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DESCRIPCION
Receptores de antigeno quiméricos basados en anticuerpos de dominio tnico y métodos de uso de los mismos
Campo de la presente invencion

La presente invencion se refiere a receptores de antigeno quiméricos que comprenden anticuerpos de dominio Unico,
células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética y usos de los mismos. La presente divulgacion
se refiere adicionalmente a la activacién y expansién de células para usos terapéuticos, especialmente para
inmunoterapia de células T basada en receptores de antigeno quiméricos.

Antecedentes de la presente invencion

Con el desarrollo de inmunoterapia tumoral y tecnologia clinica, la inmunoterapia de células T de receptores de
antigeno quiméricos (CAR-T) es ahora uno de los enfoques de inmunoterapia tumoral mas prometedores.
Generalmente, un receptor de antigeno quimérico (CAR) comprende un dominio de unién a antigeno extracelular, un
dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular. El dominio de unién al antigeno extracelular puede
comprender un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se dirige a un antigeno tumoral identificado. Los
CAR se pueden expresar sobre la superficie de las células T utilizando técnicas de transfeccion génica. Tras la unién
al antigeno tumoral diana, los CAR pueden activar las células T para iniciar una respuesta antitumoral especifica de
una manera dependiente del antigeno sin estar limitados por la disponibilidad de complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) especifico para el antigeno tumoral diana.

El documento WO 2013/123061 Se refiere a CAR biespecificos basados en scFv.

Grada et al., Molecular Therapy-Nucleic Acids, 2013, Vol. 2, e105 estudiaron un TanCAR que mediaba la activacién
biespecifica y el direccionamiento de células T.

Jamani et al., Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 2014, Vol. 1840, Num. 1, paginas 378-386 informaron de CAR
anti-HER2 oligoclonales que comprendian un tnico dominio VHH.

Los anticuerpos de dominio Unico (sdAb) son diferentes de los anticuerpos de 4 cadenas convencionales por tener un
dominio variable de anticuerpo monomérico nico. Por ejemplo, los camélidos y tiburones producen anticuerpos de
dominio Unico denominados anticuerpos solo de cadena pesada (HcAb), que carecen naturalmente de cadenas
ligeras. El fragmento de unién a antigeno en cada brazo de los anticuerpos solo de cadena pesada de camélido tiene
un Unico dominio variable de cadena pesada (VrH), que puede tener alta afinidad por un antigeno sin la ayuda de una
cadena ligera. El ViH de camélido se conoce como el fragmento de unién a antigeno funcional mas pequefio con un
peso molecular de aproximadamente 15 kD.

Breve compendio de la presente invencion

La presente invencién proporciona receptores de antigeno quiméricos (CAR) basados en anticuerpos de dominio Unico
(VHH), células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética, y usos de los mismos en
inmunoterapia contra el cancer como se define en las reivindicaciones.

La presente invencion proporciona un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende un polipéptido que
comprende: (a) un dominio de unidon a antigeno extracelular que comprende un primer sdAb que se une
especificamente a un primer antigeno y un segundo sdAb que se une especificamente a un segundo antigeno, en
donde cada uno del primer y segundo sdAb es un VyH; (b) un dominio transmembrana; y (c) un dominio de sefializacion
intracelular; en donde el primer sdAb es un sdAb anti-BCMA que comprende una CDR1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 y una
CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38; y en donde el segundo sdAb es un sdAb anti-
BCMA que comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, una CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 31.

En algunas realizaciones, el primer sdAb esté localizado en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal del segundo
sdAb.

En algunas realizaciones, el primer sdAb y/o el segundo sdAb son de camélido, quiméricos o humanizados.

En algunas realizaciones, el primer sdAb y el segundo sdAb se fusionan directamente entre si a través de un enlace
peptidico.

En algunas realizaciones, el primer sdAb y el segundo sdAb se fusionan entre si a través de un conector peptidico. En
una realizacion, el conector peptidico no tiene mas de 50 aminoacidos de longitud.

En algunas realizaciones, el dominio transmembrana es el dominio transmembrana de una molécula seleccionada del
grupo gue consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1.
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En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacion intracelular
primario de una célula efectora inmunitaria. En una realizacion, el dominio de sefializacién intracelular primario es el
dominio de sefializacién intracelular primario de CD3¢.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién
coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion coestimulador es el dominio de sefializacién
coestimulador de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40,
CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y sus combinaciones, preferiblemente CD137.

La presente invencién también proporciona el CAR de la invencién que comprende adicionalmente un dominio bisagra
localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién al antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio
transmembrana. La presente invencioén también proporciona el CAR de la invencién que comprende adicionalmente
un péptido sefial localizado en el extremo N-terminal del polipéptido.

La presente invencién también proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica el CAR de la invencién.

La presente invencién también proporciona un vector que comprende el acido nucleico aislado de la invencién. En una
realizacion, el vector es un vector lentiviral. En una realizacion, el vector lentiviral es un vector lentiviral autoinactivante.

La presente invencién también proporciona una célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética
que comprende el CAR de la invencion, el acido nucleico aislado de la invencién o el vector de la invencién. En una
realizacion, la célula efectora inmunitaria es una célula T.

La presente invencidon también proporciona una composicion farmacéutica que comprende la célula efectora
inmunitaria modificada mediante ingenieria genética de la invencién, y un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica de la invencién para su uso en un método
de tratamiento del cancer en un individuo. En una realizacion, la célula efectora inmunitaria modificada mediante
ingenieria genética es autéloga.

En algunas realizaciones, el cancer es mieloma multiple, leucemia linfoblastica aguda o leucemia linfocitica crénica.
En una realizacion, el cancer es mieloma multiple.

Se divulga como referencia un sdAb anti-BCMA que comprende las regiones CDR de uno cualquiera de SEQ ID NO:
78, 79, 81 a 86 y 88. Se divulga, pero no se reivindica, que el sdAb anti-BCMA comprende uno cualquiera de los
siguientes:

(1) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 7; una CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID NO: 18; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID NO: 29;

(2) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8; una CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 30;

(4) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 32;

(5) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 33;

(6) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 34;

(7) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 35;

(8) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 36;

(9) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 37;
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(11) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17; una CDR2 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 39. Como referencia, se divulga un sdAb anti-BCMA comprende un dominio VuH que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 78, 79, 81 a
86 y 88. Un primer sdAb anti-BCMA comprendido en el CAR de la invenciéon comprende una CDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
38; y un segundo sdAb anti-BCMA comprendido en el CAR de la invencién comprende una CDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
31. Los sdAb anti-BCMA comprendidos en el CAR de la invencién pueden comprender un dominio VHH que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87 y 80, respectivamente.

Como referencia, se divulga un anticuerpo solo de cadena pesada (HCAB) anti-BCMA o una proteina de unién a
antigeno que comprende uno cualquiera de los sdAb anti-BCMA descritos anteriormente.

El CAR de la invencién es un receptor de antigeno quimérico para BCMA que comprende: (a) un dominio de unién a
antigeno extracelular que comprende un primer y un segundo sdAb anti-BCMA como se define en las reivindicaciones;
(b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de sefializacién intracelular. EI CAR se puede describir como
monoespecifico. El CAR se puede describir como multivalente (tal como bivalente o trivalente).

En algunas realizaciones, el primer sdAb y el segundo sdAb se unen especificamente al mismo epitopo. En algunas
realizaciones, el primer sdAb y el segundo sdAb se unen especificamente a diferentes epitopos.

En algunas realizaciones segun uno cualquiera de los CAR de la invencién, el primer sdAb y/o el segundo sdAb son
de camélido, quiméricos, humanos o humanizados.

En algunas realizaciones segun uno cualquiera de los CAR de la invencién, el primer sdAb y el segundo sdAb se
fusionan directamente entre si a través de un enlace peptidico. En algunas realizaciones, el primer sdAb y el segundo
sdAb se fusionan entre si a través de un conector peptidico. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene
mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5)
aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEQ ID NO: 144-151.

En algunas realizaciones segun uno cualquiera de los CAR de la invencién, el dominio transmembrana es el de una
molécula seleccionada del grupo que consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas
realizaciones, el dominio transmembrana deriva de CD8 o CD28. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 132 o SEQ ID NO: 133.

En algunas realizaciones segun uno cualquiera de los CAR de la invencién, el dominio de sefializacién intracelular
comprende un dominio de sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T).
En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular primario es el de CD3¢. En algunas realizaciones, el
dominio de sefializacion intracelular primario comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 140 o SEQ ID
NO: 141.

En algunas realizaciones segin uno cualquiera de los CAR de la invencion, el dominio de sefializacion intracelular
comprende un dominio de sefializacion coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
coestimulador es el de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137,
0X40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y sus combinaciones. En algunas realizaciones,
el dominio de sefializacién coestimulador comprende un dominio citoplasmatico de CD28 y/o un dominio citoplasmatico
de CD137. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion coestimulador comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 136 y/o SEQ ID NO: 137.

En algunas realizaciones segun uno cualquiera de los CAR de la invencién, el CAR comprende adicionalmente un
dominio bisagra localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno extracelular y el extremo N-
terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el dominio bisagra deriva de CD8a. En algunas
realizaciones, el dominio bisagra comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130.

En algunas realizaciones, el CAR comprende adicionalmente un péptido sefial localizado en el extremo N-terminal del
polipéptido. En algunas realizaciones, el péptido sefial deriva de una molécula seleccionada del grupo que consiste
en CD8a, receptor a de GM-CSF y cadena pesada de IgG1. En algunas realizaciones, el péptido sefial deriva de
CD8a. En algunas realizaciones, el péptido sefial comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 127.

Los CAR de la invencién se enumeran en la Tabla 5. Divulgado como referencia en las Tablas 4, 5 y 6, el CAR
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 152-174, 198-201,
206-216, 248-249 y 257-260. La presente invencién proporciona un CAR que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 265-270.
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Se divulga como referencia un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 76 a 79, 81 a 86, 88 a 100, 152-174, 198-201, 206-216, 248-249 y 257-260. La presente
invencién proporciona un CAR que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEQ ID NO: 80, 87 y 265-270.

Un aspecto de la presente invencién proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica uno cualquiera de los CAR de la invencién. La presente invencidén proporciona un acido nucleico
aislado que comprende una secuencia de &cido nucleico seleccionada entre SEQ ID NO: 105, 112 y 271-276.
Divulgada como referencia, la secuencia de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 175-
197, 202-205, 217-227, 250-251 y 261-264. En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado comprende
adicionalmente una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un segundo CAR, en donde la secuencia de
acido nucleico que codifica el CAR esta conectada operablemente a la segunda secuencia de acido nucleico a través
de una tercera secuencia de acido nucleico que codifica un péptido de autoescision, tal como un péptido T2A, P2A o
F2A. En algunas realizaciones, la tercera secuencia de acido nucleico es SEQ ID NO: 256. En algunas realizaciones,
el acido nucleico aislado es una molécula de ADN. En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado es una molécula
de ARN.

Un aspecto de la presente invencién proporciona un vector que comprende los acidos nucleicos aislados de la
invencién. En algunas realizaciones, el vector es un vector de expresion. En algunas realizaciones, el vector es un
vector viral. En algunas realizaciones, el vector es un vector lentiviral.

Un aspecto de la presente invencién proporciona una célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria
genética, que comprende uno cualquiera de los CAR de la invencién o uno cualquiera de los acidos nucleicos aislados
de la invencién, o uno cualquiera de los vectores de la invenciéon. En algunas realizaciones, la célula efectora
inmunitaria modificada mediante ingenieria genética comprende o expresa dos o mas CAR de la invencién en donde
los dos 0 mas CAR se unen especificamente a diferentes antigenos. En algunas realizaciones, la célula efectora
inmunitaria es una célula T, una célula NK, una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC), una célula madre
hematopoyética, una célula madre pluripotente o una célula madre embrionaria. En algunas realizaciones, la célula
efectora inmunitaria es una célula T.

Un aspecto de la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cualquiera de
las células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética de la invencién y un portador
farmacéuticamente aceptable. Se proporciona adicionalmente la composicion farmacéutica de la invencién para su
uso en un método de tratamiento del cancer en un individuo. En algunas realizaciones, la célula efectora inmunitaria
modificada mediante ingenieria genética es autéloga. En algunas realizaciones, la célula efectora inmunitaria
modificada mediante ingenieria genética es alogénica. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer liquido. En
algunas realizaciones, el cancer es mieloma miltiple, leucemia linfoblastica aguda o leucemia linfocitica crénica. En
algunas realizaciones, el cancer es un cancer solido, tal como glioblastoma.

Se divulga como referencia una composicién farmacéutica que comprende uno cualquiera de los sdAb anti-CD19,
sdAb anti-CD20, sdAb anti-CD38 o sdAb anti-BCMA descritos anteriormente y un portador farmacéuticamente
aceptable. En algunos ejemplos, existe un método para tratar una enfermedad (tal como cancer) en un individuo, que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica.

También se proporcionan usos, kits, y articulos de fabricacion que comprenden uno cualquiera de los CAR, células
efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética, acidos nucleicos aislados o vectores de la invencién.
La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones y/o ejemplos de la siguiente
descripcion que no estan cubiertos por las reivindicaciones adjuntas no se consideran parte de la presente invencion.
Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia (o para diagnostico).

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1A compara las estructuras de un CAR basado en VuH y un CAR basado en scFv convencional. La
estructura esquematica de la izquierda muestra un CAR monovalente monoespecifico ilustrativo que tiene un
dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un dominio VuH. La estructura esquematica de la
derecha muestra un CAR monovalente monoespecifico ilustrativo que tiene un dominio de unién a antigeno
extracelular que comprende un dominio scFv.

La FIG. 1B compara las estructuras de un CAR basado en V4H que tiene dos sitios de union a antigeno y un
CAR basado en scFv convencional que tiene dos sitios de unién a antigeno. La estructura esquematica a la
izquierda es un CAR ilustrativo que tiene un dominio de unioén a antigeno extracelular que comprende dos
Dominios VuH. Los dos dominios VHH pueden ser iguales o diferentes. La estructura esquematica a la
derecha muestra un CAR ilustrativo que tiene un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende
dos dominios scFv. Los dos dominios scFv pueden ser iguales o diferentes.

La FIG. 1C muestra estructuras esquematicas de CAR basados en V1H bivalentes y biespecificos ilustrativos.
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La estructura esquematica en el panel superior izquierdo muestra un CAR bivalente monoespecifico
ilustrativo que tiene un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende dos dominios VnH idénticos,
cada uno de los cuales se une especificamente al epitopo 1 del antigeno A. La estructura esquematica en el
panel superior derecho muestra un CAR bivalente monoespecifico ilustrativo que tiene un dominio de unién
a antigeno extracelular que comprende un primer dominio V4H que se une especificamente al epitopo 1 del
antigeno A, y un segundo dominio VHH que se une especificamente al epitopo 2 del antigeno A. El epitopo 1
y el epitopo 2 del antigeno A pueden ser diferentes en su estructura y/o secuencia. La estructura esquematica
en el panel inferior izquierdo muestra un CAR biespecifico ilustrativo que tiene un dominio de unién a antigeno
extracelular que comprende un primer dominio ViH que se une especificamente al antigeno A, y un segundo
dominio VuH que se une especificamente al antigeno B. El antigeno A y el antigeno B son antigenos
diferentes.

La FIG. 1D muestra estructuras esquematicas de CAR basados en VyH ilustrativos que tienen tres o mas
dominios Vu1H. Los CAR pueden tener una pluralidad de dominios VnH fusionados entre si directamente o a
través de conectores peptidicos. Los dominios VWH pueden ser iguales o diferentes. Los dominios VrH
diferentes se pueden unir especificamente a epitopos diferentes sobre el mismo antigeno o antigenos
diferentes.

La FIG. 1E muestra células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética ilustrativas que
co-expresan dos CAR basados en VuH diferentes. La célula efectora inmunitaria modificada mediante
ingenieria genética ilustrativa en el panel izquierdo co-expresa dos CAR monovalentes monoespecificos
diferentes. La célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética ilustrativa en el panel
central co-expresa un CAR monovalente monoespecifico y un CAR bivalente o biespecifico. La célula
efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética ilustrativa en el panel derecho co-expresa dos
CAR biespecificos o bivalentes diferentes. Los CAR pueden reconocer diferentes antigenos.

La FIG. 2A muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de células T que expresan CAR
monoespecificos ilustrativos que comprenden diversos anticuerpos de dominio nico anti-BCMA (es decir
anti-CD269) o anti-CD38 contra la linea celular de mieloma multiple RPMI8226.Luc.

La FIG. 2B muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de células T que expresan CAR
monoespecificos ilustrativos que comprenden diversos anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA (es decir,
anti-CD269) o anti-CD38 contra la linea celular de glioblastoma U87MG.Luc.

La FIG. 3A muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de células T que expresan CAR
biespecificos ilustrativos contra la linea celular de mieloma multiple RPMI8226.Luc.

La FIG. 3B muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de células T que expresan CAR
biespecificos ilustrativos contra la linea celular de mieloma multiple RPMI8226.Luc.

La FIG. 4 muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de células T que expresan CAR
biespecificos ilustrativos contra la linea celular de mieloma multiple RPMI8226.Luc.

La FIG. 5 muestra construcciones de un CAR biespecifico ilustrativo dirigido a CD19 y CD20, un CAR
monoespecifico ilustrativo dirigido a CD19, y un CAR monoespecifico ilustrativo dirigido a CD20.

La FIG. 6 muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro para diversas células T. El panel
superior izquierdo muestra los resultados de células T de control no transducidas. El panel superior derecho
muestra los resultados de las células T que expresan un CAR para CD19 ilustrativo. El panel inferior izquierdo
muestra los resultados de las células T que expresan un CAR para CD20 ilustrativo. El panel inferior derecho
muestra los resultados de las células T que expresan un CAR para CD19 x CD20 biespecifico ilustrativo.

La FIG. 7 muestra los resultados de un ensayo antitumoral in vivo de células T que expresan un CAR
biespecifico ilustrativo dirigido a CD19 y CD20.

La FIG. 8A muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad de células T in vitro que expresan CAR
bivalentes monoespecificos ilustrativos contra la linea celular de mieloma multiple RPMI8226.Luc. Cada uno
de los CAR comprende un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende dos sdAb anti-BCMA
diferentes (es decir, anti-CD269).

La FIG. 8B muestra los resultados de un ensayo de citotoxicidad in vitro de células T que expresan CAR
bivalentes monoespecificos ilustrativos contra la linea celular de glioblastoma U87MG.Luc. Cada uno de los
CAR comprende un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende dos sdAb Anti-BCMA diferentes
(es decir, anti-CD269).
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Descripcion detallada de la presente invencién

La presente invencién proporciona un CAR multivalente como se define en las reivindicaciones. A diferencia de los
fragmentos de unién a antigeno derivados de anticuerpos de cuatro cadenas convencionales, los sdAb sélo contienen
un unico dominio variable, tal como VuH. Por tanto, los sdAb son mucho mas pequefios de tamafio que los fragmentos
de unién a antigeno tales como scFv que se utilizan actualmente como dominios de unién a antigeno extracelulares
en los CAR. Asimismo, como no hay necesidad de emparejamiento de la cadena pesada y la cadena ligera durante el
plegamiento de los sdAb, el plegamiento incorrecto del dominio de union a antigeno extracelular puede reducirse en
células inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética que expresan CAR basados en sdAb. Los CAR que
tienen dominios de unién a antigeno extracelulares que comprenden multiples copias de un sdAb o miltiples sdAb
que se dirigen a diferentes epitopos o antigenos se pueden construir de manera conveniente y producir de manera
recombinante, proporcionando de este modo una plataforma eficaz para la preparacion y exploracién de CAR
multivalentes y multiespecificos. Adicionalmente, la pequefia huella de los sdAb puede permitir el acceso de los CAR
a dianas antigénicas ocultas y epitopos en tejidos tumorales.

Los CAR multiespecificos y multivalentes pueden tener una eficacia mejorada sobre los CAR monovalentes
monoespecificos para inmunoterapia del cancer. Las células cancerosas son genéticamente inestables, lo que les
permite escapar de las terapias dirigidas mutando o perdiendo genes que codifican los antigenos diana. Al dirigirse a
dos 0 mas epitopos o antigenos diferentes en células cancerosas, los CAR multivalentes o multiespecificos pueden
hacer mas dificil que las células cancerosas escapen completamente del direccionamiento de las células efectoras
inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética (tales como células T) que expresan los CAR. Debido a su
pequefio tamafio, los anticuerpos de dominio Unico fusionados en tdndem, que se utilizan como dominios de unién a
antigeno extracelulares en los CAR multivalentes o multiespecificos de la presente invencién, pueden conservar su
integridad estructural individual y afinidad de unién a antigenos diana, permitiendo de este modo la eleccion como
diana eficaz de cada epitopo o antigeno por los CAR. Las células efectoras inmunitarias modificadas mediante
ingenieria genética que expresan los CAR multivalentes o multiespecificos o que co-expresan dos o mas receptores
de antigeno quiméricos que se dirigen a diferentes antigenos tumorales pueden superar los mecanismos de escape
inmunitario del tumor que se deben a anomalias en el procesamiento y la presentacién de proteina-antigeno.

Por consiguiente, se divulga como referencia un receptor de antigeno quimérico (CAR) multiespecifico (tal como
biespecifico) que comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que
comprende un primer anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a un primer antigeno y un
segundo anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a un segundo antigeno; (b) un dominio
transmembrana; y (c) un dominio de sefializacién intracelular, en donde el primer antigeno es diferente del segundo
antigeno. En algunos ejemplos, el primer antigeno es BCMA y el segundo antigeno es CD38. En algunas realizaciones,
el primer antigeno es CD19, y el segundo antigeno es BCMA. En algunos ejemplos, el primer antigeno es CD19 y el
segundo antigeno es CD20. En algunos ejemplos, el primer antigeno es CD19, y el segundo antigeno es CD22.

La presente invencién proporciona un receptor de antigeno quimérico (CAR) multivalente que comprende un
polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un primer y un segundo
anticuerpos de dominio Unico (sdAb) que se unen especificamente a un antigeno como se define en las
reivindicaciones; (b} un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de sefializacion intracelular.

En otro aspecto, se proporciona un receptor de antigeno quimérico (CAR) multivalente de la invencién que comprende
un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un primer anticuerpo
de dominio Gnico que se une especificamente a un primer epitopo de un antigeno, y un segundo anticuerpo de dominio
Unico que se une especificamente a un segundo epitopo del antigeno; (b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio
de sefializacion intracelular, en donde el primer epitopo es diferente del segundo epitopo.

Adicionalmente se divulgan como referencia nuevos anticuerpos de dominio Unico anti-CD19, anti-CD20, anti-BCMA
y anti-CD38 y receptores de antigeno quiméricos que comprenden uno cualquiera de los sdAb.

