. DE SEC. N.% 1), en donde el residuo 1 de ID. DE SEC. N.% 1 corresponde al residuo 26 de la
secuencia del n.° de registro de GenBank NP 002200. En mas detalle, el dominio | de la presente invencion comprende los
aminoécidos 130-310 de la ID. DE SEC. N®1 con una mutacion de F292A, F2928S, L289G, F265S o F292G.
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Tal como se usa en el presente documento, un “antigeno tumoral” significa una molécula bioloégica que tiene
antigenicidad, cuya expresién causa cancer.

Descripcion

La presente invencién proporciona receptores de antigeno quiméricos dirigidos a ICAM-1, que es un biomarcador de
tumor amplio, usando su ligando fisiolégico, LFA-1. El inventor ha construido un panel de CAR variantes de afinidad
que comprenden el dominio | humano. En mas detalle, el inventor ha construido dominios | que comprenden los
aminodcidos 130-310 de la ID. DE SEC. N®1 con una mutacion de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G, y la unién
ICAM-1 a una afinidad entre aproximadamente 119 nM y aproximadamente 20 uM de Kd.

Por tanto, la presente invencion proporciona CAR especificos de ICAM con una amplia aplicabilidad antitumoral.
Las células T CAR que comprenden el dominio | que tiene afinidad por afinidad micromolar ICAM-1 tienen una eficacia
y seguridad mejoradas con respecto a los CAR convencionales, ya que son capaces de lisar células que
sobreexpresan antigenos diana mientras se reducen las células normales con densidades mucho mas bajas.

La presente invencion se refiere a una proteina quimérica de fusion del receptor de antigeno que comprende desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal: (I) un dominio | humano de la subunidad oL del antigeno asociado a la
funcién linfocitica-1, (i) un dominio transmembrana, (iii) al menos un dominio coestimulador y (iv) un dominio activador,
en donde el dominio | comprende los aminoacidos 130-310 de la ID. DE SEC. N°1 con una mutacion de F292A, F292S,
L289G, F265S o F292G.

El CAR de la presente invencién comprende (i) un dominio | humano que se une especificamente a ICAM-1, es decir,
en el que el dominio | de la presente invenciéon comprende los aminoacidos 130-310 de ID. DE SEC. N1 con una mutacién
de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G. El dominio | especifico de ICAM-1 puede construirse utilizando el dominio |
derivado de LFA-1 (figuras 1A y 1B). Diversas mutaciones puntuales activadoras en el dominio | se localizan fuera de la
interfaz de unién que incluye una region conocida como sitio de adhesion dependiente de iones metalicos (MIDAS) (figura
1B). A este respecto, se menciona generalmente que los mutantes que contienen una elevacion escalonada de la afinidad
del dominio | a ICAM-1 de 1 mM a 1 nM pueden obtenerse mediante el cribado de una biblioteca de mutantes por su mayor
union a la superficie recubierta de ICAM-1, perlas o células. Por gjemplo, se pueden aislar diferentes mutantes de afinidad
usando un sistema de visualizacion de levaduras (véase Jin y col.?”). La afinidad se mide en primer lugar por resonancia
de plasmén superficial (por ejemplo, Biacore) para evaluar la afinidad de unién 1:1 entre el dominio | e ICAM-1. La afinidad
de ICAM-1 a CAR expresado en células puede medirse por citometria de flujo y usar la ecuacion de isoterma de Langmuir.
Del mismo modo, se puede realizar un analisis de Scatchard para estimar la afinidad CAR midiendo las cantidades de
ligando libre y ligando a la superficie celular (en este caso, ICAM-1 marcado con radio o fluorescencia).

La tabla 1 muestra las afinidades medidas de los dominios | de LFA-1 de tipo natural y mutantes a ICAM-1, donde la presente
invencion, sin embargo, se refiere especificamente a los dominios | que comprenden los aminoacidos 130-310 de ID. DE
SEC. N°:1 con una mutacion de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G. Una mayoria de las mutaciones son las cadenas
laterales voluminosas que cambian (F, L, ) en mas hidréfilos (A, S, T), interrumpiendo asi la estructura de la conformacion
mas compacta y de dominio | de baja afinidad. Por ejemplo, la sustitucion de Phe-292 ubicada en la hélice a7 C-terminal con
Ala (F292A) y Gly (F292G) proporciona las afinidades (K D) de ~20 uM y 0,1 pM, respectivamente (tabla 1). La combinacion
de F292G con otra mutacion de activacion comparable en Phe-265 (F265S/F292G), que, sin embargo, no representa una
realizacion de la presente invencion, proporciona una afinidad de 6 nM, aproximadamente 200.000 veces mayor que el dominio
| de tipo natural (WT) (KD = 1,5 mM) (figura 1C). Para bloquear la hélice a7 C-terminal de F2655/F292G en la posicion abierta
(figura 1A), Gly-311 puede reemplazarse con Cys (G311C) en el mutante F2655/F292G (F265S/F292G/G311C, triple mutante
o TM) para formar un enlace disulfuro con la Cys-125 de forma natural no apareada (tabla 1). Por tanto, las afinidades
monovalentes de las variantes individuales del dominio | por ICAM-1 pueden disefiarse para abarcar aproximadamente seis
ordenes de magnitud (KD ~1 nM a 1 mM), medidas por resonancia de plasmon superficial (SPR) o estimadas por citometria
de flujo (figura 1C, tabla 1). Dicho triple mutante, sin embargo, no representa también una realizacion de la presente invencion
porgue la presente invencion se refiere especificamente a dominios | que comprenden los aminoéacidos 130-310 de ID. DE
SEC. N°:1 con una mutacion de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G.

A este respecto, sin embargo, se menciona en general que los mutantes que tienen otras mutaciones y tienen afinidades
a ICAM-1 entre 1 mMy 1 nM pueden fabricarse, probarse y seleccionarse segin métodos conocidos por un experto.

Tabla 1
Nombre Secuencia de ID. DE SEC. N%:1 Afinidad
Tipo natural (WT) G128-G311 1,5 mM*
288N G128-G311 202 pM+
1309T G128-G311 127 M+
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L295A G128-G311 37 pM+

F292A G128-G311 20 pM+

F2928 G128-G311 1,24 pM+

L289G G128-G311 196 nM

F292G G128-G311 119 nM*

F265S G128-G311 145 nM*
F2655/F292G (DM) G128-G311 6 nM*
F2655/F292G/G311C (TM) E124-S313 ~1 nM*

R6.5 scFv 10 nM***

* Mediciones de SPR; ** Los valores estimados de intensidad de fluorescencia promedio (MFI) de la citometria de
flujo de la union de ICAM-1-Fc a las células de levadura que expresan variantes de dominio | 5. La ecuacion
usada fue Kd (M) = 0,00175%exp (-0,1542*MFI); *** Estimado a partir del anticuerpo R8.5 titulado que se une a las
células Hela*.

En resumen, el dominio | de la presente invencion comprende especificamente los aminoacidos 130-310 de la ID. DE
SEC. N%1 con una mutacion de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G. Por tanto, el dominio | de la presente invencion
se une a ICAM-1 a una afinidad entre aproximadamente 119 nM y aproximadamente 20 pM de Kd.

Sin embargo, cabe sefialar en general que los receptores antigénicos quiméricos dirigidos a ICAM-1 pueden comprender
un dominio | que sea un dominio | humano de tipo natural, un mutante del dominio | humano de tipo salvaje que tenga de
1 a 3 mutaciones de aminodcidos, o una secuencia que tenga al menos un 95 %, o al menos un 96 % de identidad, o al
menos un 97 % de identidad, o al menos un 98 % de identidad, o al menos un 99 % de identidad con la secuencia del
dominio | de tipo natural o del mutante, que tenga una afinidad de unién a ICAM-1 humana de 1 mM o superior. Después,
el mutante puede tener una o mas mutaciones en el residuo de aminoacido 265, 288, 289, 292, 295, 309 o 311 del
dominio | de tipo natural. Por ejemplo, el mutante puede tener una 0 mas mutaciones de 1288N, [309T, L295A, F292A,
F292S, L289G, F292G, F265S, F265S/F292G, 0 F265S/F292G/G311C, del dominio | de tipo natural. Los dominios |
de la presente invencion, sin embargo, comprenden especificamente los aminoacidos 130-310 de la ID. DE SEC.
N°:1 con una mutacién de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G.