También se proporcionan en el presente documento células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria
genética (tales como células T) que comprenden los CAR de la invencion, la composicién farmacéutica de la invencion
y la composicién farmacéutica de la invencion para su uso en métodos de tratamiento del cancer.

I. Definiciones

La practica de la presente invenciéon empleara, a menos que se indique especificamente lo contrario, métodos
convencionales de virologia, inmunologia, microbiologia, biologia molecular y técnicas de ADN recombinante dentro
del conocimiento practico de la técnica, muchos de las cuales se describen a continuacién con fines ilustrativos. Tales
técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véanse, p. €j., Current Protocols in Molecular Biology o Current
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y. (2009); Ausubel et al, Short Protocols in Molecular
Biology, 32 ed., Wiley & Sons, 1995; Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (32 Edicion, 2001);
Maniatis et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982); Clonacién de ADN: A Practical Approach, vol. | & Il (D.
Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames y S. Higgins, eds.,
1985); Transcription and Translation (B. Hames y S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986});
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Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984) y otras referencias similares.

El término "anticuerpo" incluye anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos de 4 cadenas de longitud completa
o anticuerpos solo de cadena pesada de longitud completa que tienen una region Fc de inmunoglobulina),
composiciones de anticuerpos con especificidad poliepitopica, anticuerpos multiespecificos (p. €j., anticuerpos
biespecificos, dianticuerpos y moléculas de cadena sencilla), asi como fragmentos de anticuerpos (p. €j., Fab, F(ab')z,
y Fv). El término "inmunoglobulina”" (Ig) se utiliza indistintamente con "anticuerpo” en el presente documento. Los
anticuerpos contemplados en el presente documento incluyen anticuerpos de dominio Unico, tales como anticuerpos
solo de cadena pesada.

La unidad de anticuerpo de 4 cadenas basica es una glicoproteina heterotetramérica compuesta por dos cadenas
ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Un anticuerpo IgM consiste en 5 de las unidades
heterotetraméricas basicas junto con un polipéptido adicional denominado cadena J, y contiene 10 sitios de union a
antigeno, mientras que los anticuerpos IgA comprenden de 2 a 5 de las unidades de 4 cadenas basicas que se pueden
polimerizar para formar ensamblajes polivalentes combinados con la cadena J. En el caso de las IgG, la unidad de 4
cadenas es generalmente de aproximadamente 150.000 dalton. Cada cadena L esta conectada a una cadena H por
un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas H estan conectadas entre si por uno o mas enlaces
disulfuro dependiendo del isotipo de la cadena H. Cada cadena H y L también tiene puentes disulfuro intracatenarios
espaciados regularmente. Cada cadena H tiene en el extremo N-terminal, un dominio variable (Vn) seguido de tres
dominios constantes (CH) para cada una de las cadenas a y y y cuatro dominios Cx para los isotipos p y €. Cada
cadena L tiene en el extremo N-terminal, un dominio variable (VL) seguido de un dominio constante en su otro extremo.
El V. esta alineado con el Vi y el CL esta alineado con el primer dominio constante de la cadena pesada (Ch1). Se
cree que restos de aminoacidos particulares forman una interfase entre los dominios variables de cadena ligera y
cadena pesada. El emparejamiento de un Vi y VL juntos forman un Unico sitio de unién a antigeno. Para la estructura
y propiedades de las diferentes clases de anticuerpos, véase, p. €j., Basic and Clinical Immunology, 82 Edicion, Daniel
P. Sties, Abba I. Terr y Tristram G. Parsolw (eds), Appleton & Lange, Norwalk, Conn., 1994, pagina 71 y capitulo 6. La
cadena L de cualquier especie de vertebrado se puede asignar a uno de dos tipos claramente distintos, denominados
kappa y lambda, basandose en las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes. Dependiendo de la
secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas (Ch), las inmunoglobulinas se pueden
asignar a diferentes clases o isotipos. Existen cinco clases de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, que tienen
cadenas pesadas denominadas q, 8, €, y ¥ |, respectivamente. Las clases y y a se dividen adicionalmente en subclases
basandose en diferencias relativamente menores en la secuencia y funcién de Cn, p. €j., los seres humanos expresan
las siguientes subclases: IgG1, IgG2A, 19G2B, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2.

El término "anticuerpo solo de cadena pesada” o "HCADb" se refiere a un anticuerpo funcional, que comprende cadenas
pesadas, pero carece de las cadenas ligeras encontradas habitualmente en anticuerpos de 4 cadenas. Se sabe que
los animales camélidos (tales como camellos, llamas o alpacas) producen HCAb.

El término "anticuerpo de dominio Unico" o "sdAb" se refiere a un polipéptido de unidén a un solo antigeno que tiene
tres regiones determinantes complementarias (CDR). El sdAb solo es capaz de unirse al antigeno sin emparejarse
con un polipéptido que contiene CDR correspondiente. En algunos casos, los anticuerpos de dominio Unico se
modifican a partir de HCAb de camélido, y sus dominios variables de cadena pesada se denominan en el presente
documento "VHH". Algunos VuH también pueden ser conocidos como Nanobodies. El sdAb de camélido es uno de los
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno mas pequefios conocidos (véanse, p. ej., Hamers-Casterman et al.,
Nature 363:446-8 (1993); Greenberg et al., Nature 374:168-73 (1995); Hassanzadeh-Ghassabeh et al., Nanomedicine
(Londj), 8:1013-26 (2013)). Un VHH bésico tiene la siguiente estructura del extremo N-terminal al extremo C-terminal:
FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones marco 1 a 4, respectivamente,
y en la que CDR1 a CDR3 se refieren a las regiones determinantes de complementariedad 1 a 3.

Un anticuerpo "aislado" es aquel que se ha identificado, separado y/o recuperado de un componente de su entorno
de produccion (p. €j., natural o recombinante). Preferiblemente, el polipéptido aislado esta libre de asociacion con
todos los demas componentes de su entorno de produccién. Los componentes contaminantes de su entorno de
produccién, tales como el resultante de células transfectadas recombinantes, son materiales que interferirian
tipicamente en los usos de investigacion, diagndstico o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas,
hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En realizaciones preferidas, el polipéptido se purificara: (1)
a mas de 95% en peso de anticuerpo como se determina, por ejemplo, mediante el método de Lowry, y en algunas
realizaciones, a mas de 99% en peso; (1) a un grado suficiente para obtener al menos 15 restos de secuencia de
aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de un secuenciador de cubeta giratoria, o (3) hasta homogeneidad
mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras utilizando azul de Coomassie o, preferiblemente,
tincién con plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes ya que no estara
presente al menos un componente del entorno natural del anticuerpo. Normalmente, sin embargo, se preparara un
polipéptido o anticuerpo aislados mediante al menos una etapa de purificacion.

La "regién variable" o el "dominio variable" de un anticuerpo se refieren a los dominios amino terminales de la cadena
pesada o ligera del anticuerpo. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena ligera se pueden denominar
"VH" y "VL", respectivamente. Estos dominios son generalmente las partes mas variables del anticuerpo (con relacién
a otros anticuerpos de la misma clase) y contienen los sitios de unién al antigeno. Los anticuerpos solo de cadena
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pesada de las especies de camélido tienen una Unica region variable de cadena pesada, que se denomina "VxH". V4H
es por tanto un tipo especial de Vn.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertos segmentos de los dominios variables difieren extensamente en
la secuencia entre los anticuerpos. El dominio V media la unién al antigeno y define la especificidad de un anticuerpo
particular por su antigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a lo largo de todo el
intervalo de los dominios variables. En su lugar, se concentra en tres segmentos denominados regiones hipervariables
(HVR) tanto en los dominios variables de cadena ligera como de cadena pesada. Las porciones mas altamente
conservadas de los dominios variables se denominan regiones marco (FR). Los dominios variables de las cadenas
pesada y ligera nativas comprenden cada uno cuatro regiones FR, que adoptan en gran medida una configuracion de
lamina beta, conectadas por tres HVR, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la
estructura de lamina beta. Las HVR en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por las regiones FR
y, con las HVR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (véase
Kabat et al., Sequences of Immunological Interest, quinta edicion, National Institute of Health, Bethesda, MD. (1991)).
Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién del anticuerpo a un antigeno, pero muestran
diversas funciones efectoras, tales como la participacion del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de
anticuerpos.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se emplea en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales y/o modificaciones post-traduccionales (p. €j.,
isomerizaciones, amidaciones) que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales
son altamente especificos, estando dirigidos contra un (nico sitio antigénico. En contraste con las preparaciones de
anticuerpos policlonales que incluyen tipicamente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un unico determinante en el antigeno. Ademas de su
especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos ya que se sintetizan por el cultivo de hibridoma o de
manera recombinante, no contaminados por otras inmunoglobulinas. El modificador "monoclonal” indica el caracter
del anticuerpo que se obtiene obtenido a partir de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no
debe interpretarse que requiere la produccién del anticuerpo mediante ningiin método particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales que se van a utilizar segun la presente invencién se pueden preparar mediante una variedad
de técnicas, incluyendo, por ejemplo, el método del hibridoma (p. €j., Kohler y Milstein., Nature, 256:495-97 (1975);
Hongo et al., Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 22 ed. 1988); Hammerling et al., en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681
(Elsevier, N.Y., 1981)), métodos de ADN recombinante (véase, p. gj., Patente de Estados Unidos NUm. 4.816.567),
tecnologias de presentacion en fagos (véanse, p. €j., Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004) y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2):
119-132 (2004) y tecnologias para producir anticuerpos humanos o de tipo humano en animales que tienen partes o
todos los loci de inmunoglobulina humana o genes que codifican secuencias de inmunoglobulina humana (véanse, p.
€j., los documentos WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al., Year in Immunol.
7: 33 (1993); Patentes de Estados Unidos Num. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016;
Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368:
812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996)
y Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

El término "anticuerpo desnudo" se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado con un radical citotoxico o
radiomarca.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto” o "anticuerpo completo” se utilizan indistintamente
para referirse a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta, en contraposiciéon a un fragmento de anticuerpo.
Especificamente, los anticuerpos de 4 cadenas de longitud completa incluyen aquellos con cadenas pesadas y ligeras
que incluyen una regién Fc. Los anticuerpos solo de cadena pesada de longitud completa incluyen la cadena pesada
(tal como VHH) y una region Fc. Los dominios constantes pueden ser dominios constantes de secuencia nativa (p. j.,
dominios constantes de secuencia nativa humana) o variantes de secuencia de aminoacidos de los mismos. En
algunos casos, el anticuerpo intacto puede tener una o mas funciones efectoras.

Un "fragmento de anticuerpo" comprende una porciéon de un anticuerpo intacto, preferiblemente la union al antigeno
y/o la region variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab',
F(ab')2 y Fv; dianticuerpos; anticuerpos lineales (véanse la Patente de Estados Unidos Num. 5.641.870, Ejemplo 2;
Zapata et al., Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]); moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; anticuerpos de
dominio Unico (tales como VHH), y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. La
digestién con papaina de los anticuerpos produjo dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, denominados
fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc¢" residual, una designacién que refleja la capacidad de cristalizar facilmente. El
fragmento Fab consiste en una cadena L completa junto con el dominio de regién variable de la cadena H (Vh), y el
primer dominio constante de una cadena pesada (Cn1). 1). Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la
unién al antigeno, es decir, tiene un Unico sitio de unién a antigeno. El tratamiento con pepsina de un anticuerpo
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produce un unico fragmento F(ab')2 grande que corresponde aproximadamente a dos fragmentos Fab conectados por
disulfuro que tienen diferente actividad de unién a antigeno y que todavia son susceptibles de entrecruzamiento con
antigenos. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por tener unos pocos restos adicionales en el extremo
carboxi del dominio Ch1 incluyendo una o mas cisteinas de la regién bisagra del anticuerpo. Fab'-SH es la designacién
en el presente documento para Fab' en donde el resto o los restos de cisteina de los dominios constantes portan un
grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')2 se produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab' que
tienen cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

El fragmento Fc comprende las porciones carboxi-terminales de ambas cadenas H mantenidas juntas por disulfuros.
Las funciones efectoras de los anticuerpos se determinan mediante secuencias en la regién Fc, la region que también
es reconocida por receptores de Fc (FCR) encontrados en ciertos tipos de células.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de reconocimiento y unién a antigeno. Este
fragmento consiste en un dimero de un dominio de regién variable de una cadena pesada y una cadena ligera en
estrecha asociacion no covalente. Del plegamiento de estos dos dominios surgen seis bucles hipervariables (3 bucles
cada uno de las cadenas H y L) que contribuyen a los restos de aminoacidos para la unién al antigeno y confieren al
anticuerpo especificidad de unién a antigeno. Sin embargo, incluso un Gnico dominio variable (o la mitad de un Fv que
comprende sélo tres HVR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a antigeno, aunque
con una afinidad menor que el sitio de unién completo.

"Fv de cadena sencilla" también abreviado como "sFv" o "scFv" son fragmentos de anticuerpo que comprenden los
dominios de anticuerpo Vu y VL conectados en una sola cadena polipeptidica. Preferiblemente, el polipéptido sFv
comprende adicionalmente un conector polipeptidico entre los dominios Vu y VL que permite que sFv forme la
estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revision de los sFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pag. 269-315 (1994).

Los "fragmentos funcionales" de los anticuerpos descritos en el presente documento comprenden una porcién de un
anticuerpo intacto, que generalmente incluye la regién de unién a antigeno o variable del anticuerpo intacto o la regién
Fc de un anticuerpo que retiene o tiene capacidad de unidon a FcR modificado. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen anticuerpo lineal, moléculas de anticuerpo de cadena sencilla y anticuerpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

El término dianticuerpos se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos preparados construyendo fragmentos sFv
(véase el parrafo anterior) con conectores cortos (aproximadamente 5-10 restos) entre los dominios V1 y VL de manera
que se logra el emparejamiento intercatenario, pero no intracatenario de los dominios V, dando como resultado de
este modo un fragmento bivalente, es decir, un fragmento que tiene dos sitios de unién a antigeno. Los dianticuerpos
biespecificos son heterodimeros de dos fragmentos sFv "cruzados" en los que los dominios Vu y VL de los dos
anticuerpos estan presentes en diferentes cadenas polipeptidicas. Los dianticuerpos se describen con mayor detalle,
por ejemplo, en los documentos EP 404.097; WO 93/11161; Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448
(1993).

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos"
(inmunoglobulinas) en los que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homéloga a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o pertenecientes a una clase o subclase de
anticuerpo particular, mientras que el resto de la cadena o las cadenas es idéntico u homologo a secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpo,
asi como fragmentos de tales anticuerpos, siempre que exhiban la actividad bioloégica deseada (Patente de Estados
Unidos Num. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos
de interés en el presente documento incluyen anticuerpos PRIMATTZFD®, en donde la regién de unién al antigeno del
anticuerpo deriva de un anticuerpo producido, p. €., mediante inmunizacién de monos macaco con un antigeno de
interés. Como se emplea en el presente documento, "anticuerpo humanizado” se utiliza como un subconjunto de
"anticuerpos quiméricos".

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (p. €j., de camélido) son anticuerpos quiméricos que contienen
una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En algunas realizaciones, un anticuerpo humanizado
es una inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor) en la que los restos de una HVR (definida a continuacién en el
presente documento) del receptor se sustituyen por restos de una HVR de una especie no humana (anticuerpo
donador) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y/o capacidad deseadas.
En algunos casos, los restos del marco ("FR") de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los restos no humanos
correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender restos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas modificaciones se pueden realizar para refinar adicionalmente
el rendimiento del anticuerpo, tal como la afinidad de unién. En general, un anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de los al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todos 0 sustancialmente
todos los bucles hipervariables corresponden a los de una secuencia de inmunoglobulina no humana, y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana, aunque las regiones
FR pueden incluir una 0 mas sustituciones de restos FR individuales que mejoran el rendimiento del anticuerpo, tales
como afinidad de unién, isomerizacion, inmunogenicidad, etc. El nimero de estas sustituciones de aminoacidos en la
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FR es tipicamente no mas de 6 en la cadena H, y en la cadena L, no mas de 3. El anticuerpo humanizado también
comprendera opcionalmente al menos una porcién de una regién constante (Fc) de inmunoglobulina, normalmente la
de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles, véanse, p. €j., Jones et al., Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988) y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse también, por
ejemplo, Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions
23:1035-1038 (1995); Hurle y Gross, Curr. Op. Biotech. 5: 428-433 (1994) y Patentes de Estados Unidos Num.
6.982.321 y 7.087.409.

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que posee una secuencia de aminoacidos correspondiente a la de un
anticuerpo producido por un ser humano y/o que se ha preparado utilizando cualquiera de las técnicas para preparar
anticuerpos humanos como se divulga en la presente memoria. Esta definicién de un anticuerpo humano excluye
especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de unién a antigeno no humanos. Los anticuerpos
humanos se pueden producir utilizando diversos mecanismos conocidos en la técnica, incluyendo bibliotecas de
presentacion en fagos. Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991).
También estan disponibles para la preparacion de anticuerpos monoclonales humanos métodos descritos por Cole et
al., en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-
95 (1991). Véase también van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol., 5: 368-74 (2001). Los anticuerpos
humanos pueden prepararse administrando el antigeno a un animal transgénico que se ha modificado para producir
tales anticuerpos en respuesta a la exposicién antigénica, pero cuyos loci endégenos se han desactivado, p. €j.,
xenoratones inmunizados (véase, p. gj., Patentes de Estados Unidos Num. 6.075.181 y 6.150.584 con respecto a la
tecnologia XENOMOUSE™). Véase también, por ejemplo, Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006)
con respecto a anticuerpos humanos generados a través de una tecnologia de hibridoma de células B humanas.

Los términos "region hipervariable", "HVR" o "HV", cuando se emplean en el presente documento, se refieren a las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que tienen secuencias hipervariables y/o forman bucles definidos
estructuralmente. Generalmente, los anticuerpos de dominio Unico comprenden tres HVR (o CDR): HVR1 (o CDR1),
HVR2 (o CDR2) y HVR3 (o CDR3). La HVR3 muestra la mayor diversidad de las tres HVR, y se cree que desempefia
un papel Unico en conferir especificidad fina a los anticuerpos. Véanse, p. €j., Hamers-Caterman et al., Nature 363:446-
448 (1993); Sheriff et al., Nature Struct. Biol. 3: 733-736 (1996).

Los términos "region determinante de complementariedad" o "CDR" se utilizan para referirse a regiones hipervariables
como se define mediante el sistema de Kabat. Véase W. Véase, W. Chem Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Servicio de Salud Piblica, Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD. (1991).

Se utilizan varias delineaciones de HVR y se incluyen en el presente documento. Las Regiones Determinantes de
Complementariedad (CDR) de Kabat se basan en la variabilidad de secuencia y son las mas cominmente utilizadas
(Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Servicio de Salud Publica, Institutos Nacionales
de Salud, Bethesda, MD. (1991)). Chothia se refiere en su lugar a la ubicacion de los bucles estructurales (Chothia y
Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). Las HVR de AbM representan un compromiso entre las HVR de Kabat y los
bucles estructurales de Chothia, y son utilizados por el soporte légico de modelado de anticuerpos AbM de Oxford
Molecular. Las HVR de "contacto” se basan en un andlisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. Los
restos de cada una de estas HVR se indican a continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1. Delineaciones de HVR.

‘Bucle | Kabat AbM Chothia  iContacto

L1 L24-0L34 iL24-1.34 {L26-L32 L30-L36

L2 L50-L56 iL50-L56 iL50-L52 :L46-L55

{H1 H31-H35B { H26-H35B { H26-H32 ;H30-H35B

(Numeracion de Kabat)

§H1 H31-H35 {H26-H35 {H26-H32 {H30-H35
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........................................ R R R R

Bucle Kabat  {AbM {Chothia | Contacto

H3  |H95-H102 {H95-H102 | H96-H101 {H93-H101 |

Las HVR pueden comprender las "HVR extendidas" siguientes: 24-36 0 24-34 (L1), 46-56 0 50-56 (L2) y 89-97 u 89-
96 (L3) en VLy 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 0 95-102 (H3) en Vu. Los restos de dominios variables
se numeran segun Kabat et al., mas arriba, para cada una de estas definiciones.

Los restos de aminoacidos de un anticuerpo de dominio Unico (tal como Vx1H) se numeran segun la numeracion general
para dominios VH proporcionada por Kabat et al. ("Sequence of proteins of immunological interest", Servicio de Salud
Publica, NIH Bethesda, Md., Publicacion Nim. 91}, tal como se aplica a dominios VuH de Camélido en el articulo de
Riechmann y Muyldermans, J. Immunol. Methods de 23 de junio de 2000; 240 (1-2): 185-195. Segun esta numeracion,
la FR1 de un V4H comprende los restos de aminoacidos en las posiciones 1-30, la CDR1 de un VuH comprende los
restos de aminoacidos en las posiciones 31-35, la FR2 de un V4H comprende los aminoacidos en las posiciones 36-
49, la CDR2 de un VuH comprende los restos de aminoacidos en las posiciones 50-65, la FR3 de un VuH comprende
los restos de aminoacidos en las posiciones 66-94, la CDR3 de un VuH comprende los restos de aminoacidos en las
posiciones 95-102 y la FR4 de un VuH comprende los restos de aminodacidos en las posiciones 103-113. A este
respecto, se debe observar que - como es bien conocido en la técnica para los dominios V1 y para los dominios VrH
- el nimero total de restos de aminoacidos en cada una de las CDR puede variar y puede no corresponder al nimero
total de restos de aminoacidos indicado por la numeraciéon de Kabat (es decir, una 0 mas posiciones segun la
numeracion de Kabat pueden no estar ocupadas en la secuencia real, o la secuencia real puede contener mas restos
de aminoéacidos que el nimero permitido por la numeracién de Kabat).

Las expresiones "numeracion de restos de dominio variable como en Kabat' o "numeracién de posicién de
aminoacidos como en Kabat", y variaciones de las mismas, se refieren al sistema de numeracién utilizado para
dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera de la compilaciéon de anticuerpos en
Kabat et al., mas arriba. Utilizando este sistema de numeracioén, la secuencia de aminoacidos lineal real puede
contener menos aminoacidos o aminoacidos adicionales correspondientes a un acortamiento de, o insercién en, una
FR o HVR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir un Unico inserto de
aminoacidos (resto 52a segun Kabat) después del resto 52 de H2 y los restos insertados (p. €j., restos 82a, 82b y 82¢,
etc. segun Kabat) después del resto 82 de la FR de cadena pesada. La numeracion de restos de Kabat puede
determinarse para un anticuerpo dado mediante alineamiento en regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo
con una secuencia numerada de Kabat "convencional".

A menos que se indique lo contrario en el presente documento, la numeracién de los restos en una cadena pesada de
inmunoglobulina es la del indice EU como en Kabat et al., mas arriba. El "indice EU como en Kabat" se refiere a la
numeracion de restos del anticuerpo EU de IgG1 humana.

Los restos del "marco” o "FR" son aquellos restos de dominio variable distintos de los restos de HVR como se define
en el presente documento.

Un "marco consenso humano" o "marco humano aceptor' es un marco que representa los restos de aminoacidos que
se producen mas comunmente en una seleccién de secuencias del marco de VL 0 V4 de inmunoglobulina humana.
Generalmente, la seleccién de las secuencias de VL o0 Vu de inmunoglobulina humana es de un subgrupo de
secuencias de dominio variable. Generalmente, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Servicio de Salud Publica, Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD. (1991). Para Vi, el subgrupo puede ser el subgrupo kappa |, kappa Il, kappa Il 0 kappa IV como en
Kabat et al., mas arriba. Adicionalmente, para VH, el subgrupo puede ser el subgrupo I, subgrupo Il o subgrupo I
como en Kabat et al. Alternativamente, un marco consenso humano puede derivar de lo anterior, donde restos
particulares, por ejemplo, cuando se selecciona un resto de marco humano basandose en su homologia con el marco
donador alineando la secuencia de marco donador con una coleccion de diversas secuencias del marco humanas. Un
marco humano aceptor "derivado de" un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano puede
comprender la misma secuencia de aminoacidos del mismo, o puede contener cambios de secuencia de aminoacidos
preexistentes. En algunas realizaciones, el nimero de cambios de aminoacidos preexistentes es 10 o menos, 9 o
menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2 0 Menos.

Una "modificacién de aminoacido" en una posicién especificada, p. gj., de la regién Fc, se refiere a la sustitucion o
delecion del resto especificado, o la inserciéon de al menos un resto de aminoacido adyacente al resto especificado.
La inserciéon "adyacente" a un resto especificado significa la insercién dentro de uno a dos restos del mismo. La
insercién puede ser N-terminal o C-terminal con respecto al resto especificado. La modificacidon de aminoacido
preferida en el presente documento es una sustitucion.
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Un anticuerpo "maduracion de la afinidad" es uno con una o mas alteraciones en una o mas HVR del mismo que dan
como resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparacién con un anticuerpo parental
que no posee esa 0 esas alteraciones. En algunos ejemplos, un anticuerpo con maduracion de la afinidad tiene
afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos con maduracién de la afinidad
se producen mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, Marks et al., Bio/Technology 10:779-783
(1992) describen la maduracién de la afinidad mediante barajado de dominios Vi y VL. La mutagénesis aleatoria de
restos de HVR y/o del marco es descrita, por ejemplo, por: Barbas et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813
(1994); Schier et al. Gene 169: 147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jackson et al., J.
Immunol. 154 (7):3310-9 (1995) y Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

Como se emplean en el presente documento, los términos "se une especificamente”, "reconoce especificamente” o
es "especifico para" se refieren a interacciones medibles y reproducibles, tales como la unién entre una diana y una
proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb), que es determinante de la presencia de la diana en
presencia de una poblacién heterogénea de moléculas que incluyen moléculas biolégicas. Por ejemplo, una proteina
de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) que se une especificamente a una diana (que puede ser un epitopo)
es una proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) que se une a esta diana con mayor afinidad, avidez,
mas facilmente y/o con mayor duracién que aquellas con la que se une a otras dianas. En algunas realizaciones, el
grado de unién de una proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) a una diana no relacionada es
menor que aproximadamente 10% de la unién de la proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) a la
diana segin se mide, p. €j., mediante un radioinmunoensayo (RIA). En algunas realizaciones, una proteina de unién
a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) que se une especificamente a una diana tiene una constante de disociacion
(Kd) de =1 uM, =100 nM, =10 nM, =1 nM o £0,1 nM. En algunas realizaciones, una proteina de unién a antigeno (tal
como un CAR o un sdAb) se une especificamente a un epitopo en una proteina que se conserva entre la proteina de
diferentes especies. En algunas realizaciones, la union especifica puede incluir, pero no requiere unién exclusiva.

El término "especificidad" se refiere al reconocimiento selectivo de una proteina de unién a antigeno (tal como un CAR
o un sdAb) para un epitopo particular de un antigeno. Los anticuerpos naturales, por ejemplo, son monoespecificos.
El término "multiespecifico" como se emplea en el presente documento indica que una proteina de unién a antigeno
(tal como un CAR o un sdAb) tiene dos 0 mas sitios de unién a antigeno de los cuales al menos dos se unen a un
antigeno diferente o un epitopo diferente del mismo antigeno. "Biespecifico”, como se emplea en el presente
documento, indica que una proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) tiene dos especificidades de
unioén a antigeno diferentes. El término CAR monoespecifico como se emplea en el presente documento indica una
proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb) que tiene uno o mas sitios de unién, cada uno de los cuales
se une al mismo epitopo del mismo antigeno.

El término "valente", como se emplea en el presente documento, indica la presencia de un nimero especificado de
sitios de unién en una proteina de unién a antigeno (tal como un CAR o un sdAb). Un anticuerpo natural, por ejemplo,
o un anticuerpo de longitud completa tienen dos sitios de unién y son bivalentes. Como tales, los términos "trivalente”,
"tetravalente", "pentavalente" y "hexavalente" indican la presencia de dos sitios de unién, tres sitios de unién, cuatro
sitios de unioén, cinco sitios de unién y seis sitios de unién, respectivamente, en una proteina de unién a antigeno (tal

como un CAR o un sdAbj).

"Funciones efectoras de anticuerpo” se refiere a aquellas actividades biolégicas atribuibles a la regién Fc (una region
Fc de secuencia nativa o region Fc variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo, y varian con el isotipo
del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a C1q y citotoxicidad dependiente
del complemento; unién al receptor de Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC);
fagocitosis; regulacién por disminucion de receptores de superficie celular (p. €j., receptores de células B); y activacion
de células B. Funcién efectora de anticuerpo "reducida o minimizada" significa que se reduce en al menos 50%
(alternativamente, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%) con respecto al anticuerpo de
tipo salvaje o no modificado. La determinacién de la funcion efectora de anticuerpo puede ser determinada y medida
facilmente por un experto en la técnica. En un ejemplo preferido, las funciones efectoras de anticuerpo de unién al
complemento, citotoxicidad dependiente del complemento y citotoxicidad dependiente de anticuerpos se ven
afectadas. En algunos ejemplos, la funcién efectora se elimina a través de una mutacién en la region constante que
eliminé la glicosilacién, p. ej., "mutacién sin efector”. En un aspecto, la mutacion sin efector es una mutacién N297A o
DANA (D265A+N297A) en la regidon Cn2. Shields et al., J. Biol. Chem. 276 (9): 6591-6604 (2001). Alternativamente,
las mutaciones adicionales que dan como resultado la reduccion o eliminacion de la funcién efectora incluyen: K322A
y L234A/L235A (LALA). Alternativamente, la funcion efectora se puede reducir o eliminar a través de técnicas de
produccion, tales como la expresion en células anfitrionas que no glicosilan (p. €j., E. coli.) o en donde se produce un
patrén de glicosilacién alterado que es ineficaz o menos eficaz en promover la funcién efectora (p. €j., Shinkawa et al.,
J. Biol. Chem. 278(5): 3466-3473 (2003).

"Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" o ADCC se refiere a una forma de citotoxicidad en la
que la Ig secretada unida a receptores de Fc (FCR) presentes en ciertas células citotoxicas (p. €j., células asesinas
naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) permite que estas células efectoras citotoxicas se unan especificamente a
una célula diana portadora de antigeno y posteriormente destruyan la célula diana con citotoxinas. Los anticuerpos
arman las células citotéxicas y son necesarios para destruir la célula diana mediante este mecanismo. Las células
primarias para mediar la ADCC, células NK, expresan FcyRlll solamente, mientras que los monocitos expresan FcyRI,
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FcyRIl'y FcyRIll. La expresién de Fc en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch
y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9: 457-92 (1991). Para evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés, se puede
realizar un ensayo de ADCC in vitro, tal como el descrito en las Patentes de Estados Unidos Nim. 5.500.362 o
5.821.337. Las células efectoras Utiles para tales ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y células asesinas naturales (NK). Alternativamente, o adicionalmente, se puede evaluar la actividad ADCC
de la molécula de interés in vivo, p. ej., en un modelo animal tal como el divulgado por Clynes et al., PNAS USA
95:652-656 (1998).

El término "region Fc" en el presente documento se utiliza para definir una regiéon C-terminal de una cadena pesada
de inmunoglobulina, incluyendo regiones Fc de secuencia nativa y regiones Fc variantes. Aunque los limites de la
regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina podrian variar, se define normalmente que la regién Fc de la
cadena pesada de IgG humana se extiende desde un resto de aminoacido en la posicion Cys226, o desde Pro230,
hasta el extremo carboxilo terminal de la misma. La lisina C-terminal (resto 447 segun el sistema de numeracion EU)
de la regién Fc se puede eliminar, por ejemplo, durante la produccion o purificacién del anticuerpo, 0 mediante
modificacion mediante ingenieria genética recombinante del acido nucleico que codifica una cadena pesada del
anticuerpo. Por consiguiente, una composicion de anticuerpos intactos puede comprender poblaciones de anticuerpos
con todos los restos K447 eliminados, poblaciones de anticuerpos sin restos K447 eliminados y poblaciones de
anticuerpos que tienen una mezcla de anticuerpos con y sin el resto K447. Las regiones Fc de secuencia nativa
adecuadas para su uso en los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen IgG1, 1gG2 (IgG2A, 1gG2B),
I9G3 e IgG4 humanas.

"Afinidad de unién" se refiere generalmente a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un Unico
sitio de unién de una molécula (p. €j., un anticuerpo o un CAR) y su compariero de union (p. €j., un antigeno). A menos
que se indique lo contrario, como se emplea en el presente documento, "afinidad de unién” se refiere a la afinidad de
unién intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (p. €j., anticuerpo y antigeno, o
CAR y antigeno). La afinidad de una molécula X por su compafiero Y puede representarse generalmente por la
constante de disociacion (Kd). La afinidad se puede medir mediante métodos comunes conocidos en la técnica,
incluyendo los descritos en el presente documento. Los anticuerpos de baja afinidad generalmente se unen al antigeno
lentamente y tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad generalmente se unen al
antigeno mas répido y tienden a permanecer unidos mas tiempo. Se conocen en la técnica una variedad de métodos
para medir la afinidad de unién, de los cuales se puede utilizar cualquiera de ellos. Los ejemplos ilustrativos especificos
para medir la afinidad de unién se describen a continuacion.

Un anticuerpo "blogueante" o un anticuerpo "antagonista" es aquel que inhibe o reduce una actividad biolégica del
antigeno al que se une. En algunos ejemplos, los anticuerpos bloqueantes o anticuerpos antagonistas inhiben
sustancial o completamente la actividad biologica del antigeno.

Un "agonista" o anticuerpo activador es aquel que potencia o inicia la sefializacién por el antigeno al que se une. En
algunas realizaciones, los anticuerpos agonistas causan o activan la sefializacion sin la presencia del ligando natural.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" y la "homologia" con respecto a una secuencia de
péptido, polipéptido o anticuerpo se definen como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata
que es idéntico a los restos de aminoacidos en la secuencia de péptido o polipéptido especifica, después de alinear
las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y
sin considerar ninguna sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. El alineamiento con el fin de
determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede conseguir de diversas maneras que
estan dentro del conocimiento practico de la técnica, por ejemplo, utilizando soporte légico informatico disponible
publicamente tal como soporte logico BLAST, BLAST-2, ALIGN o MEGALIGN™ (DNASTAR). Los expertos en la
técnica pueden determinar parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier algoritmo
necesario para lograr el maximo alineamiento a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se comparan.

"Receptor de antigeno quimérico” o "CAR", como se emplea en el presente documento, se refiere a receptores
modificados mediante ingenieria genética, que se pueden utilizar para injertar una o mas especificidades de antigeno
en células efectoras inmunitarias, tales como linfocitos T. Algunos CAR también se conocen como "receptores
artificiales de células T", "receptores quiméricos de células T" o "receptores inmunitarios quiméricos". EI CAR
comprende un dominio de unién a antigeno extracelular especifico para uno o méas antigenos (tales como antigenos
tumorales), un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular de una célula T y/u otros receptores.
"CAR-T" se refiere a una célula T que expresa un CAR.

Una molécula de acido nucleico "aislada" que codifica un CAR o un sdAb descritos en el presente documento es una
molécula de acido nucleico que se identifica y separa de al menos una molécula de acido nucleico contaminante con
la que esta normalmente asociada en el entorno en el que se produjo. Preferiblemente, el acido nucleico aislado esta
libre de asociacion con todos los componentes asociados con el entorno de produccién. Las moléculas de acido
nucleico aisladas que codifican los polipéptidos y anticuerpos en el presente documento estan en una forma distinta
de la forma o configuracién en la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de &cido nucleico
aisladas se distinguen del acido nucleico que codifica los polipéptidos y anticuerpos del presente documento presentes
de forma natural en las células.
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El término "secuencias de control" se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresién de una secuencia
codificante conectada operablemente en un organismo anfitrion particular. Las secuencias de control que son
adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio
de unién a ribosoma. Se sabe que las células eucaribticas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y
potenciadores.

El acido nucleico esta "conectado operablemente” cuando se sitla en una relacién funcional con otra secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o lider secretor esta conectado operablemente al ADN
para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o
potenciador estan conectados operablemente a una secuencia codificante si afectan a la transcripcion de la secuencia;
o un sitio de unién a ribosoma esta conectado operablemente a una secuencia codificante si esta colocado de manera
que facilita la traduccién. Generalmente, "conectado operablemente" significa que las secuencias de ADN que se estan
conectando son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen que ser contiguos. La conexion se realiza mediante ligacion en sitios de restriccion
convenientes. Si tales sitios no existen, los adaptadores o conectores de oligonucleétidos sintéticos se utilizan segun
la practica convencional.

El término "vector", como se emplea en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
propagar otro acido nucleico al que esta conectada. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado al genoma de una célula anfitriona en la que se ha introducido. Ciertos
vectores son capaces de dirigir la expresion de acidos nucleicos a los que estan conectados operablemente. Tales
vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.

Como se emplea en el presente documento, se pretende que el término autdélogo haga referencia a cualquier material
derivado del mismo individuo que posteriormente debe reintroducirse en el individuo.

"Alogénico" se refiere a un injerto derivado de un individuo diferente de la misma especie.

Los términos "transfectado"” o "transformado" o "transducido" como se emplean en el presente documento se refieren
a un proceso mediante el cual se transfiere o introduce acido nucleico exégeno en la célula anfitriona. Una célula
"transfectada" o "transformada” o "transducida" es aquella que ha sido transfectada, transformada o transducida con
acido nucleico exégeno. La célula incluye la célula primaria objeto y su progenie.

Como se emplea en el presente documento, las expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se utilizan
indistintamente y todas estas designaciones incluyen su progenie. Por tanto, las palabras "transfectantes" y "células
transfectadas” incluyen la célula objeto primaria y cultivos derivados de la misma sin tener en cuenta el nimero de
transferencias. También se entiende que toda la progenie puede no ser exactamente idéntica en contenido de ADN,
debido a mutaciones deliberadas o inadvertidas. Se incluye la progenie variante que tiene la misma funcién o actividad
biolégica que la escrutada en la célula originalmente transformada.

Los términos "célula anfitriona", "linea celular anfitriona" y "cultivo de células anfitrionas" se utilizan indistintamente y
se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la progenie de tales células. Las
células anfitrionas incluyen "transformantes" y "células transformadas”, que incluyen la célula transformada primaria y
la progenie derivada de la misma sin tener en cuenta el nimero de pases. La progenie puede no ser completamente
idéntica en contenido de acido nucleico a una célula parental, pero puede contener mutaciones. La progenie mutante
que tiene la misma funcidon o actividad bioldégica que la escrutada o seleccionada en la célula originalmente
transformada se incluye en el presente documento.

Como se emplean en el presente documento, "tratamiento” o "tratar" representan un enfoque para obtener resultados
beneficiosos o deseados que incluyen resultados clinicos. Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos
beneficiosos o0 deseados incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes: aliviar uno o0 mas sintomas
resultantes de la enfermedad, disminuir la extensién de la enfermedad, estabilizar la enfermedad (p. ej., prevenir o
retrasar el empeoramiento de la enfermedad), prevenir o retrasar la propagacion (p. €., metastasis) de la enfermedad,
prevenir o retrasar la recurrencia de la enfermedad, retrasar o ralentizar la progresion de la enfermedad, mejorar el
estado de la enfermedad, proporcionar una remision (parcial o total} de la enfermedad, disminuir la dosis de una o
mas medicaciones distintas requeridas para tratar la enfermedad, retrasar la progresién de la enfermedad, aumentar
la calidad de vida y/o prolongar la supervivencia. También se incluye en "tratamiento” una reduccion de la
consecuencia patolégica del cancer. Los usos de la presente invencién contemplan uno cualquiera o mas de estos
aspectos de tratamiento.

Como se emplean en el presente documento, un "individuo" o un "sujeto" se refieren a un mamifero, incluyendo, pero
sin limitacién, humano, bévido, équido, félido, canido, roedor o primate. En algunas realizaciones, el individuo es un
ser humano.

El término "cantidad eficaz" empleado en el presente documento se refiere a una cantidad de un agente, tal como un
anticuerpo de dominio Unico, una célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética, o una
composicién farmacéutica de los mismos, suficiente para tratar un trastorno, afeccién o enfermedad especificados tal
como mejorar, paliar, disminuir y/o retrasar uno o mas de sus sintomas. En referencia al cancer, una cantidad eficaz
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comprende una cantidad suficiente para provocar que un tumor se contraiga y/o disminuya la tasa de crecimiento del
tumor (tal como para suprimir el crecimiento tumoral) o0 para prevenir o retrasar otra proliferacion celular no deseada.
En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para retrasar el desarrollo. En algunas
realizaciones, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para prevenir o retrasar la recurrencia. Una cantidad
eficaz se puede administrar en una o mas administraciones. La cantidad eficaz del farmaco o composicion puede: (i)
reducir el nimero de células cancerosas; (ii) reducir el tamafio del tumor; (iii} inhibir, retrasar, ralentizar en cierta
medida y preferiblemente detener la infiliracion de células cancerosas en 6rganos periféricos; (iv) inhibir (es decir,
ralentizar en cierta medida y preferiblemente detener) la metastasis tumoral; (v) inhibir el crecimiento tumoral; (vi)
prevenir o retrasar la aparicion y/o recurrencia del tumor; y/o (vii) aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas
asociados con el cancer.

"Entorno adyuvante" se refiere a un entorno clinico en el que un individuo ha tenido antecedentes de cancer, y
generalmente (pero no necesariamente) ha sido sensible a la terapia, que incluye, pero no se limita a, cirugia (p. €j.,
reseccion por cirugia), radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, debido a sus antecedentes de cancer, estos
individuos se consideran en riesgo de desarrollo de la enfermedad. El tratamiento o administracién en el "entorno
adyuvante” se refiere a un modo posterior de tratamiento. El grado de riesgo (p. €j., cuando un individuo en el contexto
adyuvante se considera como de "alto riesgo" o "bajo riesgo") depende de varios factores, lo mas habitualmente de la
extension de la enfermedad cuando se trata por primera vez.

"Entorno neoadyuvante" se refiere a un entorno clinico en el que el método se lleva a cabo antes de la terapia
primaria/definitiva.

Como se emplea en el presente documento, "retrasar" el desarrollo del cancer significa aplazar, impedir, ralentizar,
retrasar, estabilizar y/o posponer el desarrollo de la enfermedad. Este retraso puede ser de diferentes periodos de
tiempo, dependiendo de los antecedentes de la enfermedad y/o del individuo que se esté tratando. Como es evidente
para un experto en la técnica, un retraso suficiente o significativo puede, en efecto, abarcar la prevencion, en el sentido
de que el individuo no desarrolla la enfermedad. Un método que retrasa el desarrollo del cancer es un método que
reduce la probabilidad de desarrollo de la enfermedad en un marco de tiempo dado y/o reduce la extension de la
enfermedad en un marco de tiempo dado, en comparacién con la no utilizacién del método. Tales comparaciones se
basan tipicamente en estudios clinicos, utilizando un nimero estadisticamente significativo de individuos. El desarrollo
del cancer puede detectarse utilizando métodos convencionales, incluyendo, pero sin limitarse a, tomografia axial
computarizada (barrido TAC), obtencién de Imagenes por Resonancia Magnética (IRM), ultrasonidos abdominales,
pruebas de coagulacién, arteriografia o biopsia. El desarrollo también puede referirse a la progresion del cancer que
puede ser inicialmente indetectable e incluye la aparicién, recurrencia y comienzo.

El término "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparaciéon que esta en una forma tal que permite que la
actividad biolégica del ingrediente activo sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales que sean
inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se administraria la formulacién. Tales formulaciones son estériles. Una
formulacién "estéril" es aséptica o esta libre de todos los microorganismos vivos y sus esporas.

"Portadores", como se emplea en el presente documento, incluye vehiculos, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables que no son téxicos para la célula o mamifero que se esté exponiendo a los mismos a
las dosificaciones y concentraciones empleadas. A menudo, el portador fisiolégicamente aceptable es una solucién
acuosa de pH tamponado. Los ejemplos de portadores fisiolégicamente aceptables incluyen tampones tales como
fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascoérbico y metionina; conservantes (tales
como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales
como albumina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparragina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono
que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa,
manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metalicos (p. gj., complejos
Zn-proteinay); y/o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN™, polietilenglicol (PEG) y PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG).

El "diluyente" de interés en el presente documento es aquel que es farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico
para la administracion a un ser humano) y es (til para la preparaciéon de una formulacion liquida, tal como una
formulacién reconstituida después de la liofilizacion. Los diluyentes ilustrativos incluyen agua estéril, agua
bacteriostatica para inyectables ("BWFI en sus siglas en inglés”), una solucion de pH tamponado (p. €j., solucién salina
tamponada con fosfato), solucién salina estéril, solucién de Ringer o solucién de dextrosa. En una realizacién
alternativa, los diluyentes pueden incluir soluciones acuosas de sales y/o tampones.

Un "conservante" es un compuesto que puede afiadirse a las formulaciones del presente documento para reducir la
actividad bacteriana. La adiciéon de un conservante puede facilitar, por ejemplo, la produccién de una formulacién
multiuso (dosis multiple). Los ejemplos de conservantes potenciales incluyen cloruro de octadecildimetiloencilamonio,
cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio (una mezcla de cloruros de alquilbencildimetilamonio en la que los
grupos alquilo son compuestos de cadena larga) y cloruro de bencetonio. Otros tipos de conservantes incluyen
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alcoholes aromaticos tales como fenol, alcohol butilico y bencilico, alquil parabenos tales como metil o propil parabeno,
catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol. El conservante mas preferido en el presente documento es el
alcohol bencilico.