Sin embargo, en una realizacién que no esta cubierta por la presente invencion, la combinacion de dos mutaciones de
dominio | produce un mutante con una mayor afinidad que la de cada mutante original. Por ejemplo, la combinacién de dos
mutantes que tienen cada uno aproximadamente 100 pM de Kd produce tipicamente un mutante que tiene un intervalo de
Kd de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 pM. F292G es una mutacién puntual muy potente; combinar F292G con
otras mutaciones aumenta la afinidad del dominio | por ICAM-1 para mas fuerte que la Kd 100 nM. La numeracién anterior
de los restos de aminodcidos es en referencia a la secuencia de aminoacidos madura de la ID. DE SEC. N.%: 1, y el nimero
de residuo 1 corresponde al residuo de aminoacido 26 del nimero de acceso de GenBank NP_002200.

El dominio | de la presente invencién se une a ICAM-1 con una afinidad entre aproximadamente 119 nM y
aproximadamente 20 uM Kd, es decir, la presente invencion se refiere especificamente a un dominio | que comprende
los aminoécidos 130-310 de ID. DE SEC. N%1 con una mutacion de F292A, F292S, L289G, F265S o F292G, en el
que se prefiere una mutacion de F292A, F265S o F292G.

En general, un CAR puede comprender dominios | que se unen a ICAM-1 con una afinidad entre 1 mM a 1 nM Kd,
preferiblemente 1-200 uM Kd o 1-20 uM Kd, en donde el CAR de la presente invencion, sin embargo, comprende
especificamente el dominio | que se une a ICAM-1 con una afinidad entre aproximadamente 119 nM a aproximadamente
20 pM Kd. La CAR puede comprender dominios | que se unen a ICAM-1 con una afinidad entre aproximadamente 120 nM
y aproximadamente 1 nM Kd, por ejemplo, F292G, F265S/F292G y F265S/F292G/G311C (tabla 1). El CAR puede
comprender dominios | que se unen a ICAM-1 con una afinidad entre aproximadamente 200 M y aproximadamente 20
UM de Kd, por gjemplo, 1288N, 1309T, L295A y F292A. El CAR puede comprender dominios | que se unen a ICAM-1 con
una afinidad entre aproximadamente 1 uM y aproximadamente 100 uM de Kd, por gjemplo, L295A, F292A y F292S (tabla
1). El CAR puede comprender dominios | que se unen a ICAM-1 a una afinidad entre aproximadamente 1 mM vy
aproximadamente 200 uM de Kd, por ejemplo, dominios de tipo natural e 1288N o | que se unen a ICAM-1 a una afinidad
entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente 100 uM de Kd, por ejemplo, de tipo natural, I288N e 1309T.
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Las afinidades mencionadas anteriormente se refieren a la interaccion entre el dominio | y ICAM-1 en disolucion.

Una ventaja de usar el dominio | humano en la construccion de CAR es que el dominio | humano se une a la ICAM-1
murina con una afinidad comparable a la de la ICAM-1 humana (2 nM frente a 6 nM respectivamente). La reactividad
cruzada con su homélogo murino permite examinar la toxicidad de las células T CAR de dominio | en el objetivo y
fuera del tumor al mismo tiempo que la eficacia en el objetivo y dentro del tumor en modelos preclinicos de ratén con
xenoinjertos tumorales humanos. Esta es una ventaja del dominio | humano para predecir la toxicidad clinica en un
modelo preclinico. En comparacion, el scFv R6.5 (derivado del clon de hibridoma de ratén, R6.533) tiene una Kd de
10 nM para la ICAM-1 humana (tabla 1) pero no presenta reaccién cruzada con la ICAM-1 murina.

El CAR de la presente invencién comprende (ii) un dominio transmembrana que abarca la membrana. El dominio
transmembrana puede derivarse de un polipéptido natural, o puede disefarse artificialmente. El dominio
transmembrana derivado de un polipéptido natural puede obtenerse a partir de cualquier proteina transmembrana o
unién a membrana. Por ejemplo, puede utilizarse un dominio transmembrana de un receptor de células T de cadena a
o 3, una cadena zeta de CD3, CD28, CD3-épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CDe4,
CD80, CD86, CD134, CD137, ICOS, CD154 o un GITR. El dominio transmembrana disefiado artificialmente es un
polipéptido compuesto principalmente por residuos hidréfobos como la leucina y la valina. En realizaciones preferidas,
el dominio transmembrana se deriva de CD28 o CD8, que proporcionan una buena estabilidad al receptor.

El CAR de la presente invencion comprende (iii) uno o mas dominios coestimuladores seleccionados del grupo que
consiste en CD28 humano, 4-1BB (CD137), ICOS-1, CD27, OX 40 (CD137), DAP10, y GITR (AITR). En una
realizacion, el CAR comprende dos dominios coestimuladores de CD28 y 4-1BB.

El endodominio (el dominio de activacion) es la parte de transmision de sefial del CAR. Después del reconocimiento
del antigeno, los receptores se agrupan y una sefial se transmite a la célula. EI componente de endodominio
masutilizado es el de CD3-zeta (CD3 Z o CD3C), que contiene 3 ITAM. Esto transmite una sefial de activacién a la
célula T después de que el antigeno se une. Es posible que CD3-zeta no proporcione una sefial de activacion
totalmente competente y que se necesite una sefializacion coestimuladora adicional. Por ejemplo, uno o mas
dominios coestimuladores pueden utilizarse con CD3-Zeta para transmitir una sefial proliferativa/de supervivencia.

El CAR de la presente invencion puede comprender un péptido sefial N-terminal al dominio | de modo que cuando el
CAR se expresa dentro de una célula, como una célula T, la proteina naciente se dirige al reticulo endoplasmico y
posteriormente a la superficie celular, donde se expresa. El nlcleo del péptido sefial puede contener un largo tramo de
aminoacidos hidréfobos con tendencia a formar una hélice alfa simple. El péptido sefial puede comenzar con un corto tramo
de amino&cidos cargados positivamente, lo que ayuda a reforzar la topologia adecuada del polipéptido durante la translocacion.

En el extremo del péptido sefial, tipicamente hay un tramo de aminoacidos que se reconoce y escinde por peptidasa sefial.
La peptidasa sefial puede escindirse durante o después de la translocacion para generar un péptido sefial libre y una proteina
madura. A continuacion, los péptidos sefial libres son digeridos por proteasas especificas. A modo de gjemplo, el péptido
sefial puede derivar de CD8 o GM-CSF humanos, o de una variante de los mismos que tenga 1 o 2 mutaciones
aminoacidicas, siempre que el péptido sefial siga funcionando para provocar la expresion del CAR en la superficie celular.

El CAR de la presente invencion puede comprender una secuencia espaciadora como bisagra para conectar el
dominio | con el dominio transmembrana y separar espacialmente el dominio de unién a antigeno del endodominio.
Un espaciador flexible permite que el dominio de unién se oriente en diferentes direcciones para permitir su union a
un antigeno tumoral. La secuencia espaciadora puede comprender, por ejemplo, una region Fc |gG1, una bisagra
IgG1 0 un pedunculo CD8, o una combinacion de los mismos. Se prefiere un tallo humano o un tallo de CD8.