Una formulacién estable es aquella en la que la proteina conserva esencialmente su estabilidad e integridad fisica y
quimica tras el almacenamiento. En la técnica estan disponibles diversos mecanismos analiticos para medir la
estabilidad de las proteinas y se revisan en Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Aav. Drugs Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). La estabilidad se
puede medir a una temperatura seleccionada durante un periodo de tiempo seleccionado. Para un escrutinio rapido,
la formulacion se puede mantener a 40°C durante 2 semanas a 1 mes, momento en el cual se mide la estabilidad.
Cuando la formulacién se va a almacenar a 2-8°C, la formulacién debe ser generalmente estable a 30°C o 40°C
durante al menos 1 mes y/o estable a 2-8°C durante al menos 2 afios. Cuando la formulacién se va a almacenar a
30°C, generalmente la formulacién debe ser estable durante al menos 2 afios a 30°C y/o estable a 40°C durante al
menos 6 meses. Por ejemplo, el grado de agregacién durante el almacenamiento se puede utilizar como un indicador
de estabilidad de proteinas. Por tanto, una formulacién "estable" puede ser aquella en donde menos de
aproximadamente 10% y preferiblemente menos de aproximadamente 5% de la proteina esta presente como agregado
en la formulacion. En otras realizaciones, se puede determinar cualquier aumento en la formaciéon de agregados
durante el almacenamiento de la formulacién.

Una formulacién reconstituida es aquella que ha sido preparada disolviendo una formulacién liofilizada de proteina o
anticuerpo en un diluyente de tal manera que la proteina se dispersa por toda ella. La formulacién reconstituida es
adecuada para la administraciéon (p. gj., administracion subcutanea) a un paciente que se va a tratar con la proteina
de interés y, en algunas realizaciones de la presente invencidén, puede ser una que sea adecuada para la
administracion parenteral o intravenosa.

Una formulacién isoténica es aquella que tiene esencialmente la misma presion osmética que la sangre humana. Las
formulaciones isoténicas tendran generalmente una presion osmoética de aproximadamente 250 a 350 mOsm. El
término "hipoténica" describe una formulacién con una presién osmética inferior a la de la sangre humana. De manera
correspondiente, el término "hiperténica" se utiliza para describir una formulacién con una presién osmoética superior
a la de la sangre humana. La isotonicidad se puede medir utilizando un osmémetro de presion de vapor o de tipo
congelacién con hielo, por ejemplo. Las formulaciones de la presente invencién son hipertonicas como resultado de la
adicién de sal y/o tampon.

Se entiende que las realizaciones de la presente invencién proporcionadas en el presente documento incluyen
realizaciones "que consisten" y/o "que consisten esencialmente en".

La referencia a "aproximadamente” un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) variaciones
que se dirigen a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcion que se refiere a "aproximadamente X"
incluye la descripcion de "X".

Como se emplea en el presente documento, la referencia a "no" un valor o parametro significa y describe "distinto de"
un valor o parametro. Por ejemplo, el método no se utiliza para tratar cancer de tipo X significa que el método se utiliza
para tratar cancer de tipos distintos de X.

El término "aproximadamente X-Y" utilizado en el presente documento tiene el mismo significado que "de
aproximadamente X a aproximadamente Y".

Como se emplean en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno",

"una", "el" y "la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
Il. Anticuerpos de dominio unico

En el presente documento se divulgan como referencia anticuerpos de dominio Unico, fragmentos de unién a antigeno
de los mismos y proteinas de unién a antigeno que comprenden uno cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico.
Los anticuerpos de dominio Unico ilustrativos se enumeran en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2. Anticuerpos de dominio unico ilustrativos.

P TR Ty T s o
: ilustr.
gilustr.
..................................................................... - }i't'{éij'é‘rﬁéé"c‘j‘é"&‘B‘r‘r‘i}ﬁié"JE{}&S'é{‘r‘{t‘i"65‘1"é"{iij'é{r'é'tl{{}élém"""""""""""""""""""""""""""""""
oy g R
CD19 NO: 1)  SITVRGITNYADSVK NO:3)
(r ‘
(SEQID NO: 2)
..................................................................... - }i't'{éij'é‘rﬁéé"c‘j‘é"&‘B‘r‘r‘i}ﬁié"JE{}&S'é{‘r‘{t‘i"65‘2“6"{iij'é{r'é'tl{{}élém"""""""""""""""""""""""""""""""
VHH77 ....................... 102 ....................... l GTMG(SEQlD .......... g\
CD20 : :NO: 4) - AIRWSTGGTRYADS | DRLSLDLSGRYHYN
| VKG | PAVYDY
| (SEQ TD NO: 5)  {SEQ ID NQ: 6)
Anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA ilustrativos
|269A37346 78 1103 \SGFTLDYYAIG | . AGADCSGYLRDYEF
5 s {(SEQIDNO:7) | CISRSDGSTYYADSV {(SEQ ID NO: 29)
L KG
L(SEQ 1D NO: 18)
e PR B
i : {(SEQIDNO:8)  SKASMNYSGRIYY | AGTGCSTYGCFDAQ
| ADSVKG LIDY
C{SEQID NO: 19) | {SEQ ID NO: 30)
| 269A37917 180 1105 . SGRTFTMG (SEQ ! | ADRKSVMSIRPDY (SEQ
s : 1D NO: 9) | AISLSPTLAYYAESY {ID NO: 31) s
f L KG
| (SEQ ID NO: 20)
T P P R
f s f {(SEQIDNO: 10) : SIRGLGRINYDDSV  |ID NO: 32) :
KG |
{SEQ ID NO: 2D
1269A37915 182 1107 .SGRTFSSIVMG | | ASKGRYSEYEY (SEQ D |
{(SEQIDNO: 11) | AIMWNDGITYLQDS NO: 33) ;
VKRG
L {SEQID NO: 22)
B P B e
: {(SEQ ID NO: 12)



ES 2984 851 T3

Anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA ilustrativos
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Anticuerpos de dominio Unico anti-CD38 ilustrativos
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Anticuerpos de dominio Unico anti-CD38 ilustrativos

1D NO: 51) | TISGAGNTKYADSV  {NO: 75)
| (SEQID NO: 63)

?(* = sdAb comprendido en el CAR de la invencién. Otros sdAb se divulgan como referencia).

Anticuerpos de dominio unico anti-BCMA

En el presente documento se divulgan como referencia anticuerpos de dominio Unico aislados que se unen
especificamente a BCMA, tal como BCMA humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-
BCMA modula la actividad de BCMA. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA es un
anticuerpo antagonista.

El antigeno maduro de células B (BCMA), también conocido como CD269, es un miembro de la superfamilia de
receptores de factores de necrosis tumoral, concretamente TNFRSF17 (Thompson et al., J. Exp. Medicine, 192 (1):
129-135, 2000). EIl BCMA humano se expresa casi exclusivamente en células plasmaticas y células de mieloma
multiple (véanse p. ]., Novak et al., Blood, 103(2): 689-694, 2004; Neri et al., Clinical Cancer Research, 73(19):5903-
5909; Felix et al., Mol. Oncology, 9(7): 1348-58, 2015). El BCMA puede unirse al factor activador de células B (BAFF)
y a un ligando inductor de proliferaciéon (APRIL) (p. e]., Mackay et al., 2003 y Kalled et al., Immunological Review, 204:
43-54, 2005). El BCMA puede ser una diana de antigeno tumoral adecuada para agentes inmunoterapéuticos contra
el mieloma multiple. Los anticuerpos de alta afinidad pueden bloquear la unién entre BCMA vy sus ligandos nativos
BAFF y APRIL. Los anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA se pueden utilizar en combinacién con inmunoterapia
celular utilizando células CAR-T, por ejemplo, para potenciar efectos citotoxicos contra células tumorales.

En el CAR de la invencion, hay un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA que comprende las tres CDR de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80. En el CAR de la invencion, también hay un anticuerpo de dominio Gnico
anti-BCMA que comprende las tres CDR de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87. En algunas realizaciones,
el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA es de camélido. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico
anti-BCMA esta humanizado. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio tUnico anti-BCMA comprende un
marco humano aceptor, p. j., un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano.

Como referencia, se divulga un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA que comprende al menos una, al menos dos
o las tres CDR seleccionadas entre (a) una CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre
SEQ ID NO: 7, 8, 10-15y 17; (b) una CDR2 que comprende una secuencia de aminoé&cidos seleccionada entre SEQ
ID NO: 18, 19, 21-26 y 28; y (c) una CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ
ID NO: 29, 30, 32-37 y 39. En algunos ejemplos, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA es de camélido. En algunos
ejemplos, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA estd humanizado. En algunos ejemplos, el anticuerpo de dominio
Unico anti-BCMA comprende un marco humano aceptor, p. €j., un marco de inmunoglobulina humana o un marco
consenso humano. Los sdAb anti-BCMA incluidos en el CAR de la invencién comprenden una CDR1 que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9 o 16, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 20 0 27 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 o 38, respectivamente.
El sdAb anti-BCMA puede ser de camélido. El sdAb anti-BCMA se puede humanizar. El sdAb anti-BCMA puede
comprender un marco humano, por ejemplo, un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano.

Se divulga como referencia un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA que comprende tres CDR que comprenden:
(a) una CDR1 que tiene al menos aproximadamente una cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
seleccionada entre SEQ ID NO: 7-17; (b) una CDR2 que tiene al menos aproximadamente una cualquiera de 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia
con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 18-28; y (c) una CDR3 que tiene al menos
aproximadamente una cualquiera de identidad de secuencia de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 29-39.
En algunos ejemplos, una CDR que tiene al menos aproximadamente una cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad contiene sustituciones (p. ej., sustituciones
conservativas), inserciones o deleciones con relacion a la secuencia de referencia, pero el anticuerpo de dominio Unico
anti-BCMA que comprende esa secuencia conserva la capacidad de unirse a BCMA. En algunos ejemplos, el
anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA presenta maduracién de la afinidad. En algunos ejemplos, el anticuerpo de
dominio Unico anti-BCMA es de camélido. En algunos ejemplos, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA esta
humanizado. En algunos ejemplos, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA comprende un marco humano aceptor,
p. €j., un marco de inmunoglobulina humana o un marco consenso humano.
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El CAR de la invencién comprende un segundo anticuerpo de dominio unico anti-BCMA que comprende tres CDR que
comprenden: (a) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; (b) una CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20; y (¢} una CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA es de camélido.
En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA esta humanizado. En algunas realizaciones, el
anticuerpo de dominio tnico anti-BCMA comprende un marco humano aceptor, p. gj., un marco de inmunoglobulina
humana o un marco consenso humano.

El CAR de la invenciéon comprende un primer anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA que comprende tres CDR que
comprenden: (a) una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; (b) una CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27; y (¢} una CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 38. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA es de camélido.
En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA esta humanizado. En algunas realizaciones, el
anticuerpo de dominio tnico anti-BCMA comprende un marco humano aceptor, p. gj., un marco de inmunoglobulina
humana o un marco consenso humano.

El sdAb anti-BCMA incluido en el CAR de la invencién puede comprender un dominio VuH que tiene al menos
aproximadamente una cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 80y 87.
En algunas realizaciones, una secuencia de VyH que tiene al menos aproximadamente una cualquiera de 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad contiene sustituciones (p. €j.,
sustituciones conservativas), inserciones o deleciones con relaciéon a la secuencia de referencia, pero el anticuerpo de
dominio Unico anti-BCMA que comprende esa secuencia conserva la capacidad de unirse a BCMA. En algunas
realizaciones, se han sustituido, insertado y/o eliminado un total de 1 a 10 amino&cidos en una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 80 y 87. En algunas realizaciones, las sustituciones, inserciones o
deleciones se producen en regiones fuera de las CDR (es decir, en las FR). Opcionalmente, el anticuerpo de dominio
Unico anti-BCMA comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 80 y 87, incluyendo
modificaciones postraduccionales de esa secuencia.

En algunas realizaciones, un segundo anticuerpo de dominio unico anti-BCMA incluido en el CAR de la invencién
comprende un dominio VHH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80. En algunas realizaciones, un
segundo polipéptido incluido en el CAR de la invencién comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80.
En algunas realizaciones, un primer anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA incluido en el CAR de la invencién
comprende un dominio VHH que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87. En algunas realizaciones, un
primer polipéptido incluido en el CAR de la invencién comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87.

En algunos ejemplos, los epitopos funcionales pueden mapearse mediante barrido combinatorio de alanina. En este
procedimiento, se puede utilizar una estrategia combinatoria de barrido de alanina para identificar aminoacidos en la
proteina BCMA que son necesarios para la interaccién con anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA. En algunos
ejemplos, el epitopo es conformacional y la estructura cristalina del anticuerpo de dominio nico anti-BCMA unido a
BCMA se puede emplear para identificar los epitopos. En algunos ejemplos, hay un anticuerpo que se une
especificamente al mismo epitopo que cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA proporcionados en
el presente documento. Por ejemplo, en algunos ejemplos, hay un anticuerpo que se une al mismo epitopo que un
anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 78-88.

Se divulga como referencia un anticuerpo anti-BCMA, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se unen
especificamente a BCMA competitivamente con uno cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA
descritos en el presente documento. En algunos ejemplos, la unién competitiva se puede determinar utilizando un
ensayo ELISA. Por ejemplo, en algunos ejemplos, hay un anticuerpo que se une especificamente a BCMA
competitivamente con un anticuerpo de dominio nico anti-BCMA que comprende una cualquiera de las secuencias
de aminoacidos de SEQ ID NO: 78-88.

Se divulga como referencia un anticuerpo anti-BCMA o una proteina de unién a antigeno que comprende uno
cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico anti-BCMA descritos anteriormente. En algunos ejemplos, el anticuerpo
anti-BCMA es un anticuerpo monoclonal, incluyendo un anticuerpo de camélido, quimérico, humanizado o humano.
En algunos ejemplos, el anticuerpo anti-BCMA es un fragmento de anticuerpo, p. €j., un fragmento VuH. En algunos
ejemplos, el anticuerpo anti-BCMA es un anticuerpo solo de cadena pesada de longitud completa que comprende una
regién Fc de cualquier clase de anticuerpo o isotipo, tal como IgG1 o IgG4. En algunos ejemplos, la regién Fc tiene
una funcién efectora reducida o minimizada.
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Un anticuerpo anti-BCMA (tal como un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA) o una proteina de unién a antigeno
divulgados en la presente memoria como referencia pueden incorporar cualquiera de las caracteristicas,
individualmente o combinadas, como se describe en las Secciones 1-7 de "Caracteristicas de anticuerpos” mas
adelante.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica los anticuerpos de dominio Unico anti-
BCMA comprendidos en el CAR de la invencion. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado
que codifica un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA en donde el acido nucleico comprende una secuencia que
tiene al menos aproximadamente una cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 105 y 112. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 105 y 112. En
algunas realizaciones, se proporciona un vector (p. €j., vector de expresiéon) que comprenden tal acido nucleico. En
algunas realizaciones, se proporciona una célula anfitiona que comprende tal acido nucleico. Se divulga un método
para preparar un anticuerpo anti-BCMA en donde el método comprende cultivar una célula anfitriona que comprende
un acido nucleico que codifica el anticuerpo anti-BCMA, en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo
anti-BCMA, y opcionalmente recuperar el anticuerpo anti-BCMA de la célula anfitriona (o medio de cultivo de la célula
anfitriona). Las secuencias de acido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 103, 104, 106-111
y 113 se divulgan en el presente documento como referencia.

Caracteristicas de los anticuerpos
1. Afinidad del anticuerpo

En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una constante de disociacion (Kd) de = 1 yM, <100 nM, < 10 nM, < 1
nM, <0, 1 nM, 0,01 nM, 0 <0, 001 nM (p. ej., 108 M o0 menos, p. ej.,de 108 Ma 103 M, p. ej., de 10° M a 10713 M).

La Kd se puede medir mediante un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA) realizado con la versién Fab o
fragmento VuH de un anticuerpo de interés y su antigeno como se describe en el siguiente ensayo. Por ejemplo, la
afinidad de unién en solucién de los Fab por el antigeno se mide equilibrando Fab con una concentracion minima de
Antigeno marcado con ('2%]) en presencia de una serie de titulacion de antigeno no marcado, capturando después el
antigeno unido con una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, p. €j., Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881
(1999)). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de multiples pocillos MICROTITER®
(Thermo Scientific) durante la noche con 5 ug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura (Cappel Labs) en carbonato de
sodio 50 mM (pH 9,6) y posteriormente se bloquean con albumina de suero bovino al 2% (p/v) en PBS durante dos a
cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C). En una placa no adsorbente (Nunc NUm.269620), se
mezcla antigeno-['2%1] 100 pM o 26 pM con diluciones seriadas de un Fab de interés (p. ej., compatible con la
evaluacién del anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). El Fab de interés
se incuba después durante la noche; sin embargo, la incubacion puede continuar durante un periodo mas largo (p. ej.,
aproximadamente 65 horas) para asegurar que se alcanza el equilibrio. Después de esto, las mezclas se transfieren
a la placa de captura para incubacién a temperatura ambiente (p. gj., durante una hora). La solucién se retira después
y la placa se lava ocho veces con polisorbato 20 al 0,1% (TWEEN-20®) en PBS. Cuando las placas se han secado, se
afaden 150 ul/pocillo de liquido de centelleo (MICROSCINT-20™ Packard) y las placas se someten a recuento en un
contador gamma TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones de cada Fab que proporcionan
menos de o igual al 20% de la unién maxima se eligen para su uso en ensayos de union competitiva.

La Kd se puede medir utilizando ensayos de resonancia de plasmoén superficial utilizando BIACORE®-2000 o
BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25°C con chips CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 unidades de
respuesta (UR). Brevemente, se activan chips biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con
Hidrocloruro de N-etil-N-(3-dimetilaminopropiljcarbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) segun las
instrucciones del proveedor. El antigeno se diluye con acetato sédico 10 mM, pH 4,8, a 5 yg/ml (~0,2 uM) antes de la
inyeccion a un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina
acoplada. Después de la inyeccién de antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no han
reaccionado. Para las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones seriadas al doble de Fab o V1H del anticuerpo de
interés (0,78 nM a 500 nM) en tensioactivo PBS con polisorbato 20 al 0,05% (TWEEN-20™) (PBST) a 25°C a un caudal
de aproximadamente 25 pl/min. Las velocidades de asociacién (kon) ¥ las velocidades de disociacion (kott) se calculan
utilizando un modelo de unién de Langmuir uno a uno simple (BIACORE® Soporte I6gico de Evaluacion version 3.2)
ajustando simultdneamente los sensogramas de asociacion y disociacién. La constante de disociacion en equilibrio
(Kd) se calcula como la razén kotttkon. Véase, p. €j., Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si la velocidad de
asociacion supera 10 M s' mediante el ensayo de resonancia de plasmén superficial anterior, la velocidad de
asociacion se puede determinar utilizando una técnica de extincién de la fluorescencia que mide el aumento o
disminucién en la intensidad de emision de fluorescencia (excitacién = 295 nm; emisién = 340 nm, paso de banda de
16 nm)} a 25°C de un anticuerpo anti-antigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones
crecientes de antigeno como se mide en un espectrémetro, tal como un espectrofotdmetro equipado con flujo de
parada (Aviv Instruments) o un espectrofotémetro SLM-AMINCO de serie la 8000™ (ThermoSpectronic) con una
cubeta agitada.
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2. Fragmentos de anticuerpos
El CAR de la invencién comprende sdAb que comprende cada uno un VHH.

En algunos ejemplos, un anticuerpo divulgado en el presente documento es un fragmento de anticuerpo. Los
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2, Fv y scFv, V4H, y
otros fragmentos descritos a continuacién. Para una revision de ciertos fragmentos de anticuerpos, véase Hudson et
al. Nat. Med. 9: 129-134 (2003). Para una revision de fragmentos scFv, véanse, p. gj., Pluckthlin, en The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., (Springer-Verlag, Nueva York), pag. 269-315 (1994);
véanse también el documento WO 93/16185; y las Patentes de Estados Unidos NUm. 5.571.894 y 5.587.458. Para la
discusion de fragmentos Fab y F(ab')2 que comprenden restos de epitopo de unién a receptor de rescate y que tienen
una mayor semivida in vivo, véase Patente de Estados Unidos Num. 5.869.046.

Los dianticuerpos son fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véanse, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9:129-
134 (2003;y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993). Los trianticuerpos y tetraanticuerpos
también son descritos por Hudson et al., en Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los fragmentos de anticuerpo pueden prepararse mediante diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitarse a digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como produccién por células anfitrionas recombinantes (p. €j., E. coli o fago),
como se describe en la presente memoria.

3. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo quimérico. Se describen ciertos anticuerpos quiméricos, p.
ej., en Patente de Estados Unidos Num. 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).
En un ejemplo, un anticuerpo quimérico comprende una region variable no humana (p. ej., una regién variable derivada
de una especie de camélido, tal como llama) y una regiéon constante humana. En un ejemplo adicional, un anticuerpo
quimérico es un anticuerpo "de clase cambiada" en el que la clase o subclase se han cambiado con respecto a la del
anticuerpo parental. Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de union a antigeno de los mismos.

En algunas realizaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, un anticuerpo no
humano se humaniza para reducir la inmunogenicidad para los seres humanos, mientras que conserva la especificidad
y afinidad del anticuerpo no humano parental. Generalmente, un anticuerpo humanizado comprende uno o mas
dominios variables en los que las HVR, p. €j., las CDR (o porciones de las mismas) derivan de un anticuerpo no
humano, y las FR (o porciones de las mismas) derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un anticuerpo
humanizado también comprendera opcionalmente al menos una porcién de una regién constante humana. En algunas
realizaciones, algunos restos de FR en un anticuerpo humanizado se sustituyen por los restos correspondientes de
un anticuerpo no humano (p. €j., el anticuerpo del que derivan los restos de HVR), p. €j., para restaurar o mejorar la
especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los métodos para fabricarlos son revisados, p. €j., por Almagro y Fransson, en Front.
Biosci. 13:1619-1633 (2008), y son descritos adicionalmente, p. ej., por Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988);
Queen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); Patentes de Estados Unidos Num. 5.821.337,
7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describe el injerto de SDR (a-CDR));
Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que describe "técnicas de reconstruccion de la superficie"); Dall'Acqua et
al., Methods 36:43-60 (2005) (que describe "barajado de FR"); y Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et
al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (que describe el enfoque de "seleccién guiada" para el barajado aleatorio de FR).