La presente invencion proporciona un acido nucleico que codifica el CAR descrito anteriormente. El &cido nucleico
que codifica el CAR puede prepararse a partir de una secuencia de aminoacidos del CAR especificado mediante un
método convencional. Puede obtenerse una secuencia base que codifique una secuencia de aminodacidos a partir de
los mencionados NCBI RefSeq ID o numeros de registro de GenBenk para una secuencia de aminoacidos de cada
dominio, y el &cido nucleico de la presente invencién puede prepararse utilizando un procedimiento biolégico molecular
y/o quimico convencional. Por gjemplo, basandose en la secuencia de bases, puede sintetizarse un acido nucleico, y
el acido nucleico de la presente invencion puede prepararse combinando fragmentos de ADN que se obtienen de una
biblioteca de ADNc mediante una reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR).

El acido nucleico que codifica el CAR de |a presente invencion puede insertarse en un vector, y el vector puede
introducirse en una célula. Por ejemplo, puede usarse un vector virico como un vector retrovirico (incluidos un vector
oncoretrovirico, un vector lentivirus y un vector pseudotipo), un vector adenovirico, un vector de virus adenoasociado
(AAV), un vector de virus simio, un vector de virus vaccinia o un vector de virus Sendai, un vector de virus de Epstein-
Barr (EBV) y un vector de VHS. Como vector virico, se usa preferentemente un vector viral que carezca de capacidad
de replicacion para no autorreplicarse en una célula infectada.
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Por ejemplo, cuando se usa un vector retrovirico, el proceso de la presente invencion puede llevarse a cabo seleccionando
una célula de empaquetamiento adecuada basada en una secuencia LTR y una secuencia de sefial de empaguetamiento
que posea el vector y preparando una particula retrovirica usando la célula de empaquetamiento. Los ejemplos de la célula de
empagquetamiento incluyen PG13 (ATCC CRL-10686), PA317 (ATCC CRL-9078), GP+E-86 y GP+envAm-12 y Psi-Crip.
También puede prepararse una particula de retrovirus usando una célula 293 o una célula 293T que tenga una alta eficiencia
de transfeccion. Muchas empresas comercializan muchos tipos de vectores retrovirales producidos a partir de retrovirus y células
de empaquetado que pueden usarse para empaquetar los vectores retrovirales.

La presente invencion proporciona células T o células asesinas naturales (células NK) modificadas para expresar el CAR
como se ha descrito anteriormente. Las células CAR-T o CAR-NK de la presente invencién se unen a ICAM-1 a través del
dominio | de CAR, con lo que se transmite una sefal a la célula y, como resultado, ésta se activa. La activacion de la célula
que expresa el CAR varia en funcién del tipo de célula huésped y de un dominio intracelular del CAR, y puede confirmarse
basandose, por ejemplo, en la liberacidon de una citocina, la mejora de una tasa de proliferacion celular, el
cambio en una molécula de superficie celular, la muerte de células diana o similares como indice.

Las células T o NK modificadas para expresar el dominio I-CAR pueden utilizarse como agente terapéutico para una
enfermedad. El agente terapéutico comprende las células T que expresan el dominio I-CAR como principio activo, y
puede comprender ademas un excipiente adecuado. Ejemplos del excipiente incluyen excipientes
farmacéuticamente aceptables conocidos por un experto en la técnica.

La presente invencion proporciona ademas un método de terapia celular adoptiva para tratar el cancer. El método comprende
las etapas de: administrar las células CAR-T o las células CAR-NK de |a presente invencion a un sujeto que padece cancer,
en el que las células cancerosas del sujeto sobreexpresan ICAM-1, y las células CAR-T o las células CAR-NK se unen a las
células cancerosas para destruir las células cancerosas. “Sobreexpresar’, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a que las células cancerosas tienen una expresion superficial de ICAM-1 de al menos 10° moléculas
por célula. En una realizacion, el CAR comprende un dominio | que tiene una afinidad con ICAM-1 entre aproximadamente
1 y aproximadamente 1000 pM, preferentemente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 200 uM, o entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 20 uM. Los canceres adecuados para ser tratados por la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, cancer de tiroides, cancer gastrico, cancer pancreatico y cancer de mama.

Mediante la investigacion funcional de afinidades de CAR que se extienden paso a paso a través de un rango de 10° veces,
simultaneamente con células diana con niveles variables de expresion de antigeno, el inventor examiné sistematicamente la
influencia de la afinidad de CAR y la densidad de antigeno en la eficacia de las células T in vitro e in vivo. El estado de activacion
de las células T in vitro, medido por CD25, |a liberacién de citocinas y la citotoxicidad, dependia de la afinidad y la densidad
del antigeno diana, lo que resultaba en una activacién mas potente de las células T y la destruccion de la diana con el
aumento de la afinidad del CAR vy la densidad del antigeno. El umbral de activacion de las células T CAR de afinidad
nanomolar (TM, F292G) dependia menos de la densidad del antigeno en comparacién con las células T CAR de afinidad
micromolar (F292A), reaccionando a una densidad de antigeno tan baja como 10* moléculas/célula. Por el contrario, las
células T CAR F292A perdieron rapidamente la capacidad de lisar células que expresaban antigenos diana por debajo de
10°% moléculas/célula. Los linfocitos T CAR de afinidad milimolar (tipo ancho, WT) fueron en gran medida poco reactivos a
las células diana con niveles de antigeno bajos a moderados, requiriendo una densidad de antigeno umbral de 108
moléculas/célula para que se produjera una activacion detectable, la liberacion de citocinas y la lisis de la diana.

La tabla 2 muestra una gama de afinidades deseadas de células T CAR con dominio | a ICAM-1, para células diana
con densidad de antigeno ICAM-1 especificada.

Tabla 2.
Densidad | CAM-1 (moléculas/células) Afinidad de dominio | adecuada
<10* aproximadamente 120 nM-1 nM
(por ejfemplo, TM, F292G)
104 - 10° aproximadamente 20 pM-120 nM
(por ejemplo, F292S, F265S)
10°-108 aproximadamente 200 pM-20 uM
(por ejemplo, F292A)
=106 aproximadamente 1,5 mM-200 pM
(por ejemplo, WT)

La armonia cuantitativa entre la afinidad de los CAR y la potencia antitumoral in vitro es discordante con |las observaciones
cuantitativas in vivo, segun las cuales las células CAR-T o CAR-NK de afinidad micromolar (1 - 200 uM o 1 - 20 pM) son
superiores a las células CAR-T o CAR-NK de afinidad superior, medidas por la tasa de expansion en el lugar del tumor, la
tasa de erradicacion tumoral, la frecuencia de recaida tumoral y los niveles de toxicidad en el objetivo y fuera del tumor.
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La capacidad de las células CAR-T de dominio | o las células CAR-NK de reaccionar de forma cruzada con la ICAM-
1 murina permite una evaluacion rigurosa y simultanea de la eficacia de las células CAR-T o CAR-NK contra las
celulas tumorales humanas y la toxicidad en la diana, fuera del tumor, contra la ICAM-1 murina en los tejidos sanos.
Mediante la expresién simultdnea de un gen informador, el receptor humano de somatostatina 2 (SSTR2), y de CAR
de dominio | en células T, seguida de imagenes de tomografia por emision de positrones (PET) longitudinales, se
puede lograr un mapeo espaciotemporal in vivo de células T transferidas adoptivamente.

El inicio de la toxicidad parece depender de la afinidad de las CAR y de la carga tumoral, como demuestran las
muertes uniformes en ratones tratados con las células CAR T de mayor afinidad (TM), la mayor tasa de toxicidad
observada en ratones tratados con CAR F292G con mayor carga tumoral, y la ausencia de toxicidad detectable tras
el tratamiento con células CAR T F292A de afinidad micromolar.

Los CAR gue comprenden mutantes de alta afinidad (alrededor de 120 nM-1 nM) tienen una alta potencia y son
capaces de unirse a células T con baja densidad ICAM de menos de 104 por célula.