Las regiones marco humanas que se pueden utilizar para la humanizacién incluyen, pero no se limitan a: regiones
marco seleccionadas utilizando el método de "mejor ajuste" (véase, p. €j., Sims et al. J. Immunol. 151: 2296 (1993));
regiones marco derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo particular de regiones
variables de cadena ligera o pesada (véanse, p. €]., Carter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); y Presta
et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones marco maduras humanas (mutadas somaticamente) o regiones marco
de linea germinal humana (véase, p. €j., Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); y regiones marco
derivadas del escrutinio de bibliotecas de FR (véanse, p. €j., Baca et al., J. Biol. Chem. 272: 10678-10684 (1997) y
Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

En algunas realizaciones, los anticuerpos de dominio Gnico se modifican, por ejemplo, se humanizan, sin disminuir la
afinidad nativa del dominio por el antigeno y mientras se reduce su inmunogenicidad con respecto a una especie
heteréloga. Por ejemplo, los restos de aminoacidos del dominio variable de anticuerpo (VuH) de un anticuerpo de llama
se pueden determinar, y uno o mas de los aminoacidos de Camélido, por ejemplo, en las regiones marco, se
reemplazan por su homoélogo humano como se encuentra en la secuencia consenso humana, sin que ese polipéptido
pierda su caracter tipico, es decir, la humanizacién no afecta significativamente la capacidad de unién al antigeno del
polipéptido resultante. La humanizacién de anticuerpos de dominio Unico de Camélido requiere la introduccién y
mutagénesis de una cantidad limitada de aminoacidos en una sola cadena polipeptidica. Esto contrasta con la
humanizacién de scFv, Fab', (Fab")2 e IgG, que requiere la introduccién de cambios de aminoacidos en dos cadenas,
la cadena ligera y la pesada y la preservacion del ensamblaje de ambas cadenas.
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Los anticuerpos de dominio Unico que comprenden un dominio VuH se pueden humanizar para que tengan secuencias
de tipo humano. En algunas realizaciones, las regiones FR del dominio VuH utilizado en el presente documento
comprenden al menos aproximadamente uno cualquiera de 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o mas de homologia de
secuencia de aminoacidos con regiones marco de Vu humano. Una clase ilustrativa de dominios VuH humanizados
se caracteriza porque los VuH portan un aminodacido del grupo que consiste en glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, serina, treonina, asparragina o glutamina en la posicién
45, tal como, por ejemplo, L45 y un triptéfano en la posicion 103, segun la numeracién de Kabat. Como tales, los
polipéptidos que pertenecen a esta clase muestran una alta homologia de secuencia de aminoacidos con las regiones
marco de Vu humano y dichos polipéptidos se podrian administrar a un ser humano directamente sin esperar una
respuesta inmunitaria no deseada de las mismas, y sin la carga de humanizacion adicional.

Otra clase ilustrativa de anticuerpos humanizados de dominio nico de camélido se ha descrito en el documento WO
03/035694 y contiene restos hidréfobos de FR2 encontrados tipicamente en anticuerpos convencionales de origen
humano o de otras especies, pero compensando esta pérdida de hidrofilia por el resto de arginina cargado en la
posicion 103 que sustituye al resto de triptéfano conservado presente en Vy a partir de anticuerpos de doble cadena.
Como tales, los péptidos que pertenecen a estas dos clases muestran una alta homologia de secuencia de
aminoacidos con las regiones marco de Vu humano y dichos péptidos podrian administrarse a un ser humano
directamente sin esperar una respuesta inmunitaria no deseada de las mismas, y sin la carga de humanizacion
adicional.

4. Anticuerpos humanos

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo humano. Los anticuerpos humanos se pueden producir
utilizando diversos mecanismos conocidos en la técnica. Los anticuerpos humanos son descritos generalmente por
van Dijk y van de Winkel, en Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459
(2008). Los ratones o ratas transgénicos capaces de producir anticuerpos de dominio (inico completamente humanos
son conocidos en la técnica. Véanse, p. €j., los documentos US20090307787A1, Patente de Estados Unidos Num.
8.754.287, US20150289489A1, US20100122358A1 y WO2004049794.

Los anticuerpos humanos se pueden preparar administrando un inmunégeno a un animal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicion antigénica. Tales animales contienen tipicamente todo o una porcién de los loci de
inmunoglobulina humana, que reemplazan los loci de inmunoglobulina endbégena, o que estan presentes
extracromosomicamente o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En tales ratones transgénicos,
los loci de inmunoglobulina endégena generalmente se han inactivado. Para una revision de los métodos para obtener
anticuerpos humanos a partir de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véanse
también, p. ej., las Patentes de Estados Unidos Num. 6.075.181 y 6.150.584 que describen la tecnologia
XENOMOUSE™; Patente de Estados Unidos Nim. 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®; |a Patente de
Estados Unidos Num. 7.041.870 que describe tecnologia K-M MOUSE®, y Publicacién de Solicitud de Patente de
Estados Unidos Num. US 2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones variables
humanas de anticuerpos intactos generados por tales animales se pueden modificar adicionalmente, p. ej., mediante
combinacién con una regién constante humana diferente.

Los anticuerpos humanos también se pueden preparar mediante métodos basados en hibridoma. Se han descrito
lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma de ratdn-humano para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos. Véanse, p. €j., Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, pag. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al., J.
Immunol., 147: 86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados a través de la tecnologia de hibridoma de células B
humanas también son descritos por Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Los métodos
adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en Patente de Estados Unidos Num. 7.189.826 (que describe la
produccién de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (que describe hibridomas de humano-humano). La tecnologia de hibridoma humano
(tecnologia de Trioma) también es descrita por Vollmers y Brandlein, en Histology and Histopathology, 20(3):927-937
(2005) y Vollmers y Brandlein, en Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3): 185-91
(2005).

Los anticuerpos humanos también se pueden generar aislando secuencias de dominio variable de clones de Fv
seleccionadas entre bibliotecas de presentacion en fagos obtenidas de seres humanos. Tales secuencias de dominio
variable se pueden combinar después con un dominio constante humano deseado. A continuacion, se describen
técnicas para seleccionar anticuerpos humanos a partir de bibliotecas de anticuerpos.

Una técnica para obtener secuencias de VyH dirigidas contra un antigeno o diana particulares implica inmunizar
adecuadamente un mamifero transgénico que es capaz de expresar anticuerpos de cadena pesada (es decir, para
originar una respuesta inmunitaria y/o anticuerpos de cadena pesada dirigidos contra dicho antigeno o diana),
obteniendo una muestra biolégica adecuada de dicho mamifero transgénico que contiene (secuencias de acido
nucleico que codifican) dichas secuencias de VuyH (tales como una muestra de sangre, muestra de suero 0 muestra
de células B), y después generar secuencias de VuH dirigidas contra dicho antigeno o diana, partiendo de dicha
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muestra, utilizando cualquier técnica adecuada conocida per se (tal como cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento o una técnica de hibridoma). Por ejemplo, para este propésito, se pueden utilizar los ratones que
expresan anticuerpos de cadena pesada y los métodos y técnicas adicionales descritos en los documentos WO
02/085945, WO 04/049794 y WO 06/008548 y por Janssens et al., en Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 10 de octubre de
2006; 103(41):15130-5. Por ejemplo, tales ratones que expresan anticuerpos de cadena pesada pueden expresar
anticuerpos de cadena pesada con cualquier dominio variable (Unico) adecuado, tales como dominios variables
(Unicos) de fuentes naturales (p. €j., dominios variables humanos (Unicos), dominios variables de Camélido (linicos) o
dominios variables de tiburon (Unicos)), asi como por ejemplo dominios variables sintéticos o semisintéticos (Unicos).

5. Anticuerpos derivados de bibliotecas

Los anticuerpos se pueden aislar mediante escrutinio de bibliotecas combinatorias en busca de anticuerpos con la
actividad o actividades deseadas. Por ejemplo, se conocen en la técnica una variedad de métodos para generar
bibliotecas de presentaciéon en fagos y escrutar tales bibliotecas en busca de anticuerpos que poseen las
caracteristicas de union deseadas. Tales métodos son revisados, p. €j., por Hoogenboom et al. en Methods in
Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001} y adicionalmente descritos, p. €j., por
McCafferty et al., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-
597 (1992); Marks y Bradbury, Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003);
Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004). Se
han descrito métodos para construir bibliotecas de anticuerpos de dominio (nico, por ejemplo, véase la Patente de
Estados Unidos Num. 7371849.

En ciertos métodos de presentacion en fagos, se clonan por separado repertorios de genes de Vi y VL mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en bibliotecas de fagos, que después se
pueden escrutar en busca de fagos de unién a antigeno como describen Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-
455 (1994). Los fagos presentan tipicamente fragmentos de anticuerpo, ya sea como fragmentos Fv de cadena sencilla
(scFv) o como fragmentos Fab. Las bibliotecas de fuentes inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afinidad para
el inmunégeno sin el requisito de construir hibridomas. Alternativamente, el repertorio no expuesto previamente puede
clonarse (p. €j., a partir de ser humano) para proporcionar una unica fuente de anticuerpos contra una amplia gama
de antigenos no propios y también propios sin ninguna inmunizacién como describen Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-
734 (1993). Finalmente, las bibliotecas no expuestas previamente también se pueden preparar sintéticamente
clonando segmentos de genes V no reorganizados de células madre, y utilizando cebadores de PCR que contienen
secuencia aleatoria para codificar las regiones CDR3 altamente variables y para lograr la reorganizacién in vitro, como
describen Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones de patente que describen
bibliotecas de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la Patente de Estados Unidos Num. 5.750.373 y
las Publicaciones de Patente de Estados Unidos Num. 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126,
2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de bibliotecas de anticuerpos humanos se consideran
anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpos humanos en el presente documento.

6. Anticuerpos multiespecificos

Un anticuerpo puede ser un anticuerpo multiespecifico, p. €j., un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos
multiespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos sitios diferentes. Una de las
especificidades de unién puede ser para un antigeno seleccionado del grupo que consiste en CD19, CD20, BCMA y
CD38, y la otra es para cualquier otro antigeno. Los anticuerpos biespecificos se pueden unir a dos epitopos diferentes
de un antigeno seleccionado del grupo que consiste en CD19, CD20, BCMA y CD38. Los anticuerpos biespecificos
también se pueden utilizar para localizar agentes citotéxicos en células que expresan un antigeno seleccionado del
grupo que consiste en CD19, CD20, BCMA y CD38.

Los anticuerpos biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de
anticuerpos. Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, coexpresion
recombinante de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades
(véase Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655
(1991)) y modificacion mediante ingenieria genética de "botén en ojal" (véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos
Nim. 5.731.168). Los anticuerpos multiespecificos también se pueden preparar modificando mediante ingenieria
genética los efectos de la atraccion electrostatica para preparar moléculas heterodiméricas de Fc de anticuerpos
(documento WO 2009/089004A1); entrecruzando dos o0 mas anticuerpos o fragmentos (véanse, p. €j., la Patente de
Estados Unidos Num. 4.676.980 y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)); utilizando cremalleras de leucina para
producir anticuerpos biespecificos (véase, p. ej., Kostelny et al., J. Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)); utilizando
tecnologia de "dianticuerpos” para preparar fragmentos de anticuerpos biespecificos (véase, p. €j., Hollinger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993); y utilizando dimeros de Fv de cadena sencilla (sFv) (véase, p. €j.,
Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)); y preparando anticuerpos triespecificos como describen, p. gj., Tutt et al.
en J. Immunol. 147: 60 (1991); y creando polipéptidos que comprenden anticuerpos de dominio Unico en tdndem
(véanse, p. €j., la Solicitud de Patente de Estados Unidos Nim. 20110028695; y Conrath et al. J. Biol. 2001;
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276(10):7346-50). Los anticuerpos modificados genéticamente con tres 0 mas sitios de unién a antigeno funcionales,
incluyendo "anticuerpos Octopus"”, también se incluyen en el presente documento (véase, p. €j., el documento US
2006/0025576A1).

7. Variantes de anticuerpos

En algunas realizaciones, se contemplan variantes de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos. Por ejemplo,
puede ser deseable mejorar la afinidad de union y/u otras propiedades bioloégicas del anticuerpo. Las variantes de
secuencia de aminoacidos de un anticuerpo se pueden preparar introduciendo modificaciones apropiadas en la
secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo, o mediante sintesis peptidica. Tales modificaciones incluyen,
por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de restos dentro de las secuencias de aminoacidos
del anticuerpo. Se puede realizar cualquier combinacién de delecién, insercién y sustituciéon para llegar a la
construccion final, siempre que la construccién final posea las caracteristicas deseadas, p. €j., unién a antigeno.

a) Variantes de sustitucion, insercion y delecion

En algunas realizaciones, se proporcionan variantes de anticuerpos que tienen una o mas sustituciones de
aminoacidos. Los sitios de interés para mutagénesis por sustitucién incluyen las FR. Las sustituciones conservativas
se muestran en la Tabla 3 bajo el encabezamiento de "Sustituciones preferidas". Se proporcionan cambios mas
sustanciales en la Tabla 3 bajo el encabezamiento de "sustituciones ilustrativas”, y como se describe adicionalmente
mas adelante en referencia a clases de cadenas laterales de aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos pueden
introducirse en un anticuerpo de interés y los productos pueden escrutar para determinar una actividad deseada, p.
€j., unién a antigeno conservada/mejorada, menor inmunogenicidad o mejores ADCC o CDC.

TABLA 3. Sustituciones de aminoacidos

gResto original §Sustituciones ilustrativas ESustituciones preferidas
‘Ala (A) Val; Leu; lle Val
?Arg (R) gLys; Gin; Asn ELys

éAsn (N) gGIn; His; Asp, Lys; Arg EGIn

§Ser; Ala

gAsn; Glu EAsn

gAsp; Gin

§Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina ELeu

%Leu (L) gNorIeucina; lle; Val; Met; Ala; Phe Elle

§Arg; Gin; Asn EArg

§Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr ETyr

‘Pro (P) {Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
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esto original §Sustituciones ilustrativas ESustituciones preferidas
gThr (T) §Val; Ser éSer
| ‘Tyr, Phe Tyr
TerheThrSer ..................................... Phe .......................................

ille; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina ELeu

Los aminoacidos pueden agruparse segun propiedades comunes de la cadena lateral:
(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;
(2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;
(3) acidos: Asp, Glu;
(4) alcalinos: His, Lys, Arg;
(5) restos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.
Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante sustitutiva implica sustituir uno o mas restos de la regién hipervariable de un anticuerpo parental
(p. €j., un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes resultantes seleccionadas para
un estudio adicional tendran modificaciones (p. €j., mejoras) en ciertas propiedades biolégicas (p. €j., mayor afinidad,
menor inmunogenicidad) con relacién al anticuerpo parental y/o habran conservado sustancialmente ciertas
propiedades biologicas del anticuerpo parental. Una variante de sustitucion ilustrativa es un anticuerpo con maduracion
de la afinidad, que se puede generar convenientemente, p. €j., utilizando técnicas de maduracion de afinidad basadas
en la presentacién en fagos tales como las descritas en el presente documento. Brevemente, se pueden mutar uno o
mas restos de HVR y los anticuerpos variantes se presentan en fagos y se escrutan para determinar una actividad
bioldgica particular (p. €j., afinidad de unién).

Se pueden realizar alteraciones (p. €j., sustituciones) en HVR, p. g]., para mejorar la afinidad del anticuerpo. Tales
alteraciones se pueden realizar en "puntos calientes" de HVR, es decir, restos codificados por codones que
experimentan mutacién con una alta frecuencia durante el proceso de maduracién somatica (véase, p. j., Chowdury,
Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008) y/o SDR (a-CDR), sometiéndose a prueba la variante Vn 0 VL resultante para
determinar la afinidad de unién. Se ha descrito la maduracion de la afinidad mediante construccién y reseleccion de
bibliotecas secundarias, p. €j., Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed.,
Human Press, Totowa, NJ, (2001)). En algunos ejemplos de maduracion de la afinidad, se introduce diversidad en los
genes variables elegidos para la maduracién mediante cualquiera de una variedad de métodos (p. €j., PCR propensa
a error, barajado de cadenas o mutagénesis dirigida a oligonucleétidos). A continuacién, se crea una biblioteca
secundaria. La biblioteca se escruta después para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada.
Otro método para introducir diversidad implica enfoques dirigidos por HVR, en los que varios restos de HVR (p. €j., 4-
6 restos a la vez) se distribuyen aleatoriamente. Los restos de HVR implicados en la unién al antigeno pueden
identificarse especificamente, p. ej., utilizando mutagénesis o0 modelado mediante barrido de alanina. A menudo se
seleccionan como diana CDR-H3 y CDR-L3 en particular.

En algunos ejemplos, se pueden producir sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o mas HVR siempre
que tales alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo para unirse al antigeno. Por ejemplo,
las alteraciones conservativas (p. ej., sustituciones conservativas proporcionadas en el presente documento) que no
reducen sustancialmente la afinidad de unién se pueden realizar en las HVR. Tales alteraciones pueden estar fuera
de los "puntos calientes" de las HVR o las CDR. En algunos ejemplos de las secuencias de VyH variantes, cada HVR
o bien no estd alterada, o bien no contiene mas de una, dos o tres sustituciones de aminoacidos.

Un método util para la identificacién de restos o regiones de un anticuerpo que pueden ser elegidos como diana para
mutagénesis se denomina "mutagénesis de barrido de alanina" como describen Cunningham y Wells (1989) Science,
244:1081-1085. En este método, un resto o grupo de restos diana (p. gj., restos cargados tales como Arg, Asp, His,
Lys, y Glu) se identifican y reemplazan por un aminoacido neutro o cargado negativamente (p. €j., alanina o polialanina)
para determinar si la interaccién del anticuerpo con el antigeno esta afectada. Se pueden introducir sustituciones
adicionales en las localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones iniciales.
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Alternativamente, o adicionalmente, una estructura cristalina de un complejo antigeno-anticuerpo para identificar
puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Tales restos de contacto y restos vecinos pueden ser elegidos
como diana o eliminados como candidatos para la sustitucién. Las variantes se pueden escrutar para determinar si
contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminales cuya longitud varia
de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos de
aminoacidos simples o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un resto metionilo
N-terminal. Otras variantes insercionales de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién al extremo N- o C-terminal
del anticuerpo a una enzima (p. €j., para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

b) Variantes de glicosilacion

En algunas realizaciones, el anticuerpo se altera para aumentar o disminuir el grado en que el anticuerpo esta
glicosilado. La adicién o delecion de sitios de glicosilacion a un anticuerpo puede llevarse a cabo convenientemente
alterando la secuencia de aminoacidos de manera que se creen o retiren uno o mas sitios de glicosilacion.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, el carbohidrato anclado a la misma se puede alterar. Los anticuerpos
nativos producidos por células de mamifero comprenden tipicamente un oligosacarido biantenario ramificado que
generalmente esté anclado mediante una conexion N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, p. ej., Wright
et al. TIBTECH 15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, p. ej., manosa, N-
acetilglucosamina (GlcNAc), galactosa y acido sialico, asi como una fucosa anclada a una GlcNAc en el "tallo" de la
estructura de oligosacarido biantenario. En algunas realizaciones, se pueden realizar modificaciones del oligosacarido
en un anticuerpo con el fin de crear variantes de anticuerpo con ciertas propiedades mejoradas.

Las variantes de anticuerpo pueden tener una estructura de carbohidrato que carece de fucosa anclada (directa o
indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en tal anticuerpo puede ser de 1% a 80%, de 1%
a 65%, de 5% a 65% o de 20% a 40%. La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio de fucosa
dentro de la cadena de azlcar en Asn297, con relacién a la suma de todas las glicoestructuras ancladas a Asn 297
(p- €j., estructuras complejas, hibridas y de alto contenido de manosa) medidas por espectrometria de masas MALDI-
TOF, como se describe en el documento WO 2008/077546, por ejemplo. Asn297 se refiere al resto de asparragina
localizado en aproximadamente la posicién 297 en la regién Fc (numeracion EU de los restos de la region Fc); sin
embargo, Asn297 también puede localizarse aproximadamente + 3 aminoacidos aguas arriba o aguas abajo de la
posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a variaciones de secuencia menores en los anticuerpos.
Tales variantes de fucosilacion pueden tener funcién ADCC mejorada. Véanse, p. €j., las Publicaciones de Patente de
Estados Unidos Num. US 2003/0157108 (Presta, L.}; US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos
de publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpos "desfucosiladas” o "con deficiencia de fucosa" incluyen:
los documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US
2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO
2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; W02005/053742; W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol.
336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de lineas celulares
capaces de producir anticuerpos desfucosilados incluyen células CHO Lec13 con deficiencia de fucosilacién de
proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); Solicitud de patente de Estados Unidos Num. US
2003/0157108 A1, Presta, L; y documento WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el Ejemplo 11}, y
lineas celulares de inactivacion genética, tales como el gen de alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células CHO con
inactivacion génica (véase, p. €j., Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol.
Bioeng., 94(4):680-688 (2006); y documento W02003/085107).

Las variantes de anticuerpos se proporcionan adicionalmente con oligosacaridos bisectados, p. €j., en los que un
oligosacarido biantenario anclado a la regién Fc del anticuerpo biseca GIcNAc. Tales variantes de anticuerpos pueden
tener fucosilacién reducida y/o funcion ADCC mejorada. Se describen ejemplos de tales variantes de anticuerpos, p.
€j., en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); la Patente de Estados Unidos Num. 6.602.684 (Umana et
al. y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se proporcionan variantes de anticuerpos con al menos
un resto de galactosa en el oligosacarido anclado a la region Fc. Tales variantes de anticuerpos pueden tener funcién
CDC mejorada. Se describen tales variantes de anticuerpos, p. €j., en el documento WO 1997/30087 (Patel et al.); el
documento WO 1998/58964 (Raju, S.); y el documento WO 1999/22764 (Raju, S.).

¢) Variantes de la reqion Fc

Se pueden introducir una o mas modificaciones de aminoacidos en la regién Fc de un anticuerpo, generando de este
modo una variante de la regién Fc. La variante de la regiéon Fc puede comprender una secuencia de la regién Fc
humana (p. €j., una region Fc de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacién de aminoacidos
(p. €j., una sustitucién) en una 0 mas posiciones de aminoacidos.