Los CAR que poseen afinidades en el intervalo micromolar (por gjemplo, de aproximadamente 1 - 200 uM de Kd) minimizan
la toxicidad fuera del tumor contra antigenos expresados basalmente en tejidos normales, y también aumentan el indice
terapéutico, en comparacion con los CAR que tienen afinidades en el intervalo nanomolar (por ejemplo, de
aproximadamente 1 - 200 nM de Kd). Las células T CAR con afinidades diana en el intervalo micromolar pueden evitar
dirigirse a tejidos sanos con una expresion basal del antigeno y, al mismo tiempo, mostrar una mayor potencia y eficacia a
largo plazo contra tejidos tumorales con una alta expresion de la diana. El CAR de afinidad micromolar (tal como el dominio
F292A-1) permite a las células T descuidar los tejidos que expresan menos de 10° moléculas/célula, un umbral que los
tumores anaplasicos de tiroides sobrepasan a los tejidos sanos, de forma tipica no. El acoplamiento del antigeno diana por
células T CAR de afinidad nanomolar (por ejemplo, TM, F292G y R6.5 CAR) puede dar lugar a una tasa de desactivacion
anormalmente lenta, desviandose de la naturaleza transitoria y dindmica de las interacciones que se encuentran de forma
nativa entre los TCR y los pMHC*. Las interacciones de alta afinidad y avidez por CAR pueden reducir la propension de
las células T a la muerte en serie, causando potencialmente agotamiento o mayor susceptibilidad a la muerte celular
inducida por activacion®®. Aunque las células T CAR con afinidad nanomolar a ICAM-1 pueden funcionar, es posible que
su funcionamiento no sea 6ptimo y que sean mas propensas al agotamiento y a la liberacion excesiva de citocinas, lo que
en ultima instancia facilitaria la toxicidad fuera del tumor o la recaida tumoral.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la presente invencion. Estos ejemplos pretenden ser meramente
ilustrativos de la presente invencion y no deben interpretarse como limitativos.

Ejemplos
Materiales y métodos
Ejemplo 1. Lineas celulares y linfocitos humanos primarios

Las células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HMEC-1) se obtuvieron del Centro para el Control de
Enfermedades y se cultivaron en medio MCDB 131 (Invitrogen) suplementado con suero bovino fetal (FBS, Atlanta
Biologicals) al 10 % (v/v), dipéptido de glutamina fetal 10 mM (Gibco), 100 unidades/ml de penicilina-estreptomicina
(Pen-strep), de 1 pg/ml de hidrocortialgunos (MP Biomedicals) y de 10 ng/ml de factores de crecimiento epidérmico
humano recombinante (Invitrogen). Se mantuvieron células endoteliales microvasculares cerebrales de ratéon (bEnd.3,
ATCC) en medio Eagle modificado con Dulbecco avanzado (ADMEM, Invitrogen) complementado con L- glutamina 4
mM, 100 unidades/ml| de Pen-strep y FBS al 10 %. Las células HelLa (ATCC) se cultivaron en ADMEM que contenia
FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM y 100 unidades/ml de Pen-strep. Se cultivaron células 8505C (DSMZ) en medio RPMI-
1640 (Invitrogen) que contenia FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM y 100 unidades/ml de Pen-strep. Las células HMGB1,
bEnd.3, HelLa y 8505c se transdujeron con lentivirus que codifica Luciferasa de Luciérnaga-F2A-GFP (Biosettia) y se
clasificaron en base a fluorescencia.

La sangre periférica humana se obtuvo de donantes voluntarios sanos mediante venopuncion. Las células
mononucleares de sangre periférica se aislaron usando Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) y se cultivaron en
Optimizer CTS T-cell Expansion SFM (Thermo) complementado con un 5 % de suero AB humano (Sigma), 2 mM de
dipéptido L-alanil-L-glutamina y 30 Ul/ml de IL-2 humana (Cell Sciences) (medio de cultivo de células T). Las células
no adherentes se retiraron a las 24 horas y se enriquecieron para células T con el expansor de células T Dynabeads
CD3/CD28 (Thermo) en una razén de 2:1 microesferas por célula T. A continuacion, las células T unidas con
Dynabead se cultivaron en medios que contenian IL-2 a una densidad de 1 x 108 células/ml. Todas las células se
incubaron a 37 °C en un incubador humidificado con un 5 % de CO2.
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Ejemplo 2. Construccion del vector CAR de dominio |

Las secuencias genéticas que codifican los dominios LFA-1 | de afinidades variables a ICAM-1 se derivaron de un
estudio anterior?”. Se fusionaron variantes de dominio | en el extremo C-terminal directamente con la bisagra de CD8, el
dominio transmembrana de CD28 y las porciones intracelulares de la arquitectura CAR de 32 generacion que incorporan
los dominios citoplasmaticos de CD28, CD137 y CD3C. A continuacién, los insertos CAR completos se subclonaron en
una estructura principal pLenti 2°. Se unié un gen informador para la obtencion de imagenes de células T CAR, SSTR2,
al dominio | en el extremo N utilizando una secuencia de “omision de ribosomas” teschovirus porcino-1 2A (P2A) para
garantizar una produccion comparable de CAR y SSTR2 a partir del mismo ARNm.

Ejemplo 3. Produccion de lentivirus y transduccién de células T

Los lentivirus se produjeron transfectando transitoriamente células HEK 293T con fosfato célcico. Brevemente, se
mezclaron 10 ug del gen de transferencia, 7,5 pg de pCMV-dR8.2 (Addgene) y 5 ug de pCMV-VSVG (Addgene) y se
incubaron con CaCl2 2 M seguido de 2x HBSS. Las disoluciones resultantes se afiadieron gota a gota a placas de cultivo
celular de 10 cm? sembradas con 3,2 x 10° células HEK 293T en 10 ml de DMEM 24 h antes. Los medios de transfeccion se
sustituyeron a las 6 h. Los medios que contenian lentivirus se recogieron a las 48 y 72 h de la transfeccion, se filtraron a
través de filtros de 0,45 pm y se concentraron mediante ultracentrifugacion a 75.000x g durante 2 h a 4 °C. A continuacion,
los lentivirus se resuspendieron en medios que contenian suero y se congelaron a -80 °C. Las células T humanas se
transdujeron 24-72 h después de la activacion con Dynabeads anti-CD3/CD28 mediante spinfeccion (1.000 g durante
1 h a 32 °C) o mediante incubacién durante una noche con lentivirus. Las células T se transdujeron una vez mas 24
h después de la primera transduccion. Durante y después de las transducciones, los medios que contenian IL-2 se
sustituyeron por medios que contenian IL-7 humana (10 ng/ml) e IL-15 (5 ng/ml) (Peprotech). Las células T Jurkat se
transdujeron mediante una sola incubacién durante la noche con lentivirus.

Ejemplo 4. Ensayo de destruccion de células diana in vitro

Se cultivaron conjuntamente 2 x 10° células diana (HMEC-1, bEnd.3, HelLa y 8505c¢) transducidas de forma estable para
expresar GFP y luciferasa de luciérnaga con células T CAR de dominio | o no transducidas en razones variablesde
efector con respecto a diana (E:T). En determinadas condiciones, se interrumpio el gen ICAM-1 en las células 8505C
usando CRISPR/Cas9 (Santa Cruz, #sc-400098; denotado como 8505C /-ICAM-1) o, alternativamente, las células
8505C se expusieron a 1 pg/ml de lipopolisacarido (LPS Escherichia coli O26:B6, Sigma) durante 12 h para inducir la
sobreexpresion de ICAM-1 (denominada 8505C/LPS). Los coccultivos se realizaron en medio de cultivo de células T
que contenia 150 pg/ml de D-Luciferina (Gold Biotechnology) y sin suplemento de citocinas. La luminiscencia se midié
usando un lector de placas (TECAN infinito M1000 PRO) con lecturas en cada condicién de E:T normalizada a los
controles de células T no transducidas:controles de cocultivo diana.