Una variante de anticuerpo puede poseer algunas, pero no todas las funciones efectoras, lo que lo convierte en un
candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida del anticuerpo in vivo es importante, aunque ciertas
funciones efectoras (tales como complemento y ADCC) sean innecesarias o perjudiciales. Se pueden llevar a cabo

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2984 851 T3

ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la reduccién/agotamiento de las actividades CDC y/o ADCC.
Por ejemplo, se pueden realizar ensayos de unién al receptor de Fc (FCR) para asegurar que el anticuerpo carece de
unién a FcyR (por lo tanto, probablemente carece de actividad ADCC), pero conserva la capacidad de unién a FcRn.
Las células primarias para mediar en ADCC, células NK, expresan Fc(RIll solamente, mientras que los monocitos
expresan Fc(RI, Fc(RIl y Fc(RIIl. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la
pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Los ejemplos no limitantes de ensayos in vitro
para evaluar la actividad ADCC de una molécula de interés se describen en la Patente de Estados Unidos Num.
5.500.362 (véase, p. €]., Hellstrom, |. et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361
(1987)). Alternativamente, se pueden emplear métodos de ensayos no radiactivos (véase, por ejemplo, Ensayo de
citotoxicidad no radiactivo para citometria de flujo ACTI™ (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y Ensayo de
citotoxicidad no radiactiva CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras Utiles para tales ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células Asesinas Naturales (NK). Alternativamente, o
adicionalmente, se puede evaluar la actividad ADCC de la molécula de interés in vivo, p. ej., en un modelo animal tal
como el divulgado por Clynes et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También se pueden llevar a cabo
ensayos de union a C1q para confirmar que el anticuerpo es incapaz de unirse a C1q y por lo tanto carece de actividad
CDC. Véase, p. €j., ELISA de unién a C1q y C3c en dos documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para
evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC (véanse, por ejemplo, Gazzano-Santoro
et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood 101: 1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M.J.
Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). Las determinaciones de la Unién a FcRn y el aclaramiento/semivida in vivo
también se pueden realizar utilizando métodos conocidos en la técnica (véase, p. €j., Petkova, S.B. et al., Intl. Inmunol.
18(12): 1759-1769 (2006)).

Los anticuerpos con funcion efectora reducida incluyen aquellos con sustitucion de uno o mas de los restos de la
regién Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (Patente de Estados Unidos Num. 6.737.056). Tales mutantes de Fc
incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas de las posiciones de aminoacidos 265, 269, 270, 297 y 327,
incluyendo el denominado mutante de Fc "DANA" con sustitucién de los restos 265 y 297 por alanina (Patente de
Estados Unidos Num. 7.332.581).

Se describen ciertas variantes de anticuerpos con union mejorada o disminuida a los FcR. (Véanse, p. €j., Patente de
Estados Unidos Num. 6.737.056; el documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604
(2001)).

Una variante de anticuerpo puede comprender una region Fc con una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran
la ADCC, p. €j., sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la regién Fc (numeracion EU de restos).

Se pueden realizar alteraciones en la regién Fc que dan como resultado una unién a C1q y/o una citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) alteradas (es decir, mejoradas o disminuidas), p. €j., como se describe en la
Patente de Estados Unidos NUm. 6.194.551, el documento WO 99/51642 y Idusogie et al. J. Immunol. 164: 4178-4184
(2000).

Los anticuerpos con semividas aumentadas y unién mejorada al receptor de Fc neonatal (FcRn), que es responsable
de la transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249
(1994)), se describen en el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.). Esos anticuerpos comprenden una regién
Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la unién de la regién Fc a FcRn. Tales variantes de Fc
incluyen aquellas con sustituciones en uno o méas de los restos de la region Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303, 305,
307, 311,312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 0 434, p. ej., sustitucién del resto 434 de la region
Fc (Patente de Estados Unidos Num. 7.371.826).

Véase también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); Patente de Estados Unidos Nim. 5.648.260; Patente de
Estados Unidos Num. 5.624.821; y documento WO 94/29351 con respecto a otros ejemplos de variantes de la regién
Fc.

d) Variantes de anticuerpos modificados mediante ingenieria genética con cisteina

En algunas realizaciones, puede ser deseable crear anticuerpos modificados mediante ingenieria genética con
cisteina, p. ej., "TioMAb", en los que uno o mas restos de un anticuerpo estan sustituidos por restos de cisteina. En
realizaciones particulares, los restos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo. Sustituyendo esos
restos por cisteina, los grupos tiol reactivos se colocan de ese modo en sitios accesibles del anticuerpo y se pueden
utilizar para conjugar el anticuerpo con otros radicales, tales como radicales de farmaco o radicales de conector-
farmaco, para crear un producto inmunoconjugado, como se describe adicionalmente en el presente documento. En
algunas realizaciones, se pueden sustituir por cisteina uno cualquiera o mas de los siguientes restos: A118
(numeracion de EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion de EU) de la region Fc de la cadena pesada. Los
anticuerpos modificados mediante ingenieria genética con cisteina se pueden generar como se describe, p. €j., en
Patente de Estados Unidos Num. 7.521.541.
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e) Derivados de anticuerpos

En algunas realizaciones, el anticuerpo se puede modificar adicionalmente para contener radicales no proteinaceos
adicionales que se conocen en la técnica y estan faciimente disponibles. Los radicales adecuados para la
derivatizacion del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de
polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano,
poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros
aleatorios) y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de
oxido de prolipropileno/6xido de etileno, polioles polioxietilados (p. €j., glicerol), poli(alcohol vinilico), y mezclas de los
mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricaciéon debido a su estabilidad en agua.
El polimero puede tener cualquier peso molecular, y puede ser ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros
anclados al anticuerpo puede variar, y si se ancla mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En
general, el nimero y/o tipo de polimeros utilizados para la derivatizacion se pueden determinar basandose en
consideraciones que incluyen, pero sin limitacion, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo que se va a
mejorar, si el derivado de anticuerpo se utilizara en una terapia en condiciones definidas, etc.

En algunas realizaciones, existen productos conjugados de un anticuerpo y un radical no proteinaceo que pueden
calentarse selectivamente por exposicion a radiacién. En algunas realizaciones, el radical no proteinaceo es un
nanotubo de carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La radiacién puede ser de
cualquier longitud de onda, e incluye, pero no se limita a, longitudes de onda que no dafian las células ordinarias, pero
que calientan el radical no proteinaceo a una temperatura a la que se destruyen las células proximales al radical no
proteinaceo de anticuerpo.

Métodos de preparacion

Los anticuerpos (tales como anticuerpos de dominio Gnico) descritos en el presente documento se pueden preparar
utilizando cualquier método conocido en la técnica o como se describe en el presente documento.

Se han descrito métodos para preparar anticuerpos de dominio Unico. Véase, por ejemplo, Els Pardon et al, Nature
Protocol, 2014; 9(3): 674. Los anticuerpos de dominio Unico (tales como VxH) se pueden obtener utilizando métodos
conocidos en la técnica tales como inmunizacién de especies de Camélido (tales como camello o llama) y obtencién
de hibridomas a partir de los mismos, o mediante clonaciéon de una biblioteca de anticuerpos de dominio Unico
utilizando mecanismos de biologia molecular conocidos en la técnica y seleccion posterior mediante ELISA con clones
individuales de bibliotecas no seleccionadas o utilizando presentacién en fagos.

Para la produccion recombinante de los anticuerpos de dominio Unico, los acidos nucleicos que codifican los
anticuerpos de dominio Unico se aislan y se insertan en un vector replicable para clonacion adicional (amplificacién
del ADN) o para expresion. El ADN que codifica el anticuerpo de dominio Unico se aisla y secuencia facilmente
utilizando procedimientos convencionales (p. €j., utilizando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo). Muchos vectores estan
disponibles. La eleccion del vector depende en parte de la célula anfitriona que se vaya a utilizar. Generalmente, las
células anfitrionas preferidas son de origen procariético o eucaribtico (generalmente mamifero).

1. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se producen generalmente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas (sc)
o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser Util conjugar el antigeno relevante a una
proteina que es inmunogénica en la especie que se va a inmunizar, p. ej., hemocianina de lapa californiana (KLH),
albumina sérica, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja, utilizando un agente bifuncional o derivatizante,
p. €j., éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de restos de cisteina), N-hidroxisuccinimida
(a través de restos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOClo 0 R'N=C=NR, donde R y R' son
independientemente grupos alquilo inferior. Los ejemplos de adyuvantes que se pueden emplear incluyen adyuvante
completo de Freund y adyuvante MPL-TDM (monofosforil lipido A, dicorinomicolato de trehalosa sintético). El protocolo
de inmunizacién puede ser seleccionado por un experto en la técnica sin experimentacion excesiva.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, productos conjugados inmunogénicos o derivados combinando, p. gj.,
100 pg o 5 ug de la proteina o producto conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes de
adyuvante completo de Freund e inyectando la solucién intradérmicamente en miltiples sitios. Un mes después, los
animales se refuerzan con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o producto conjugado en adyuvante completo
de Freund mediante inyeccion subcutanea en mdltiples sitios. De siete a catorce dias después, los animales se
sangran y el suero se analiza para determinar el titulo de anticuerpos. Los animales se refuerzan hasta que el titulo
se estabiliza. Los productos conjugados también se pueden preparar en cultivo celular recombinante como fusiones
de proteinas. Ademas, los agentes agregantes tales como alumbre son adecuados para potenciar la respuesta
inmunitaria.
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2. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se obtienen de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir,
los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales
y/0 modificaciones postraduccionales (p. ej., isomerizaciones, amidaciones) que pueden estar presentes en
cantidades menores. Por lo tanto, el modificador "monoclonal” indica que el caracter del anticuerpo no es una mezcla
de anticuerpos discretos.

Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden preparar utilizando el método de hibridoma descrito por primera
vez por Kohler et al., Nature, 256:495 (1975), o se puede preparar mediante métodos de ADN recombinante (Patente
de Estados Unidos Num. 4.816.567).

En el método del hibridoma, un ratén u otro animal anfitribn apropiado, tal como un hamster, se inmunizan como se
ha descrito anteriormente en el presente documento para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir
anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina utilizada para la inmunizacion. Alternativamente, los linfocitos
se pueden inmunizar in vitro. Los linfocitos se fusionan después con células de mieloma utilizando un agente de fusién
adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles
and Practice, pag. 59-103 (Academic Press, 1986).

El agente inmunizante incluira tipicamente la proteina antigénica o una variante de fusion de la misma. Generalmente,
se utilizan linfocitos de sangre periférica ("PBL") si se desean células de origen humano, o se utilizan células de bazo
o células de ganglios linfaticos si se desean fuentes de mamiferos no humanos. Los linfocitos se fusionan después
con una linea celular inmortalizada utilizando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una
célula de hibridoma. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press (1986}, pag. 59-103.

Las lineas celulares inmortalizadas son normalmente células de mamifero transformadas, particularmente células de
mieloma de origen de roedor, bovino y humano. Normalmente, se emplean lineas celulares de mieloma de rata o
ratén. Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y cultivan en un medio de cultivo adecuado que contiene
preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células de mieloma parentales
no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil
transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluira tipicamente hipoxantina, aminopterina,
y timidina (medio HAT), que son sustancias que previenen el crecimiento de células con deficiencia de HGPRT.

Las células de mieloma inmortalizadas preferidas son aquellas que se fusionan eficazmente, soportan un alto nivel de
produccién estable de anticuerpo por las células productoras de anticuerpo seleccionadas, y son sensibles a un medio
tal como medio HAT. Entre éstas, se prefieren lineas de mieloma murino, tales como las derivadas de tumores de
raton MOPC-21 y MPC-11 disponibles en el Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, CA, EE.UU., y células
SP-2 (y derivados de las mismas, p. gj., X63-Ag8-653) disponible en la American Type Culture Collection, Manassas,
VA, EE.UU. Las lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma de ratén-humano también se han descrito para
la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al.,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pag. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

El medio de cultivo en donde crecen las células de hibridoma se somete a ensayo para determinar la produccién de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de anticuerpos
monoclonales producidos por células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacién o por un ensayo de unién in
vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma puede someter a ensayo para determinar la presencia
de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno deseado. Preferiblemente, la afinidad y especificidad de
union del anticuerpo monoclonal se pueden determinar por inmunoprecipitaciéon o por un ensayo de union in vitro, tal
como radioinmunoensayo (RIA)} o ensayo ligado a enzimas (ELISA). Tales técnicas y ensayos son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, la afinidad de unién se puede determinar mediante el analisis Scatchard de Munson et al., Anal.
Biochem., 107:220 (1980).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar mediante procedimientos de dilucién limitante y cultivar mediante métodos
convencionales (Goding, citado anteriormente). Los medios de cultivo adecuados para este propésito incluyen, por
ejemplo, medio D-MEM o RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como tumores en
un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, fluido
ascitico, o suero mediante procedimientos de purificaciéon de inmunoglobulina convencionales tales como, por ejemplo,
proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden preparar mediante métodos de ADN recombinante, tales como los
descritos en la Patente de Estados Unidos Nim. 4.816.567 y como se ha descrito anteriormente. El ADN que codifica
los anticuerpos monoclonales se aisla y secuencia facilmente utilizando procedimientos convencionales (p. ej.,
utilizando sondas oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas
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pesada y ligera de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma sirven como una fuente preferida de tal ADN. Una
vez aislado, el ADN se puede colocar en vectores de expresion, que después se transfectan a células anfitrionas tales
como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma que
de otro modo no producen proteina inmunoglobulina, con el fin de sintetizar anticuerpos monoclonales en tales células
anfitrionas recombinantes. Los articulos de revision sobre la expresion recombinante en bacterias de ADN que codifica
el anticuerpo incluyen Skerra et al., Curr. Opinién in Immunol., 5: 256-262 (1993) y Pluckthun, /mmunol Revs. 130:151-
188 (1992).

Los anticuerpos se pueden aislar de bibliotecas de fagos de anticuerpos generadas utilizando las técnicas descritas
por McCafferty et al., en Nature, 348:552-554 (1990). Clackson et al., en Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al.,
en J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991} describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente,
utilizando bibliotecas de fagos. Publicaciones posteriores describen la producciéon de anticuerpos humanos de alta
afinidad (rango nM) mediante barajado de cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10:779-783 (1992) asi como la
infeccion combinatoria y la recombinacion in vivo como estrategia para construir bibliotecas de fagos muy grandes
(Waterhouse et al., Nucl. Acids Res., 21:2265-2266 (1993)). Por tanto, estas técnicas son alternativas viables a las
técnicas tradicionales de hibridoma de anticuerpos monoclonales para el aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también se puede modificar, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante por dominios constantes de
cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuencias murinas homélogas (Patente de Estados Unidos Num.
4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 81:6851 (1984)) o uniendo covalentemente a la secuencia
codificante de inmunoglobulina toda o parte de la secuencia codificante para un polipéptido distinto de
inmunoglobulina. Tipicamente, tales polipéptidos distintos de inmunoglobulina se sustituyen por los dominios
constantes de un anticuerpo, o se sustituyen por los dominios variables de un sitio de combinacién con antigeno de
un anticuerpo para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacién con antigeno que
tiene especificidad por un antigeno y otro sitio de combinacion con antigeno que tiene especificidad por un antigeno
diferente.

Los anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento pueden ser monovalentes, cuya preparacion es
bien conocida en la técnica. Por ejemplo, un método implica la expresion recombinante de la cadena ligera de
inmunoglobulina y una cadena pesada modificada. La cadena pesada se trunca generalmente en cualquier punto de
la region Fc para evitar el entrecruzamiento de la cadena pesada. Alternativamente, los restos de cisteina relevantes
se pueden sustituir por otro resto de aminoacido o se suprimen para prevenir el entrecruzamiento. Los métodos in vitro
también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. La digestién de anticuerpos para producir
fragmentos de los mismos, particularmente fragmentos Fab, se puede realizar utilizando mecanismos rutinarios
conocidos en la técnica.

Los anticuerpos quiméricos o hibridos también se pueden preparar in vitro utilizando métodos conocidos en la quimica
de proteinas sintéticas, incluyendo los que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo, las inmunotoxinas se
pueden construir utilizando una reaccién de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter. Los ejemplos de
reactivos adecuados para este propésito incluyen iminotiolato y 4-mercaptobutirimidato de metilo.

3. Produccion recombinante en células procariéticas
a) Construccion de vectores

Las secuencias de acido polinucleico que codifican los anticuerpos utilizados en la invencion se pueden obtener
utilizando técnicas recombinantes convencionales. Las secuencias de acidos polinucleicos deseadas se pueden aislar
y secuenciar a partir de células productoras de anticuerpos tales como células de hibridoma. Alternativamente, los
polinucleétidos se pueden sintetizar utilizando un sintetizador de nucleotidos o técnicas de PCR. Una vez obtenidas,
las secuencias que codifican los polipéptidos se insertan en un vector recombinante capaz de replicar y expresar
polinucleétidos heterélogos en anfitriones procaridticos. Se pueden utilizar vectores que estan disponibles y son
conocidos en la técnica para el proposito de la presente invencién. La seleccién de un vector apropiado dependera
principalmente del tamafio de los &cidos nucleicos que se van a insertar en el vector y de la célula anfitriona particular
que se va a transformar con el vector. Cada vector contiene diversos componentes, dependiendo de su funcién
(amplificacion o expresién de polinucleétidos heter6logos, o ambas) y su compatibilidad con la célula anfitriona
particular en donde reside. Los componentes del vector incluyen generalmente, pero no se limitan a: un origen de
replicacion, un gen marcador de seleccién, un promotor, un sitio de unién a ribosoma (RBS), una secuencia sefial, el
inserto de acido nucleico heterélogo y una secuencia de terminacién de la transcripcién.

En general, los vectores plasmidicos que contienen secuencias de replicon y de control que derivan de especies
compatibles con la célula anfitriona se utilizan con relacién a estos anfitriones. El vector porta ordinariamente un sitio
de replicacion, asi como secuencias marcadoras que son capaces de proporcionar seleccion fenotipica en células
transformadas. Por ejemplo, E. coli se transforma tipicamente utilizando pBR322, un plasmido derivado de una especie
de E. coli. pBR322 contiene genes que codifican resistencia a ampicilina (Amp) y tetraciclina (Tet) y por tanto
proporciona medios faciles para identificar células transformadas. pBR322, sus derivados, u otros plasmidos
microbianos o bacteriéfagos también pueden contener, o0 modificarse para que contengan, promotores que se pueden
utilizar por el organismo microbiano para la expresion de proteinas endégenas. Los ejemplos de derivados de pBR322
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utilizados para la expresién de anticuerpos particulares son descritos en detalle por Carter et al., en la Patente de
Estados Unidos Num. 5.648.237.

Ademas, los vectores de fagos que contienen secuencias de replicén y control que son compatibles con el
microorganismo anfitrion se pueden utilizar como vectores transformantes con relacién a estos anfitriones. Por
ejemplo, se pueden utilizar bacteriéfagos tales como GEM™-11 para la elaboracion de un vector recombinante que se
pueden utilizar para transformar células anfitrionas susceptibles tales como E. coli LE392.

El vector de expresion puede comprender dos o mas pares de promotor-cistron, que codifican cada uno de los
componentes polipeptidicos. Un promotor es una secuencia reguladora no traducida localizada aguas arriba (5') de un
cistron que modula su expresién. Los promotores procariticos se incluyen tipicamente en dos clases, inducibles y
constitutivos. El promotor inducible es un promotor que inicia el aumento de niveles de transcripcién del cistron bajo
su control en respuesta a cambios en la condicién de cultivo, p. €j., presencia o ausencia de un nutriente o un cambio
de temperatura.

Se conoce bien un gran numero de promotores reconocidos por una variedad de células anfitrionas potenciales. El
promotor seleccionado puede estar conectado operablemente al ADN del cistrén que codifica la cadena ligera o
pesada eliminando el promotor del ADN fuente mediante digestién con enzimas de restriccion e insertando la
secuencia promotora aislada en el vector. Se pueden utilizar tanto la secuencia promotora nativa como muchos
promotores heterblogos para dirigir la amplificacion y/o expresion de los genes diana. Se pueden utilizar promotores
heter6logos, ya que generalmente permiten una mayor transcripcion y mayores rendimientos del gen diana expresado
en comparacion con el promotor del polipéptido diana nativo.

Los promotores adecuados para su uso con anfitriones procariéticos incluyen el promotor PhoA, los sistemas
promotores de la galactamasa y lactosa, un sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el
promotor tac o el trc. Sin embargo, también son adecuados otros promotores que son funcionales en bacterias (tales
como otros promotores bacterianos o de fagos conocidos). Sus secuencias de acido nucleico han sido publicadas,
permitiendo de este modo a un experto en la técnica ligarlas operablemente a cistrones que codifican las cadenas
ligera y pesada diana (Siebenlist et al. (1980) Cell 20: 269) utilizando conectores o0 adaptadores para suministrar
cualquier sitio de restriccién requerido.

En un aspecto, cada cistrén dentro del vector recombinante comprende un componente de secuencia sefial de
secrecién que dirige la translocacién de los polipéptidos expresados a través de una membrana. En general, la
secuencia sefial puede ser un componente del vector, o puede ser una parte del ADN del polipéptido diana que se
inserta en el vector. La secuencia sefial seleccionada para el propoésito de esta invencién debe ser una que sea
reconocida y procesada (es decir, escindida por una peptidasa sefial) por la célula anfitriona. Para células anfitrionas
procariéticas que no reconocen ni procesan las secuencias sefial nativas para los polipéptidos heterélogos, la
secuencia sefial se sustituye por una secuencia sefial procaribtica seleccionada, por ejemplo, del grupo que consiste
en fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp, o lideres de enterotoxina Il termoestable (STIl), LamB, PhoE, PelB, OmpA y
MBP. Las secuencias sefial utilizadas en ambos cistrones del sistema de expresién pueden ser secuencias sefial STII
o variantes de las mismas.

La produccién de anticuerpos puede ocurrir en el citoplasma de la célula anfitriona, y por lo tanto no requiere la
presencia de secuencias sefial de secrecién dentro de cada cistron. Los componentes polipeptidicos, tales como el
polipéptido que codifica el dominio Vr de la primera porcion de union a antigeno fusionado opcionalmente a la segunda
porcion de unién a antigeno, y el polipéptido que codifica el dominio VL de la primera porcién de union a antigeno
opcionalmente fusionado a la segunda porcién de unién a antigeno, se pueden expresar, plegar y ensamblar para
formar anticuerpos funcionales dentro del citoplasma. Ciertas cepas anfitrionas (p. €j., las cepas trxB- de E. coli)
proporcionan condiciones citoplasmaticas que son favorables para la formacion de enlaces disulfuro, permitiendo de
este modo el plegamiento y ensamblaje apropiados de las subunidades proteicas expresadas. Proba y Pluckthun
Gene, 159:203 (1995).