Ejemplo 5. Modelo de raton 8505C, formacion de imagenes tumorales de cuerpo completo y analisis de citocinas
en suero

Se inyectaron 7,5 x 10° células 8505C en ratones NSG a través de la vena de la cola. Se inyectaron 1-3 x 10% células
T atraves de la vena de la cola 8-10 dias después de la inyeccion de células tumorales. Se eligio el tiempo de inyeccion
en base a estudios previos con células T CAR R6,5 que demostraron la eliminacién tumoral usando dosis de CAR
similares a hasta 10 dias después del xenoinjerto®. La formacion de imagenes de luminiscencia de xenoinjertos
tumorales en ratones vivos se realiz6 usando un generador de imagenes 6ptico de cuerpo completo (In-Vivo Extree,
Bruker). Los ratones se anestesiaron con isoflurano al 2 % en 2 I/min de O2. La carga tumoral se cuantific6 mediante
la integracion de luminiscencia sobre la cavidad toracica y todo el cuerpo del ratén. Para el andlisis de citocinas en
suero, se recogieron 50-100 pl de sangre a través de la vena de la cola en tubos Eppendorf en hielo. El plasma se
aislé inmediatamente después de eliminar el sedimento celular mediante centrifugacion a 2.000 g durante 10 min a 4
°C, y se almacen¢ a -80 °C. Las citocinas humanas (GM-CSF, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a, CXCL10) se midieron por
duplicado mediante el uso de Bio-Plex MAGPIX (Bio Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 6. Andlisis celular ex vivo

Se resecaron xenoinjertos tumorales de ratones en puntos de tiempo apropiados. Los tumores resecados se cortaron en
dados y se lavaron con coladores celulares de 80 pm para obtener suspensiones de células individuales. Los globulos rojos se
lisaron mediante incubacion con tampon de lisis de RBC 1 x (eBiosciences). Las células restantes se lavaron, se volvieron a
suspender en 1x HBSS con un 2 % de suero de cabra normal y se bloquearon con IgG de ratén a 2 pg/ml durante 10 minutos. A
continuacioén se realizé la tincién con 1 pg/ml de yoduro de propidio (Invitrogen) en combinacion con 2 pg/ml de anti-CD3 humano
de ratén-Alexa Fluor 647 (Bioclegend) o 2 pg/ml de anti-c-myc de conejo-Alexa Fluor 647 (Biolegend). Las células resultantes se
adquirieron en un citdbmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter). Las compuertas de citometria de flujo iniciales se
determinaron en base a la activacion de células vivas (yoduro de propidio negativo).

Ejemplo 7. Cuantificaciéon de ICAM-1 y de expresiéon de CAR

La expresion de ICAM-1 en diversas lineas celulares se determiné mediante el uso de un anticuerpo monoclonal R6.5
de raton antihumano (10 pg/ml) obtenido del hibridoma (ATCC). La expresion del dominio | CAR en células T se
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detect6 utilizando 2 pg/ml de conejo anti-c-myc-Alexa Fluor 647 (Biolegend). Se incubaron variantes de células T
Jurkat de dominio | con 10 pg/ml de ICAM-1 humana recombinante fusionada con Fey humana (R&D Systems). A
continuacion, se lavaron las células y se resuspendieron en 1 pg/ml de PE antihumano de conejo (Santa Cruz
Biotechnology) antes del andlisis por citometria de flujo.

Ejemplo 8. Medicién in vitro de IFN-y

Las células diana se lavaron y se suspendieron a 1 x 108 células/ml en medio de cultivo de células T sin citocinas. Se
afiadieron 100 pl de cada célula diana por triplicado a una placa de fondo redondo de 96 pocillos (Corning). Las células
T resuspendidas a 5 x 10% células/ml en medio de cultivo de células T se combinaron con las células diana en los
pocillos apropiados. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 - 48 h. Tras la incubacion, se recogieron
sobrenadantes para ELISA para detectar IFN-y (Biolegend).

Ejemplo 9. Tincién de CD25 y CD69

Las células Jurkat modificadas con CAR de dominio | se cocultivaron con células diana en una razén de efector con respecto a
diana de 1:1 (1 x 10° efectores: 1x10° dianas) en una placa de 96 pocillos. La placa se incubd a 37 °C durante 6 h. Después de
la incubacion, se lavaron las células antes de marcarlas con 2 pg/ml de antialoficocianina CD25 humana (APC; Biolegend) durante
30 min en hielo. Después de la incubacion, las muestras se lavaron y analizaron por citometria de flujo. Como alternativa a las
células que expresan ICAM-1, también se usaron microperlas recubiertas con cantidades conocidas de ICAM-1. Se
resuspendieron 1 x 10® microperlas de latex de sulfato (8 om, ThermoFisher Scientific) en 100 ul de PBS que contenia
cantidades indicadas de ICAM-1-Fey recombinante humano o murino (R&D Systems) conjugado con Cy5,5 (Sulfo-Cyanina5,5
NHS éster, Lumisonda) durante la noche a temperatura ambiente con mezcla suave. Las particulas marcadas con proteina
se sedimentaron y se resuspendieron en PBS fresco que contenia glicina 0,1 M pH 7.4 durante 1 h, mientras que el
sobrenadante se us6 para medir la eficacia de adsorcion de perlas por fluorescencia (TECAN infinita M1000 PRO).

Después de la saturacion de la superficie de la perla con glicina, las perlas se sedimentaron y se resuspendieron en PBS
que contenia MgCl2 5 mM. Las células Jurkat modificadas con cada variante de CAR de dominio | se incubaron con perlas
de latex unidas a ICAM-1 en una razén de 1:3 (célula:perla) durante la noche a 37 °C. Después, las células se recogieron,
se marcaron con 2 pg/ml de CD69-APC humana (Biolegend) para su andlisis mediante citometria de flujo.

Ejemplo 10. Ensayo de adhesion de fondo en V

Las placas de 96 pocillos de fondo en V (Corning) se recubrieron con ICAM-1-Fcy murino o humano (10 pg/ml en
PBS, pH 7,4) o BSA al 2 % a 4 °C durante la noche. A continuacion, las placas se bloguearon con BSA al 2 % durante
1 ha37°C. Los clones CAR T de dominio | se tifieron primero con CellTracker Orange segun el protocolo del fabricante
y luego se afiadieron a pocillos recubiertos con ICAM-1 en 50 pl de PBS que contenia 5 mM de MgClI2 y BSA al 1 %.
Las placas se centrifugaron inmediatamente a 200 g durante 15 min a temperatura ambiente. Las células no adherentes
que se acumularon en el fondo de las placas con fondo en V se cuantificaron mediante un lector de placas de
fluorescencia (TECAN infinite M1000 PRO). La unién celular a ICAM-1 se calculé a partir de los valores de intensidad
de fluorescencia de las mediciones experimentales (FCAR y FNT) y se normalizé con respecto a la fluorescencia de
los pocillos recubiertos Unicamente con BSA (FBSA): 100 x ((FBSA-FCAR)/FBSA)/((FBSA-FNT)/FBSA).

Ejemplo 11. Marcaje de '8-NOTA-octreotida (NOTAOCT)

Se obtuvo NOTAOCT (4cido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético-octreotida®, calidad para BPF) como un polvo liofilizado 1
mg (n.° de cat. 9762, ABX Pharmaceuticals). El contenido del vial de NOTAOCT se diluyd con agua de 18 MW hasta 200 pl
(disolucién de 5 mg/ml) y se almacend a 4 °C como disolucion madre. Para la quelacion de NOTA con fllior-18%, se afiadieron
5 pl de NOTAOCT a 10 pl de acetato sodico 0,1 M, pH 4, 6 pl de AICI3 2 mMy 100 pl que contenian ~30 mGi '8F. La disolucion
se colocd inmediatamente en un Thermomixer (Eppendorf) a 100 °C y se incub6 durante 15 minutos, tras lo cual se enfrié hasta
temperatura ambiente y se diluy6 en 15 ml de ddH20. Se regenerd una columna Sep-Pak light C18 en 3 ml de etanol al 100
%y se lavd dos veces en 5 ml de ddHzO con un caudal observado de 10 gotas por minuto. A continuacion se cargé NOTAOCT
en la columna de Sep-Pak, que después se lavo en 15 ml de agua de 18 MW para eliminar cualquier resto restante ' F El
NOTAOCT atrapado se eluy6 de la columna utilizando 300 pl de etanol y se diluyé a 1,5 ml con PBS para inyeccion,
proporcionando el producto final en disolucién inyectable isoténica de etanol al ~15 %. El eluyente se pas6 a través de un filtro
de 0,2 um. La pureza del producto final se comprobé mediante HPLC de fase inversa.