Se divulga un sistema de expresion en el que la razén cuantitativa de los componentes polipeptidicos expresados se
puede modular con el fin de maximizar el rendimiento de los anticuerpos secretados y ensamblados adecuadamente.
Tal modulacién se logra al menos en parte modulando simultaneamente las fuerzas traduccionales para los
componentes polipeptidicos. Una técnica para modular la fuerza traduccional es divulgada por Simmons et al., en la
Patente de Estados Unidos NUm. 5.840.523. Utiliza variantes de la region de iniciacion traduccional (TIR) dentro de
un cistron. Para una TIR dada, se puede crear una serie de variantes de secuencias de aminoacidos o de acidos
nucleicos con un rango de fuerzas traduccionales, proporcionando de este modo un medio conveniente mediante el
cual ajustar este factor para el nivel de expresién deseado de la cadena especifica. Las variantes de TIR pueden
generarse mediante técnicas de mutagénesis convencionales que dan como resultado cambios de codén que pueden
alterar la secuencia de aminoacidos, aunque se prefieren cambios silenciosos en la secuencia de acido nucleico. Las
alteraciones en la TIR pueden incluir, por ejemplo, alteraciones en el nimero o0 el espaciado de secuencias de Shine-
Dalgarno, junto con alteraciones en la secuencia sefial. Un método para generar secuencias sefial mutantes es la
generacion de un "banco de codones" al comienzo de una secuencia codificante que no cambia la secuencia de
aminoacidos de la secuencia sefial (es decir, los cambios son silenciosos). Esto se puede conseguir cambiando la
tercera posicion de nucleétido de cada codon; adicionalmente, algunos aminoacidos, tales como leucina, serina y
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arginina, tienen mdltiples primera y segunda posiciones que pueden afiadir complejidad al elaborar el banco. Este
método de mutagénesis es descrito en detalle por Yansura et al. (1992} en METHODS: A Companion to Methods in
Enzymol. 4:151-158.

Preferiblemente, se genera un conjunto de vectores con un rango de intensidades de TIR para cada cistrén en el
mismo. Este conjunto limitado proporciona una comparacién de los niveles de expresién de cada cadena, asi como el
rendimiento de los productos proteicos deseados en diversas combinaciones de fuerza de TIR. Las fuerzas de TIR se
pueden determinar cuantificando el nivel de expresién de un gen informador como describen en detalle Simmons et
al. en la Patente de Estados Unidos Num. 5.840.523. Basandose en la comparacion de la fuerza traduccional, se
seleccionan las TIR individuales deseadas para combinarse en las construcciones del vector de expresion.

b) Células anfitrionas procarioticas.

Las células anfitrionas procariéticas adecuadas para expresar los anticuerpos incluyen Arqueobacterias y Eubacterias,
tales como organismos Gram negativos o Gram positivos. Los ejemplos de bacterias Utiles incluyen Escherichia (p.
ej., E. coli), Bacilli (p. €j., B. subtilis), Enterobacterias, especies de (p. €j., P. aeruginosa), Salmonella typhimurium,
Serratia marcescens, Klebsiella, Proteus, Shigella, Rhizobia, Vitreoscilla, o Paracoccus. En algunas realizaciones, se
utilizan células gram negativas. En un ejemplo se utilizan células de E. coli como anfitriones.

Los ejemplos de cepas de E. coli incluyen la cepa W3110 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2
(Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), pag. 1190-1219; Depésito ATCC Num. 27, 325) y
derivados de la misma, incluyendo la cepa 33D3 que tiene el genotipo W3110 AfhuA (AtonA) ptr3 lac Iq lacL8 AompT
A (nmpc-fepE) degP41kanR (Patente de Estados Unidos Nim. 5.639.635). Otras cepas y derivados de las mismas,
tales como E. coli 294 (ATCC 31.4486), E. coli B, E. coli 1776 (ATCC 31.537) y E. coli RV308 (ATCC 31.608) también
son adecuados. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes. Los métodos para construir derivados de
cualquiera de las bacterias mencionadas anteriormente que tienen genotipos definidos son conocidos en la técnica y
son descritos, por ejemplo, por Bass et al., Proteins, 8:309-314 (1990). Generalmente es necesario seleccionar las
bacterias apropiadas teniendo en cuenta la replicabilidad del replicon en las células de una bacteria. Por ejemplo, se
pueden utilizar adecuadamente especies de E. coli, Serratia, o Salmonella como anfitrién cuando se utilizan plasmidos
bien conocidos tales como pBR322, pBR325, pACYC177 o pKN410 para suministrar el replicon.

Tipicamente, la célula anfitriona debe secretar cantidades minimas de enzimas proteoliticas, y pueden incorporarse
deseablemente inhibidores de proteasa adicionales al cultivo celular.

¢) Produccion de proteinas

Las células anfitrionas se transforman con los vectores de expresién descritos anteriormente y se cultivan en medios
nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o
amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas. Transformacion significa introducir ADN en el anfitrion
procariético de manera que el ADN sea replicable, bien como un elemento extracromosémico o bien como un
integrante cromosomico. Dependiendo de la célula anfitriona utilizada, la transformacién se realiza utilizando técnicas
convencionales apropiadas para tales células. El tratamiento con calcio que emplea cloruro de calcio se utiliza
generalmente para células bacterianas que contienen barreras sustanciales de la pared celular. Otro método para la
transformacién emplea polietilenglicol/DMSQ. Otra técnica utilizada adicional es la electroporacién.

Las células procaritticas utilizadas para producir los anticuerpos se cultivan en medios conocidos en la técnica y
adecuados para el cultivo de las células anfitrionas seleccionadas. Los ejemplos de medios adecuados incluyen caldo
Luria (LB) mas los suplementos nutrientes necesarios. En algunos ejemplos, los medios también contienen un agente
de seleccion, elegido basandose en la construccién del vector de expresion, para permitir selectivamente el
crecimiento de células procariéticas que contienen el vector de expresion. Por ejemplo, se afiade ampicilina a los
medios para el crecimiento de células que expresan el gen resistente a ampicilina.

También se puede incluir cualquier suplemento necesario ademas de fuentes de carbono, nitrogeno y fosfato
inorganico a concentraciones apropiadas introducidas solas o como una mezcla con otro suplemento o medio tal como
una fuente de nitrégeno compleja. Opcionalmente, el medio de cultivo puede contener uno o0 méas agentes reductores
seleccionados del grupo que consiste en glutation, cisteina, cistamina, tioglicolato, ditioeritritol y ditiotreitol.

Las células anfitrionas procaridticas se cultivan a temperaturas adecuadas. Para el crecimiento de E. coli, por ejemplo,
la temperatura preferida varia de aproximadamente 20°C a aproximadamente 39°C, mas preferiblemente de
aproximadamente 25°C a aproximadamente 37°C, incluso mas preferiblemente a aproximadamente 30°C. El pH del
medio puede ser cualquier pH que varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, dependiendo principalmente
del organismo anfitrién. Para E. coli, el pH es preferiblemente de aproximadamente 6,8 a aproximadamente 7,4, y mas
preferiblemente aproximadamente 7,0.

Si se utiliza un promotor inducible en el vector de expresion, la expresién de la proteina se induce en condiciones
adecuadas para la activacién del promotor. En un aspecto, los promotores PhoA se utilizan para controlar la
transcripcién de los polipéptidos. Por consiguiente, las células anfitrionas transformadas se cultivan en un medio
limitante de fosfato para la induccién. Preferiblemente, el medio limitante de fosfato es el medio C.R.A.P (véase, p. €j.,
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Simmons et al., J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147). Se puede utilizar una variedad de otros inductores, segin
la construccién de vector empleada, como se conoce en la técnica.

Los anticuerpos expresados se secretan y se recuperan del periplasma de las células anfitrionas. La recuperacién de
proteinas implica tipicamente la rotura del microorganismo, generalmente por medios tales como choque osmético,
sonicacion o lisis. Una vez que las células se rompen, los restos celulares o células completas se pueden eliminar por
centrifugacion o filtracién. Las proteinas se pueden purificar adicionalmente, por ejemplo, mediante cromatografia con
resinas de afinidad. Alternativamente, las proteinas pueden transportarse al medio de cultivo y aislarse en el mismo.
Las células se pueden eliminar del cultivo y el sobrenadante del cultivo se puede filtrar y concentrar para la purificacién
adicional de las proteinas producidas. Los polipéptidos expresados se pueden aislar e identificar adicionalmente
utilizando métodos conocidos cominmente tales como electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y ensayo de
transferencia Western.

Alternativamente, la produccién de proteinas se realiza en gran cantidad mediante un proceso de fermentacion. Para
la produccién de proteinas recombinantes estan disponibles diversos procedimientos de fermentacién discontinua a
gran escala. Las fermentaciones a gran escala tienen al menos 1000 litros de capacidad, preferiblemente
aproximadamente 1.000 a 100.000 litros de capacidad. Estos fermentadores utilizan impulsores agitadores para
distribuir oxigeno y nutrientes, especialmente glucosa (la fuente de carbono/energia preferida). La fermentacién a
pequefia escala se refiere generalmente a la fermentaciéon en un fermentador que no tiene mas de aproximadamente
100 litros de capacidad volumétrica, y puede variar de aproximadamente 1 litro a aproximadamente 100 litros.

Durante el proceso de fermentacion, la induccién de la expresion de proteinas se inicia tipicamente después de que
las células se hayan cultivado en condiciones adecuadas hasta una densidad deseada, p. €j., una DOsso de
aproximadamente 180-220, en cuya fase las células estan en la fase estacionaria temprana. Se puede utilizar una
variedad de inductores, segun la construccion de vector empleada, como se conoce en la técnica y se describe
anteriormente. Las células se pueden cultivar durante periodos mas cortos antes de la induccion. Las células se
inducen normalmente durante aproximadamente 12-50 horas, aunque se puede utilizar un tiempo de induccién mas
largo o mas corto.

Para mejorar el rendimiento de produccién y la calidad de los anticuerpos, se pueden modificar diversas condiciones
de fermentacién. Por ejemplo, para mejorar el ensamblaje y plegamiento apropiados de los polipéptidos secretados,
se pueden utilizar vectores adicionales que expresan en exceso proteinas chaperonas, tales como proteinas Dsb
(DsbA, DsbB, DsbC, DsbD y/o DsbG) o FkpA (una peptidilprolil cis,trans-isomerasa con actividad chaperona) para
cotransformar las células procaribticas anfitrionas. Se ha demostrado que las proteinas chaperonas facilitan el
plegamiento y la solubilidad apropiados de las proteinas heterélogas producidas en células anfitrionas bacterianas.
Chen et al. (1999) J Bio Chem 274:19601-19605; Georgiou et al., Patente de Estados Unidos Nim. 6.083.715;
Georgiou et al., Patente de Estados Unidos NUm. 6.027.888; Bothmann y Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17100-
17105; Ramm y Pluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:17106-17113; Arie et al. (2001) Mol. Microbiol. 39: 199-210.

Para minimizar la protedlisis de proteinas heterélogas expresadas (especialmente aquellas que son proteoliticamente
sensibles), se pueden utilizar para la presente invencién ciertas cepas anfitrionas con deficiencia de enzimas
proteoliticas. Por ejemplo, las cepas de células anfitrionas se pueden modificar para efectuar una o varias mutaciones
genéticas en los genes que codifican proteasas bacterianas conocidas tales como Proteasa Ill, OmpT, DegP, Tsp,
Proteasa |, Proteasa Mi, Proteasa V, Proteasa VI y sus combinaciones. Algunas cepas de E. coli con deficiencia de
proteasa estan disponibles y son descritas, por ejemplo, por Joly et al. (1998), mas arriba; Georgiou et al., Patente de
Estados Unidos Num. 5.264.365; Georgiou et al., Patente de Estados Unidos Nim. 5.508.192; Hara et al., Microbial
Drug Resistance, 2:63-72 (1996).

Las cepas de E. coli con deficiencia de enzimas proteoliticas y transformadas con plasmidos que expresan en exceso
una o mas proteinas chaperonas se pueden utilizar como células anfitrionas en el sistema de expresiéon que codifica
los anticuerpos.

d) Purificacion de proteinas

Los anticuerpos producidos en el presente documento se purifican adicionalmente para obtener preparaciones que
son sustancialmente homogéneas para ensayos y usos adicionales. Se pueden emplear métodos convencionales de
purificacion de proteinas conocidos en la técnica. Los siguientes procedimientos son ilustrativos de procedimientos de
purificacién adecuados: fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad o de intercambio i6nico, precipitacién con
etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia en silice o en una resina de intercambio catiénico tal como DEAE,
cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio, y filtracién en gel utilizando, por ejemplo, Sephadex
G-75.

En un aspecto, la Proteina A inmovilizada sobre una fase solida se utiliza para la purificacién por inmunoafinidad de
los anticuerpos que comprenden una regién Fc. La proteina A es una proteina de la pared celular de 41 kD de
Staphylococcus aureus que se une con una alta afinidad a la regién Fc de anticuerpos. Lindmark et al. (1983) J.
Immunol. Met. 62: 1-13. La fase sélida en la que se inmoviliza la proteina A es preferiblemente una columna que
comprende una superficie de vidrio o silice, mas preferiblemente una columna de vidrio de poro controlado 0 una
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columna de acido silicico. En algunas aplicaciones, la columna se ha recubierto con un reactivo, tal como glicerol, en
un intento de prevenir la adherencia no especifica de contaminantes. La fase s6lida se lava después para eliminar
contaminantes unidos no especificamente a la fase sélida. Finalmente, los anticuerpos de interés se recuperan de la
fase sélida por elucién.

4. Produccion recombinante en células eucariéticas

Para la expresion eucaribtica, los componentes del vector incluyen generalmente, pero no se limitan a, uno o mas de
los siguientes, una secuencia sefial, un origen de replicacién, uno o mas genes marcadores y elemento potenciador,
un promotor y una secuencia de terminacién de la transcripcion.

a) Componente de secuencia seiial

Un vector para su uso en un anfitrion eucariético también puede ser un inserto que codifica una secuencia sefial u otro
polipéptido que tiene un sitio de escisién especifico en el extremo N-terminal de la proteina o polipéptido maduro. La
secuencia sefial heter6loga seleccionada es preferiblemente una que es reconocida y procesada (es decir, es
escindida por una peptidasa sefial) por la célula anfitriona. En la expresion de células de mamifero, estan disponibles
secuencias sefial de mamifero, asi como lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial gD del herpes simple.

El ADN para tal regién precursora se liga en el marco de lectura al ADN que codifica los anticuerpos.
b) Origen de replicacion

Generalmente, el componente de origen de replicacién no es necesario para vectores de expresion de mamifero (el
origen de SV40 se puede utilizar tipicamente s6lo porque contiene el promotor temprano).

¢) Componente del gen de seleccion

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de seleccién, también denominado marcador
seleccionable. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras
toxinas, p. ej., ampicilina, neomicina, metotrexato, o tetraciclina, (b) complementan deficiencias auxotréficas, o (c)
suministran nutrientes criticos no disponibles de medios complejos, p. €j., el gen que codifica la D-alanina racemasa
para Bacilli.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula anfitriona.
Aquellas células que se transforman con éxito con un gen heterélogo producen una proteina que confiere resistencia
a farmacos y por tanto sobreviven al régimen de seleccién. Los ejemplos de tal seleccidon dominante utilizan los
farmacos neomicina, acido micofendlico e higromicina.

Otros ejemplos de marcadores seleccionables adecuados para células de mamifero son aquellos que permiten la
identificacién de células competentes para captar el acido nucleico que codifica los anticuerpos, tales como DHFR,
timidina quinasa, metalotioneina-l y -II, preferiblemente genes de metalotioneina de primate, adenosina desaminasa,
ornitina descarboxilasa, etc.

Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccién DHFR se identifican primero cultivando todos los
transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo de DHFR. Una
célula anfitriona apropiada cuando se emplea DHFR de tipo salvaje es la linea celular de ovario de hamster chino
(CHO) con deficiencia de actividad DHFR (p. ej., ATCC CRL-9096).

Alternativamente, las células anfitrionas (particularmente anfitriones de tipo salvaje que contienen DHFR endégena)
transformadas o co-transformadas con las secuencias de ADN que codifican polipéptidos, la proteina DHFR de tipo
salvaje y otro marcador seleccionable tal como aminoglucosido 3'-fosfotransferasa (APH) se pueden seleccionar
mediante crecimiento celular en medio que contiene un agente de seleccion para el marcador seleccionable tal como
un antibidtico aminoglicosidico, p. €j., kanamicina, neomicina o G418. Véase la Patente de Estados Unidos Num.
4.965.199.

d) Componente promotor

Los vectores de expresion y clonacién contienen habitualmente un promotor que es reconocido por el organismo
anfitrion y esta conectado operablemente al acido nucleico que codifica las secuencias polipeptidicas deseadas.
Practicamente todos los genes eucaridticos tienen una regién rica en AT localizada aproximadamente de 25 a 30
bases aguas arriba del sitio donde se inicia la transcripcién. Otra secuencia encontrada de 70 a 80 bases aguas arriba
del inicio de la transcripcion de muchos genes es una region CNCAAT en donde N puede ser cualquier nucleotido. El
extremo 3' de la mayoria de los eucariotas es una secuencia AATAAA que puede ser la sefial para la adicién de la
cola de poli A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se pueden insertar en vectores de
expresién eucaribticos.
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Otros promotores adecuados para uso con anfitriones procariéticos incluyen el promotor phoA, sistemas promotores
de lactamasa y lactosa, promotor de fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp), y promotores hibridos
tales como el promotor tac. Sin embargo, son adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Los promotores
para su uso en sistemas bacterianos también contendran una secuencia de Shine-Dalgarno (S.D.) conectada
operablemente al ADN que codifica los anticuerpos.

La transcripcion de polipéptidos a partir de vectores en células anfitrionas de mamifero se controla, por ejemplo,
mediante promotores obtenidos de los genomas de virus tales como virus de polioma, virus de la viruela aviar,
adenovirus (tal como Adenovirus 2}, virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un retrovirus,
virus de la hepatitis B y lo mas preferiblemente Virus de Simio 40 (SV40), a partir de promotores de mamifero
heterélogos, p. €j., el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, a partir de promotores de choque térmico,
siempre que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de células anfitrionas.

Los promotores temprano y tardio del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restriccion de
SV40 que también contiene el origen de replicacion viral de SV40. El promotor temprano inmediato del citomegalovirus
humano se obtiene convenientemente como un fragmento de restriccion Hindlll E. Un sistema para expresar ADN en
anfitriones mamiferos utilizando el virus del papiloma bovino como vector se divulga en la Patente de Estados Unidos
Num. 4.419.446. Una modificacién de este sistema se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 4.601.978.
Véase también Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982) sobre la expresion de ADNc de interferéon humano en células
de ratén bajo el control de un promotor de timidina quinasa del virus del herpes simple. Alternativamente, se puede
utilizar como promotor la repeticion terminal larga del virus del Sarcoma de Rous.

e) Componente del elemento potenciador

La transcripcion de un ADN que codifica los anticuerpos por eucariotas superiores a menudo se aumenta insertando
una secuencia potenciadora en el vector. Se conocen ahora muchas secuencias potenciadoras de genes de
mamiferos (globina, elastasa, albumina, a-fetoproteina e insulina). Tipicamente, sin embargo, se utilizara un
potenciador de un virus de célula eucaridtica. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen
de replicacion (100-270 pb), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en
el lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982)
sobre elementos potenciadores para la activacién de promotores eucariéticos. El potenciador se puede cortar y
empalmar en el vector en una posicion 5' o 3' con respecto a la secuencia codificante del polipéptido, pero se localiza
preferiblemente en un sitio 5' desde el promotor.

f) Componente de terminacién de la transcripciéon

Los vectores de expresion utilizados en células anfitrionas eucaridticas (levaduras, hongos, insectos, plantas,
animales, seres humanos o células nucleadas de otros organismos multicelulares) contendran también secuencias
necesarias para la terminacién de la transcripcién y para estabilizar el ARNm. Tales secuencias estan comunmente
disponibles en las regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente 3', de ADN o ADNc eucaribticos o virales. Estas
regiones contienen segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la porciéon no traducida
del ARNm que codifica el polipéptido. Un componente de terminacion de la transcripcion (til es la region de
poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovina. Véase el documento W094/11026 y el vector de expresion
divulgado en la misma.

g) Seleccion y transformacion de células anfitrionas

Las células anfitrionas adecuadas para clonar o expresar el ADN en los vectores de este documento incluyen células
eucaridticas superiores descritas en el presente documento, incluyendo células anfitrionas de vertebrados. La
propagacién de células de vertebrados en cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido en un procedimiento rutinario.
Los ejemplos de lineas celulares anfitrionas de mamiferos (tiles son la linea CV1 de rifién de mono transformada por
SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifion embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para
crecimiento en cultivo en suspensién, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977); células renales de cria de hamster
(BHK, ATCC CCL 10); células ovaricas de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216 (1980)) células de sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980); células de rifibn de mono
(CV1 ATCC CCL 70y); células de rifién de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma
cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rifién canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata
bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano
(Hep G2, HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TR1 (Mathr et al., Annals N.Y.
Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células anfitrionas se transforman con los vectores de expresién o clonacién descritos anteriormente para la

produccién de anticuerpos y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para
inducir promotores, seleccionar transformantes o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.
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h) Cultivo de las células anfitrionas

Las células anfitrionas utilizadas para producir los anticuerpos se pueden cultivar en una diversidad de medios. Los
medios disponibles comercialmente tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM), (Sigma), RPMI-
1640 (Sigma) y Medio de Eagle Modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las células
anfitrionas. Ademas, cualquiera de los medios descritos por Ham et al., en Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., en
Anal. Biochem. 102:255 (1980), Patentes de Estados Unidos NUm. 4.767.704; 4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; o
5.122.469; los documentos WO 90/03430; WO 87/00195; o el documento U.S. Pat. Re. 30.985 se pueden utilizar como
medios de cultivo para las células anfitrionas. Cualquiera de estos medios se puede complementar segin sea
necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales como HEPES),
nucleotidos (tales como adenosina y timidina), antibioticos (tales como el farmaco GENTAMYCIN™), oligoelementos
(definidos como compuestos inorganicos normalmente presentes a concentraciones finales en el intervalo micromolar)
y glucosa o una fuente de energia equivalente. También se puede incluir cualquier otro suplemento necesario a
concentraciones apropiadas que serian conocidas por los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo, tales
como temperatura, pH y similares, son las utilizadas previamente con la célula anfitriona seleccionada para la
expresion, y seran evidentes para el experto en la técnica.

i) Purificacion de proteinas

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, los anticuerpos se pueden producir intracelularmente, en el espacio
periplasmico, o secretarse directamente al medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como una primera
etapa, los restos particulados, ya sean células anfitrionas o fragmentos lisados, se eliminan, por ejemplo, por
centrifugacién o ultrafiltracién. Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992) describen un procedimiento para aislar
anticuerpos que se secretan al espacio periplasmatico de E. coli. En resumen, la pasta celular se descongela en
presencia de acetato sédico (pH 3,5), EDTA vy fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30
minutos. Los restos celulares se pueden eliminarse por centrifugacién. Cuando el anticuerpo se secreta al medio, los
sobrenadantes de tales sistemas de expresién generalmente se concentran primero utilizando un filtro de
concentracion de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore
Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir
la protedlisis y pueden incluirse antibidticos para prevenir el crecimiento de contaminantes adventicios.