Ejemplo 12. Formacién de imagenes PET/CT

Las imagenes de CT registradas se adquirieron usando un escaner micro-PET/CT (Inveon, Siemens) a 1-2 h
después de la inyeccion de NOTAOCT. Los datos de proyeccion se adquirieron en una geometria de haz cénico con
pasos de aproximadamente 1 s en incrementos angulares de 1 grado. Se adquirieron al menos 10 millones de eventos
de coincidencia para PET por estudio utilizando una ventana de energia de 250 a 750 keV y una ventana de tiempo de
6 ns. Un tubo de referencia que contiene 100 pl de una dosis equivalente al 10 % de |ID/cm3 para la cuantificacion de
la captacion de NOTATOC in vivo. Para calcular la captacion NOTAOCT en los pulmones de ratén, se dibujaron

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2971 550T3

elipsoides por separado en los lados izquierdo y derecho de los pulmones para abarcar la mayor parte de su huella.
Los valores % de ID/cm?, calculados en relacion con los recuentos obtenidos en el tubo de referencia, se aproximaron
a un valor de absorcion convencional (SUV 32) dividiendo % de ID/cm?® entre cuatro, suponiendo una eficacia de
inyeccion del 100 % y 25 g de peso corporal. La visualizacién y el analisis de las imagenes PET/CT se realizaron con
el programa informatico AMIDE (http://amide.sourceforge.net).

Ejemplo 12. Histologia

Después de la eutanasia, los pulmones de los ratones se perfundieron por via traqueal con paraformaldehido al 4
%, y cada uno de los cinco l6bulos se separd tras la fijacion y se incrusté en parafina. Los tejidos se cortaron para
obtener secciones de 5 um (Microtome, Leica). Las secciones embebidas en parafina se tifieron con hematoxilina y
eosina (H&E) o sélo con hematoxilina para inmunotincion de CD3 y GFP (realizada por HistoWiz, Inc.). El andlisis
histolégico fue realizado por un patélogo experimentado.

RESULTADOS
Andlisis estadistico

Se realizaron ANOVA de un factor, la prueba de comparaciones miltiples de Dunnett y la prueba de la t de Student
no emparejada utilizando Prism (GraphPad) en los datos indicados.

Ejemplo 13. Células T CAR especificas de ICAM-1 con una variacion escalonada de la afinidad de 10° veces

Los constructos de CAR especificos para ICAM-1 se construyeron mediante el uso del dominio | derivado de LFA-1
(figuras 1A-B; tabla 1), segun Jiny col27 y la patente estadounidense n.° 8.021.668.

Para comprobar si las afinidades del dominio | mutante se correlacionan con las afinidades de los CAR, se transdujeron
células T HEK 293T y Jurkat con lentivirus que codificaban CAR de 32 generacién que contenian el dominio | TM, F292G,
F292A o WT, y se ensay6 su union a ICAM-1. Se adjunté una etiqueta myc al extremo N-terminal de cada variante del
dominio | para ayudar a la medicion de la expresion de CAR (figuras 1D-E). Para evitar la unién de fondo de ICAM-1 aLFA-
1 enddgeno en células T Jurkat, se estimo la afinidad de CAR para ICAM-1 usando células HEK 293T transducidas con
CAR de dominio I. El nivel de unién de la ICAM-1 humana recombinante a las células HEK 293T que expresan el dominio
| CAR se correlacion6 con las mediciones de afinidad de la solucién, mostrando TM la unién mas fuerte, seguida de F292G
y F292A, y sin union detectable a WT en comparacion con las células T no transducidas (NT) (figura 1F). También se
examinaron las afinidades diferenciales de los CAR por la ICAM-1 y la reactividad cruzada con la ICAM-1 murina midiendo
la adhesion celular a placas de fondo en V recubiertas con ICAM-1 recombinante humana o murina (figura 1G). Las células
Jurkat transducidas con CAR TM y F292G demostraron un mayor nivel de unién a ICAM-1 tanto humana como murina en
comparacion con las células no transducidas. Sin embargo, a pesar del aumento de la unién de la ICAM-1 recombinante a
las celulas HEK 293T que expresan el CAR F292A en comparacion con sus homélogas que expresan el dominio | WT
(figura 1F), las células F292A CAR-Jurkat carecian de cualquier union adicional a la ICAM-1 unida a la placa en
comparacion con las células que expresan el dominio | NT o WT (figura 1G). En el caso del dominio F265S |, que demostré
una unién a ICAM-1 soluble comparable a la de F292G (145 frente a 119 nM, tabla 1), las células T CAR F265S no
demostraron ninguna union adicional a ICAM-1 humana unida a placa, mientras que la union elevada fue mas evidente a
ICAM-1 murina. Como se anticip0, las células T transducidas para expresar el CAR R6,5, que es especifico para ICAM-1
humano solo, exhibieron una unién elevada a ser humano, pero no a ICAM-1 murino (figura 1G).

Ejemplo 14. Influencia de la afinidad CAR vy la densidad del antigeno diana en la activacion de células T CAR
in vitro

Se usaron células T Jurkat que expresan CAR de dominio | para examinar el grado en que la activacion de células T CAR
estaba influenciada por la afinidad de CAR e la densidad de antigeno ICAM-1 en células diana. Las células T Jurkat se
incubaron con diversas lineas celulares diana con diferentes concentraciones de ICAM-1 de la superficie ICAM-1 de las
lineas celulares diana se estimaron mediante el ensayo primero de los niveles de unién del anticuerpo anti-ICAM-1 a los mismos
y comparando estas sefiales con las obtenidas usando perlas de latex de 8 um acopladas con cantidades conocidas de
anticuerpo R6.5 conjugado con ¢cy5.5 (10%-107 anticuerpos por perla). Se uso el nivel de desplazamiento tras la incubacion con
R6.5 (negro) respecto al no marcado (gris) para estimar la densidad de ICAM-1 en cada linea celular diana indicada.

El panel de células diana incluye: HMEC-1 y bEnd.3, que representan, respectivamente, células humanas y de ratén sanas
con niveles fisioldgicos de ICAM-1 (~10* moléculas por célula); carcinoma anaplasico de tiroides (8505C) que expresa un
nivel intermedio (~10° por célula); y lineas celulares de cancer de cuello uterino (HelLa) que expresan un alto nivel de ICAM-
1 (~10% por célula). Para realizar comparaciones adicionales, incluimos 8505C con inactivacion del gen ICAM-1 mediada
por CRISPR/Cas9 (8505C/-ICAM-1) y 8505C tratados con LPS para aumentar la expresion de ICAM-1 (8505C/LPS). En la
tabla 3 se resume la densidad del sitio ICAM-1 en las células diana usadas en el presente documento.
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Tabla 3.
Células diana Densidad ICAM-1 (moléculas/célula)
bEND.3 <10*
HMEC-1 <10*
8505C 10°
8505C/LPS 105108
8505C/-ICAM-1 No detectable
Hela 108

La activacion de las células T CAR tras la interaccion con las células diana se examiné midiendo la expresion de CD25
(receptor a de IL-2) y CD89. Se examind la expresion de CD25 en células T Jurkat CAR (WT, F292A, F292G y TM) tras la
coincubacion con diferentes lineas celulares diana durante 24 h (n = 3-4). Se indujo CD69 después de la incubacién con
perlas de latex recubiertas con 106 moléculas de ICAM-1-Fc humanas recombinantes. Se observaron niveles elevados de
CD25 en las células T CAR de dominio | WT después de la incubacién con 8505C estimuladas con LPS, pero no con otras
lineas celulares que expresan niveles mas bajos de ICAM-1. Por el contrario, se observé un aumento de la expresion de
CD25 cuando las células T CAR TM de alta afinidad se incubaron con células con alta expresion de ICAM-1, asi como con
células HVEC-1 y bEnd.3 que expresaban niveles basales de ICAM-1. Se detect6 un bajo nivel de expresion de CD25 en
las células T TM CAR tras la incubacion con células diana carentes de expresion de ICAM-1 (8505C/-ICAM-1),
probablemente debido a contactos celulares homotipicos mediados por interacciones moleculares entre TM CAR y la
expresion basal de ICAM-1 en células Jurkat (~104 moléculas/célula). Las células T que expresan F292G se comportaron
de forma similar a las TM, salvo que la expresion de CD25 se aproximé a los niveles de fondo tras la coincubacion con
8505C/-ICAM-1. Las células T F292A de afinidad micromolar demostraron una activacion selectiva mostrando una elevada
expresion de CD25 solo tras la incubacion con células 8505C y 8505C/LPS. Esto indica que se requiere una densidad de
antigeno diana umbral de >105 moléculas ICAM-1 por célula para la activacion de células T CAR F292A. A diferencia de
la activacion dependiente de la densidad ICAM-1 de CD25, se observo una mayor expresion de CD69 incluso en ausencia
de células diana, con niveles de expresion que se alinearon estrechamente con la afinidad de CAR por ICAM-1, que no
mejoré aun mas mediante la incubacion con perlas de latex recubiertas con ICAM-1. En comparacion con CD25, la
induccién de CD69 parecia requerir un umbral de menor nivel de densidad de antigeno para la activacion, que se
proporciond por interaccion homotipica entre las células T CAR.

Ejemplo 15. Influencia de la afinidad CAR y la densidad del antigeno diana en la citotoxicidad de células T CAR in
vitro

Después de validar la afinidad y la activacion dependiente de antigeno de las células T Jurkat modificadas con CAR, se
busco examinar la influencia de la afinidad de CAR y la densidad de antigeno en la activacion y citotoxicidad de las células

T primarias in vitro. Las células T primarias se transdujeron con los CAR de dominio | T, F292A, F292G y WT, y se afiadieron
a diversas células diana para determinar su eficacia citotoxica in vitro. En general, hubo una correlacion positiva entre la
tasa de lisis de la célula diana y la expresion de ICAM-1 (Hela > 8505C/LPS > 8505C > HMEC-1 > bEND.3) en todas las
células CAR T con variante de dominio | (figura 2A). La tasa de destruccion también fue mas rapida cuando las células T
expresaron CAR que poseian una mayor afinidad por ICAM-1 (TM > F292G > F292A > WT).

Para comparar cuantitativamente la eficacia de la destruccion por las células T CAR variantes de afinidad, se us6 una curva
sigmoidal de pendiente variable (% vivo = 100/[1+10(t-1_50 %)* Pendiente]) para encontrar los valores mejor ajustados que
describen el tiempo necesario para alcanzar el 50 % de matanza (1_50 %) y la pendiente de Hill (FIG. 2B). El tiempo
transcurrido hasta la destruccion del 50 % de la diana fue mayor con células T CAR de menor afinidad o menor densidad
de antigeno para las mismas células T CAR. La pendiente de Hill, que corresponde a la tasa de destruccion de la diana por
las células T CAR, fue mayor al aumentar la afinidad (menor Kd) por las mismas células diana. La pendiente de Hill también
fue mayor con el aumento de la densidad del antigeno para las mismas células T CAR. La destruccion de células T CAR
de células diana fue especifica como lo demuestra la falta de destruccion observada de células 8505C negativas para
ICAM-1 por todos los CAR variantes de dominio | excepto el TM. La destruccién baja pero gradual de 8505C/-ICAM-1 por
células T TM se debi6 probablemente a la activacion citotoxica causada por contactos celulares homotipicos mediados por
la interaccion TM con ICAM-1 en células T. La tabla 4 resume el tiempo (horas) hasta la muerte del 50 % determinado
ajustando los datos a una curva sigmoidal de pendiente variable.

Tabla4.
CART HMEC bEND3 ?ngﬁn% 8505C 8505C/LPS HelLa
WT n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 30,23
F292A n.d. n.d. n.d. 41,55 30,81 18,66
F292G 21,05 16,23 n.d. 27,32 23,98 14,93
™ 13,45 13,03 32,63 17,12 15,05 10,84
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So6lo se muestran los valores de mejor ajuste con valores r-cuadrado superiores a 0,85 asi indicado como no
determinado, n.d.

La tabla 5 muestra los valores de pendiente de Hill determinados ajustando los datos a una curva sigmoidal pendiente
variable.

Tablab.
CART HMEC bEND3 |805ng4 8505C 8505C/ LPS HelLa
WT n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,09894
F292A n.d. n.d. n.d. 0,04424 0,04976 0,1096
F292G 0,07538 0,05292 n.d. 0,06098 0,05872 0,1059
™ 0,08384 0,05793 0,05493 0,08686 0,08695 0,1099

So6lo se muestran los valores de mejor ajuste con valores r-cuadrado superiores a 0,85 asi indicado como no
determinado, n.d.

La expresion de ICAM-1 en células T primarias puede inducirse después de la activacion de células T tal como por
incubacion con perlas CD3/CD28 (~10° moléculas/célula). En comparacién, las células T CAR WT que poseen
afinidad milimolar (Kd = 1,5 mM) podrian lisar especificamente las células Hela sdlo, lo que indica una densidad de
antigeno umbral de aproximadamente 108 moléculas por célula por células T con CAR ~1 mM. Es importante destacar
que las células T CAR de dominio F292A y WT | (Kd>10 puM) no fueron reactivos a células de control saludable
humanas y murinas, HMGB1 y b.END3 (~10* por célula; FIG. 2A).

La liberacion de IFN-y por las células T CAR alineadas estrechamente con la tasa de muerte celular diana, donde se
encontraron niveles crecientes en cocultivos que contenian células T con CAR de mayor afinidad y/o niveles mas altos de
expresion de antigeno diana (figura 2D). Una excepcion a la liberacion de IFN-y dependiente de la densidad del antigeno
fue TM y F292G, que mostro cantidades significativas de liberacion de IFN-y (>1 ng/ml) en ausencia de moléculas diana
(8505C/-ICAM-1). Esto se debe de nuevo probablemente a las interacciones homotipicas entre las células T, que también se
apoya por la observacion de la dificultad con expandir las células T CAR de TM, particularmente cuando el nivel de expresion
de CAR fue alto. La liberacion de IFN-y mediante células T con CAR de afinidad micromolar (F292A) fue en proporcion a la
densidad de ICAM-1 en las células diana, demostrada por la falta de liberacion tras la incubacion con 8505C/-ICAM-1, y
aumentando progresivamente con incubacion con HECC-1, 8505C, 8505C/LPS y Hela en este orden (figura 2D). De
acuerdo con la citotoxicidad del dominio | de WT hacia las células Hel a, la liberacién de IFN-y tras la incubacién con HelLa
fue comparable a los niveles secretados por otros linfocitos T con CAR de mayor afinidad.

Ejemplo 16. Eficacia in vivo de las células T con CAR de dominio | sintonizadas por afinidad

Se examind como los patrones de citotoxicidad de células T CAR dependientes de afinidad in vitrose traduciria en modelos
de xenoinjerto tumoral in vivo. En tumores sélidos, la eficacia de las células T CAR se ve influenciada por su capacidad
para el trafico a los sitios tumorales, penetrar en serie las células tumorales, y experimentan expansion y contraccion de
acuerdo con la carga tumoral. En este caso, se xenoinjertaron ratones mediante inyecciones i.v.sistémicas de 0,75 x
10% 8505C-FLuc*GFP* células seguido de tratamiento con~1 x108 células T con CAR de dominio | (WT, F292A, F265S,
F292G y TM), SSTR2-R6,5 CAR?, NT (no transducido) T, y no células T a 8-10 dias después del xenoinjerto (5-20 %
de expresion de CAR). La carga tumoral se evalué mediante imagenes de luminiscencia de cuerpo completo de la
actividad de luciferasa de luciérnaga. Tumores primarios localizados en los pulmones e higado con focos metastasicos
distantes evidentes en todo el cuerpo (figura 3A). Las cohortes que reciben ya sea células T o células T NT succionaron
a la carga tumoral dentro de las 3-4 semanas de inoculacién del tumor. Los ratones tratados con células T CAR T
mostraron reducciones iniciales rapidas en el estallido tumoral; sin embargo, a aproximadamente 7 dias después de la
inyeccion de células T, los ratones comenzaron a mostrar sintomas de toxicidad sistémica indicados por letargo y pérdida
de peso, dando como resultado la muerte por el dia 15 después del tratamiento (figuras 3A-B). Las células T CAR F292G
fueron capaces de la eliminacion tumoral con un desarrollo de toxicidad inconsistente, que parecia ser parcialmente
dependiente de la carga tumoral en el memento del tratamiento con células T CAR. Por ejemplo, ya sea infusiones
retardadas de células T CAR F292G (afinidad 119 nM) (dia 10) o una mayor carga tumoral en el memento del tratamiento
condujo a muertes mas frecuentes. Las células T que expresan CAR F265S (Kd 145 nM), eliminaron los tumores sin
toxicidad observable. Esto sugiere que una afinidad de CAR del dominio | de ~100 nM de Kd define una afinidad umbral
aproximada, por encima de la cual el tratamiento con un tratamiento de Kd inferior a 100 nM, tal como 1-10 nM, conduce
a una discriminacion reducida entre las densidades de antigeno altas y bajas y una mayor probabilidad de toxicidad
fuera del tumor en la diana. En consonancia con la limitada o nula destruccion de 8505C por las células T CARWT in
vitro, la progresion tumoral in vivo no se vio impedida por el tratamiento de células T CAR WT, de forma similar a las
células T NT (figura 3B). Por el contrario, las células T CAR F292A, que mostraron una tasa de destruccion in vifro de
8505C mucho mas lenta en comparacion con sus homologas de mayor afinidad, lograron rapidas reducciones de la
carga tumoral sin toxicidad aparente independientemente del momento del tratamiento (figura 3A-3B). Ademas, la
eficacia in vivo del CAR T F292A fue superior a la del CAR R6.5 basado en scFv a pesar de una afinidad >1.000
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veces inferior a ICAM-1 (10 nM frente a 20 uM), como lo demuestra una tasa mas rapida de eliminacion del tumory
una supresion duradera de la recidiva tumoral (figura 3A).

En general, la eficacia antitumoral de las células T con CAR de dominio | condujo a aumentos estadisticamente
significativos en la supervivencia de la cohorte en comparacién con ningun raton tratado con células T o NT (figura
3C). Sin embargo, los ratones tratados con células T CAR incluso sin poca carga tumoral comenzaron a mostrar
signos de toxicidad (por ejemplo, pérdida de peso, pérdida de pelaje) que eventualmente condujo a la muerte
frecuente ~10 semanas después de las inyecciones de células T. Se sospechd que esto estaba relacionado con la
enfermedad injerto contra huésped34 y no con la toxicidad en la diana, fuera del tumor, ya que se observaron
toxicidades similares en ratones tratados con células T CAR R6.5 dirigidas exclusivamente a ICAM-1 humana.

Ejemplo 17. Formacion de imagenes en tiempo real de la cinética, eficacia y toxicidad de las células T CAR

Para monitorizar espaciotemporalmente la distribucion de las células T en tiempo real mediante PET/TC, se introdujo un
gen informador de formacion de imagenes, SSTR2, en el vector CAR de dominio | utilizando una secuencia P2A de omision
de ribosomas para garantizar la misma expresion de CAR y del informador en la superficie de las células T (figura 4A). La
expresion de SSTR2 permitid la unién y acumulacion intracelular de un radiotrazador especifico de SSTR2, '8F-NOTA-
Octreotida®, que emite positrones. A continuacion, las sefnales emitidas se detectaron con alta resolucién y sin problemas de
penetracion en los tejidos mediante un escaner micro PET. Mediciones de citometria de flujo de gen indicador SSTR2 y
expresion de etiqueta Myc que representa CAR en la superficie de células T humanas primarias. La expresion de SSTR2 y
el dominio | marcado con Myc se confirmé mediante tincion con anticuerpos mediante mediciones de citometria de flujo de
gen indicador SSTR2 y expresion de etiqueta Myc que representa CAR en la superficie de células T humanas primarias.

Los ratones se xenoinjertaron con tumores 8505C como antes, y se trataron con células T CAR NT o F292A. La
formacién de imagenes de luminiscencia de cuerpo completo se realizé para estimar la carga tumoral mientras que la
formacion de imagenes PET/CT se realizé el mismo dia para rastrear la distribucion de células T CAR (figura 4B). En cada
punto de tiempo, se recogié sangre para medir las citocinas humanas para la correlacion con la dinamica de las células T.
Las imagenes PET/CT en ratones mostraron niveles de fondo esperados en la vesicula biliar, los rifiones y la vejiga
causados por la excrecion por radiotrazador (figura 4B; extremo derecho). En la cohorte de control tratada con NT, se
observé un aumento pequefio pero gradual de la captacion inespecifica del trazador, que se debié al aumento de la carga
tumoral y al aumento asociado de la acumulacioén de sangre (figura 4B). Por el contrario, se observé una captacion
especifica del trazador en ratones tratados con células T CAR SSTR2-F292A, lo que demuestra las fases de expansion y
contraccion en los pulmones, con un pico de sefial de células T CAR que se produce aproximadamente a los 22 dias tras
el xenoinjerto, que es 4 dias después del pico de carga tumoral (18 dias tras el xenoinjerto), y que disminuye gradualmente
a niveles de fondo (figuras 4B-4C). Esto demuestra un fendmeno bifasico de expansion y contraccion de las células T.

El andlisis de citocinas del suero obtenido de los ratones tratados demostré un aumento de las concentraciones de IFN-y, IL-
6 y CXCL10 antes del pico de expansion de células T, que también volvieron a los niveles de fondo tras la eliminacion del
tumor y despueés de la contraccion de la densidad de células T en los pulmones a niveles de fondo (figura 4D).
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REIVINDICACIONES
1. Un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: (i)
un dominio | de la subunidad alL del antigeno-1 asociado a la funcién linfocitaria humana,
ii) un dominio transmembrana,
(iii) al menos un dominio coestimulador, y
(iv) un dominio de activacion,

en donde el dominio | comprende los aminodacidos 130-310 de la ID. DE SEC. N.°: 1 con una mutacion de F292A,
F292S, L289G, F265S o F292G.

2. El CAR segun la reivindicacion 1, en donde el dominio coestimulador se selecciona del grupo que consiste
en CD28, 4-1BB, ICOS-1, CD27, OX-40, GITR y DAP 10.

3. El CAR segun Ia reivindicacién 1, en donde el dominio activador es CD3 zeta.

4. Un acido nucleico aislado que codifica el CAR de la reivindicacion 1.

5. El acido nucleico aislado segun la reivindicacion 4, en donde el gen para el receptor 2 de somatostatina
humana (SSTR2) esta unido al dominio .

6. Células T o células citoliticas naturales modificadas para expresar el CAR de la reivindicacion 1.

7. Las células CAR-T segun la reivindicacion 6 para usar en un método de una terapia celular adoptiva para

tratar el cancer en un sujeto que padece de céancer, en donde las células cancerosas del sujeto sobreexpresan la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), y las células T CAR se unen a las células cancerosas para destruir las
celulas cancerosas.

8. Las células CAR-T para usar segun la reivindicacion 7, en donde el cancer es céancer de tiroides, cancer
gastrico, cancer pancreético o cancer de mama.
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