La composicion de proteina preparada a partir de las células se puede purificar utilizando, por ejemplo, cromatografia
con hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de afinidad la
técnica de purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de la especie y el
isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. La proteina A se puede utilizar
para purificar los anticuerpos que se basan en inmunoglobulinas humanas que contienen 1, 2 0 4 cadenas pesadas
(Lindmark et al., J. Immunol. Met. 62:1-13 (1983})). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y para
3 humano (Guss et al., EMBO J. 5: 1567-1575 (1986)). La matriz a la que se ancla el ligando de afinidad es muy a
menudo agarosa, pero estan disponibles otras matrices. Las matrices mecéanicamente estables tales como vidrio de
poro controlado o poli(estireno-divinil}benceno permiten velocidades de flujo méas rapidas y tiempos de procesamiento
mas cortos que los que se pueden lograr con agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un dominio Ch3, la resina
Bakerbond ABXTM (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) es util para la purificacion. Otras técnicas para la purificaciéon de
proteinas tales como fraccionamiento en una columna de intercambio i6nico, precipitacion con etanol, HPLC de Fase
Inversa, cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina-SEPHAROSE™, cromatografia sobre una resina de
intercambio aniénico o catiénico (tal como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE y
precipitacion con sulfato aménico también se encuentran disponibles dependiendo del anticuerpo que se vaya a
recuperar.

Después de etapas cualesquiera de purificacién preliminar, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y
contaminantes puede someterse a cromatografia de interaccion hidréfoba de pH bajo utilizando un tampén de elucién
a un pH entre aproximadamente 2,5 y 4,5, preferiblemente realizado a bajas concentraciones salinas (p. ej., de
aproximadamente 0 a 0,25 M de sal).

(La seccién "productos inmunoconjugados" se divulga como referencia. Las realizaciones divulgadas en esta seccién
no son realizaciones de la invencion).

Productos inmunoconjugados

En algunas realizaciones, también hay productos inmunoconjugados que comprenden cualquiera de los anticuerpos
(tales como anticuerpos de dominio Unico) descritos en el presente documento conjugados con uno 0 mas agentes
citotoxicos, tales como agentes o farmacos quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, toxinas (p. €j.,
toxinas proteicas, toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de
las mismas), o is6topos radiactivos.
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En algunas realizaciones, un producto inmunoconjugado es un producto conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) en
el que un anticuerpo se conjuga con uno 0 mas farmacos, incluyendo, pero sin limitacién, un maitansinoide (véanse
las Patentes de Estados Unidos Num. 5.208.020, 5.416.064 y la Patente Europea EP 0 425 235 B1); una auristatina
tal como los radicales de farmaco de monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (véanse las Patentes de Estados
Unidos Nim. 5.635.483 y 5.780.588 y 7.498.298); una dolastatina; una caliqueamicina o uno de sus derivados (véanse
las Patentes de Estados Unidos NUm. 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001
y 5.877.296; Hinman et al. Cancer Res. 53:3336-3342 (1993); y Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998); una
antraciclina tal como daunomicina o doxorrubicina (véase Kratz et al., Current Med. Chem. 13:477-523 (2006); Jeffrey
et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters 16:358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005); Nagy et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12: 1529-1532
(2002); King et al., J. Med. Chem. 45:4336-4343 (2002); y Patente de Estados Unidos Num. 6.630.579); metotrexato;
vindesina; un taxano tal como docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

En algunas realizaciones, un producto inmunoconjugado comprende un anticuerpo tal como se describe en la presente
memoria conjugado con una toxina enzimaticamente activa o fragmento de la misma, incluyendo, pero sin limitarse a,
la cadena A de difteria, fragmentos activos de no unién de toxina de difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites
fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica
charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina
y los tricotecenos.

En algunas realizaciones, un producto inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado con un atomo radiactivo para formar un producto radioconjugado. Para la produccién de
productos radioconjugados estan disponibles una variedad de is6topos radiactivos. Los ejemplos incluyen At2!1, 131
1125, Y20 Re'® Re'8 Sm'%8 Bi?12, P32 Ph?'? ¢ is6topos radiactivos de Lu. Cuando el producto radioconjugado se
utiliza para la deteccion, puede comprender un atomo radiactivo para estudios escintigraficos, por ejemplo, t¢99m o
1123, o un marcador de espin para formacion de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocido
como formacion de imagenes por resonancia magnética, mri), tal como yodo-123 de nuevo, yodo-131, indio-111, fldor-
19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Los productos conjugados de un anticuerpo y agente citotéxico se pueden preparar utilizando una variedad de agentes
de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP),
ciclohexano-1-carboxilato de succinimidil-4-(N-maleimidometilo) (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-
diisocianato de tolueno) y compuestos de fllor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo,
se puede preparar una inmunotoxina de ricina como describen Vitetta et al., en Science 238:1098 (1987). El acido 1-
isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente quelante
ilustrativo para la conjugacién del radionucleétido al anticuerpo. Véase el documento W0O94/11026. El conector puede
ser un "conector escindible" que facilita la liberacion de un farmaco citotéxico en la célula. Por ejemplo, se puede
utilizar un conector labil a acidos, conector sensible a peptidasas, conector fotolabil, conector de dimetilo o conector
que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Res 52: 127-131 (1992); Patente de Estados Unidos Num. 5.208.020).

Los productos inmunoconjugados o ADC en el presente documento contemplan expresamente, pero no se limitan a,
productos conjugados preparados con reactivos de entrecruzamiento que incluyen, pero no se limitan a, BMPS, EMCS,
GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-
KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB y SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que estan
disponibles comercialmente (p. €j., de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A.).

Métodos y composiciones para diagndstico y deteccion

La seccion "métodos y composiciones para diagnoéstico y deteccién" se divulga como referencia. Las realizaciones
divulgadas en esta seccién no son realizaciones de la invencién.

En algunas realizaciones, cualquiera de los anticuerpos (tales como anticuerpos de dominio inico) proporcionados en
el presente documento es Util para detectar la presencia del antigeno correspondiente (tal como CD19, CD20, BCMA
o CD38) en una muestra biologica. El término "detectar’, como se emplea en el presente documento, abarca la
deteccién cuantitativa o cualitativa. En ciertas realizaciones, una muestra biolégica es sangre, suero u otras muestras
liquidas de origen biolégico. En algunas realizaciones, una muestra biolégica comprende una célula o tejido.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-CD19 (tal como uno cualquiera de los anticuerpos de
dominio Unico anti-CD19 descritos en el presente documento) para su uso en un método de diagnéstico o deteccion.
En un aspecto adicional, se proporciona un método para detectar la presencia de CD19 en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, el método comprende detectar la presencia de proteina CD19 en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, CD19 es CD19 humano. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
muestra bioldgica con un anticuerpo anti-CD19 como se describe en el presente documento en condiciones permisivas
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para la unioén del anticuerpo anti-CD19 a CD19, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-CD19 y
CD19. Tal método puede ser un método in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se utiliza un anticuerpo anti-CD19
para seleccionar sujetos elegibles para terapia con un anticuerpo anti-CD19, p. €j., cuando CD19 es un biomarcador
para la seleccién de pacientes.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-CD20 (tal como uno cualquiera de los anticuerpos de
dominio Unico anti-CD20 descritos en el presente documento) para su uso en un método de diagnéstico o deteccién.
En un aspecto adicional, se proporciona un método para detectar la presencia de CD20 en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, el método comprende detectar la presencia de proteina CD20 en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, CD20 es CD20 humano. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
muestra biolégica con un anticuerpo anti-CD20 como se describe en el presente documento en condiciones permisivas
para la unién del anticuerpo anti-CD20 a CD20, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-CD20 y
CD20. Tal método puede ser un método in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se utiliza un anticuerpo anti-CD20
para seleccionar sujetos elegibles para terapia con un anticuerpo anti-CD20, p. €j., cuando CD20 es un biomarcador
para la seleccién de pacientes.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-BCMA (tal como uno cualquiera de los anticuerpos de
dominio Unico anti-BCMA descritos en el presente documento) para su uso en un método de diagnéstico o deteccion.
En un aspecto adicional, se proporciona un método para detectar la presencia de BCMA en una muestra biologica. En
ciertas realizaciones, el método comprende detectar la presencia de proteina BCMA en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, BCMA es BCMA humano. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
muestra biolégica con un anticuerpo anti-BCMA como se describe en el presente documento en condiciones
permisivas para la unién del anticuerpo anti-BCMA a BCMA, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo
anti-BCMA y BCMA. Tal método puede ser un método in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se utiliza un
anticuerpo anti-BCMA para seleccionar sujetos elegibles para terapia con un anticuerpo anti-BCMA, p. €j., cuando
BCMA es un biomarcador para la seleccion de pacientes.

En algunas realizaciones, se proporciona un anticuerpo anti-CD38 (tal como uno cualquiera de los anticuerpos de
dominio Unico anti-CD38 descritos en el presente documento) para su uso en un método de diagnostico o deteccién.
En un aspecto adicional, se proporciona un método para detectar la presencia de CD38 en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, el método comprende detectar la presencia de proteina CD38 en una muestra biolégica. En
ciertas realizaciones, CD38 es CD38 humano. En ciertas realizaciones, el método comprende poner en contacto la
muestra biolégica con un anticuerpo anti-CD38 como se describe en el presente documento en condiciones permisivas
para la unién del anticuerpo anti-CD38 a CD38, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-CD38 y
CD38. Tal método puede ser un método in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se utiliza un anticuerpo anti-CD38
para seleccionar sujetos elegibles para terapia con un anticuerpo anti-CD38, por ejemplo, cuando CD38 es un
biomarcador para la seleccion de pacientes.

En ciertas realizaciones, se proporcionan anticuerpos marcados (tales como anticuerpos de dominio inico anti-CD19,
anti-CD20, anti-BCMA o anti-CD38). Los marcadores incluyen, pero no se limitan a, marcadores o restos que se
detectan directamente (tales como marcadores fluorescentes, cromoéforos, electrén-densos, quimioluminiscentes y
radiactivos), asi como radicales, tales como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente, p. €j., a través de
una reaccion enzimatica o interacciéon molecular. Los marcadores ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, los
radioisétopos 2P, 14C, 125| 3H, y 31|, fluoréforos tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados,
rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, luceriferasas, p. gj., luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana
(Patente de Estados Unidos Num. 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas, peroxidasa de rabano picante
(HRP), fosfatasa alcalina, p-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas, p. €j., glucosa oxidasa,
galactosa oxidasa, y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa,
acopladas a una enzima que emplea peroxido de hidrégeno para oxidar un precursor de colorante tal como HRP,
lactoperoxidasa, o microperoxidasa, biotina/avidina, marcadores de espin, marcadores de bacteriéfagos, radicales
libres estables, y similares.

lll. Receptores de antigeno quiméricos

La presente invencion proporciona un CAR como se define en las reivindicaciones. Un receptor de antigeno quimérico
(CAR) puede comprender un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende uno o mas anticuerpos de
dominio Unico (tal como VrH). Se puede utilizar uno cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico descritos en la
Seccion Il en los CAR descritos en el presente documento. Los CAR ilustrativos que comprenden uno o mas dominios
VuH (es decir, CAR basados en VuH) se ilustran y se comparan con los CAR convencionales que comprenden scFv
(es decir, CAR basados en scFv) en las FIG. 1A-1D. Un experto en la técnica reconoceria que los dominios VHH en
los CAR ilustrativos de las FIG. 1A-1D puedes ser sustituidos por otros sdAb.

Un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende un polipéptido puede comprender: (a) un dominio de unién
a antigeno extracelular que comprende un anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a un
antigeno (tal como un antigeno tumoral); (b} un dominio transmembrana; y (c) un dominio de sefializacion intracelular.
El antigeno se puede seleccionar del grupo que consiste en CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1,
GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRVIII, GD-2, NY-ESO-1, MAGE A3, y glicolipido F77. El sdAb puede ser
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de camélido, quimérico, humano o humanizado. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona
del grupo que consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el
dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular primario de una célula efectora
inmunitaria (tal como una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario es el de
CD3¢. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacion
coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador es el de una molécula
coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2,
CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR comprende adicionalmente un
dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a
antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR
comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del
polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un
péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD28, un dominio de sefializacion coestimulador de CD28 y un dominio de sefializacion intracelular
primario de CD3C. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal:
un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD28, un primer dominio de sefializacién coestimulador de CD28, un segundo dominio de
sefalizacion coestimulador de CD137 y un dominio de sefializacion intracelular primario de CD3¢. En algunas
realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8aq, el
dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un
dominio de sefializacién coestimulador de CD137 y dominio de sefializacion intracelular de CD3Z. El CAR de la
invencién se puede describir como monoespecifico. EI CAR de la invencién se puede describir como multivalente, tal
como bivalente o trivalente.

Receptores de antigeno quiméricos de dianas especificas

Los CAR pueden comprender un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende uno cualquiera de los
anticuerpos de dominio Unico anti-CD19, anti-CD20, anti-BCMA o anti-CD38 descritos en el presente documento. Los
CAR pueden ser monoespecificos o multiespecificos (tal como biespecificos o de mayor nimero de especificidades),
y los CAR pueden ser monovalentes o multivalentes (tal como bivalentes, trivalentes o de mayor nimero de valencias).
En la Tabla 4 se muestra como referencia una lista de receptores de antigeno quiméricos monoespecificos ilustrativos,
secuencias ilustrativas, construcciones y vectores de los mismos.

Las Tablas 4, 5y 6 enumeradas en la seccién "lll. Receptor de antigeno quimérico" utilizan las siguientes abreviaturas:
Ej.: ilustrativo; Vec.: vector; AA: secuencia de aminoacidos de CAR; AN: secuencia de &cido nucleico de CAR; PS:
péptido sefial; Extracelular: dominio de unién a antigeno extracelular; sdAb: anticuerpo de dominio Unico; TM: dominio
transmembrana; CO1: dominio de sefializacion coestimulador 1; CO2: dominio de sefializacién coestimulador 2; Prim.:
dominio de sefializacién intracelular primario. Los dominios se enumeran de izquierda a derecha de cada fila que
corresponde al orden de los dominios del extremo N-terminal al extremo C-terminal del polipéptido de CAR.

CAR de BCMA

Un CAR que se dirige a BCMA (también denominado en el presente documento " CAR de BCMA") puede comprender
un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un sdAb anti-BCMA;
(b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de sefializacién intracelular. En algunas realizaciones, el sdAb anti-
BCMA es de camélido, quimérico, humano o humanizado. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como
una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular primario es el de CD3¢. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacion coestimulador es el de una molécula coestimuladora seleccionada
del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-
H3, y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA comprende adicionalmente un dominio bisagra
(tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de uniébn a antigeno
extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA
comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del
polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un
péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD28, un primer dominio de sefializacién coestimulador de CD28, un segundo dominio de
sefalizacion coestimulador de CD137 y un dominio de sefializacion intracelular primario de CD3¢. En algunas
realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8aq, el
dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un
dominio de sefializacion coestimulador de CD137 y un dominio de sefializacion intracelular primario de CD3C. El CAR
de BCMA se puede describir como monoespecifico.
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Un CAR de BCMA puede comprender un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular
que comprende un sdAb anti-BCMA; (b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de sefializacién intracelular, en
donde el sdAb anti-BCMA comprende uno cualquiera de los siguientes:

una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; una CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 31; 0

una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16; una CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 38.

El sdAb anti-BCMA puede ser de camélido, quimérico, humano o humanizado. El sdAb anti-BCMA puede comprender
un dominio VuH que comprende una secuencia de aminoacidos del grupo que consiste en SEQ ID NO: 80 y 87. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular
primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de
sefializacion intracelular primario es el de CD3¢. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular
comprende un dominio de sefializacion coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
coestimulador es el de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137,
0X40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y sus combinaciones. En algunas realizaciones,
el CAR de BCMA comprende adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado
entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio
transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como
un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido
comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno
extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD28, un primer dominio de sefializacion
coestimulador de CD28, un segundo dominio de sefializacion coestimulador de CD137 y un dominio de sefializacién
intracelular primario de CD3Z. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo
C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un
dominio transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacion coestimulador de CD137 y un dominio de sefializacion
intracelular primario de CD3¢. El CAR de BCMA se puede describir como monoespecifico.

Como referencia se divulga un CAR de BCMA que comprende un polipéptido que tiene al menos aproximadamente
una cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 152-
162 y 257-259. Como referencia, se divulga un CAR de BCMA que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 152-162 y 257-259. También se divulga como referencia un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 152-
162 y 257-259.

Como referencia, se divulga un acido nucleico aislado que codifica cualquiera de los CAR de BCMA divulgados en el
presente documento. Como referencia, se divulga un acido nucleico aislado que tiene al menos aproximadamente una
cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de
identidad de secuencia con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 175-
185y 261-263. Como referencia, se divulga un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de acido nucleico
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 175-185 y 261-263. El acido nucleico aislado puede ser un ADN.
El &cido nucleico aislado puede ser un ARN. Un vector puede comprender uno cualquiera de los acidos nucleicos que
codifican los CAR de BCMA descritos anteriormente. El vector puede ser un vector de expresion. El vector puede ser
un vector viral, tal como un vector lentiviral.

Tabla 4. CAR monovalentes monoespecificos ilustrativos. (divulgados como referencia)
. Ej. Nombre de SEQID { SEQID PS | sdAb Bisagrai TM | Sefializacién intracelular
Vector o CAR AAilustr. § AN ilustr. :

extracelular ..... Co1 Cog ........ an
........................................................................................................ CARdeBCMA
PLVX-hEF1a- 152 175 CD8a 269A37346 CD8a ; CD28 CD28 :{ CD137 i CD3¢
269A37346 : :
........ PLVXhEF1a1531760D8q269A37348 o
269A37348 :
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Ej. Nombre de SEQID ; SEQID PS sdAb Bisagrai TM | Sefializacion intracelular
Vector o CAR AAilustr. { AN ilustr. 5 5
extracelular CO coz U prim.

CAR de BCMA

........ TV BT CD8q269A37917 S CD280D280D137CD3C
269A37917 :
........ e CD8q269A37355 g CD280D28 e CD3C
269A37355 : 5 5
PLVX-hEF1a- 156 179 | CD8a | 269A37915 | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 : CD3
269A37915 : : :
........ e s CD8q269A37936 e CD280D28 e CD3C
269A37936 ; :
PLVX-hEF1a- 158 181  CD8a | 269A37953 | CD8a | CD28 | CD28 | CD137 | CD3C |
269A37953 5 ; 5
........ e CD8q269A37965 g CD280D28 e CD3C
269A37965 5 5 :
PLVX-hEF1a- 160 183 | CD8a | 269A37972 | CD8a  CD28 : CD28 : CD137 | CD3C :
269A37972 5 : :
........ ETVITUG S TeR Sy CD8q269A37353 S CD280D280D137CD3C
269A37353 5 :
PLVX-hEF1a- 162 185 CD8a 269A37948 CD8a { CD28 CD28 | CD137 ; CD3¢
269A37948 : :
B r TP e TR CD8q269A37346 ........... S o opes T CD3C
R rvryeren P o CD8q269A37353 ........... S o opes T CD3C
e s e . CD80( ...... et S e e m o D3C

CAR de CD38
........ T T W
38A37333 e : ;
PLVX-hEF1a- 164 | 187 CD8a . 38A37336 | CDSa : CD28  CD28 : CD137 | CDAC |
38A37336 : : : ;
......... P T T PR My e S WO oA rord
38A37699 5 s ;
PLVX-hEF1a- 166 | 189 iCD8a: 38A37331 :CD8a i CD28 | CD28 | CD137 | CD3( :
38A37331 s : ; =
T G s s o e e S e
38A37717 ;
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PLVX-hEF1a- 168 | 191 (CD8a i 38A37719 : CD8a ! CD28 | CD28 : CD137 | CD3{
38A37719 : f s : : :
PLVX-hEF1a- 169 | 192 iCD8a: 38A37330
38A37330 :
........ T 1 ey Fr o v
38A37334 :
PLVX-hEF1a- 171 . 194 iCD8a: 38A37730 : CD8a ; CD28 | CD28 : CD137 | CD3{ :
38A37730 : : s
......... O e R ey v £t
38A37340 :
PLVX-hEF1a- 173 | 196 iCDBa : 38A37731 CD3 :
38A37731 : : : :
........ B
38A37326 : :
TP TP B oS TS MV oo e
CARVWHCD20 = 249 251 CD8a  VWHCD20 | CD8a i CD28 | CD28 : NA | CD3( |
CAR GSI5012 260 | 264 CD8a: 88A37717 :CD8a i CD8a | CD137 i NA |CD3g

Receptores de antigeno quiméricos multivalentes

La presente invencién proporciona CAR anti-BCMA multivalentes como se define en las reivindicaciones. Los sitios
de union especificos para el mismo antigeno se pueden unir al mismo epitopo del antigeno o unirse a diferentes
epitopos del antigeno.

Un receptor de antigeno quimérico multivalente (tal como bivalente, trivalente o de mayor nimero de valencias) puede
comprender un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende una
pluralidad (tal como aproximadamente uno cualquiera de 2, 3, 4, 5, 6 0 mas) de anticuerpos de dominio Unico (sdAb)
que se unen especificamente a un antigeno (tal como un antigeno tumoral); (b) un dominio transmembrana; y (c) un
dominio de sefializacion intracelular. El antigeno se puede seleccionar del grupo que consiste en CD19, CD20, CD22,
CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRVIIl, GD-2, NY-ESO-1, MAGE A3, y
glicolipido F77. La pluralidad de sdAb puede ser de camélido, quimérico, humano o humanizado. La pluralidad de
anticuerpos de dominio Unico puede fusionarse entre si a través de enlaces peptidicos o conectores peptidicos. Cada
conector peptidico puede tener no mas de aproximadamente 50 (tal como no méas de aproximadamente uno cualquiera
de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. El dominio transmembrana se puede seleccionar del grupo que
consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. El dominio de sefializacion intracelular puede
comprender un dominio de sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula
T). El dominio de sefializacién intracelular primario puede derivar de CD3¢. El dominio de sefializacion intracelular
puede comprender un dominio de sefializacion coestimulador. El dominio de sefializacién coestimulador puede derivar
de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40,
CDS3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. EIl CAR multivalente puede
comprender adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a} localizado entre el extremo C-
terminal del dominio de unién a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. El CAR
multivalente puede comprender adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el
extremo N-terminal del polipéptido. El polipéptido puede comprender del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un
péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacién coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacién
intracelular primario derivado de CD3¢. El CAR multivalente puede ser monoespecifico. El CAR multivalente puede
ser multiespecifico, tal como biespecifico.

Un receptor de antigeno quimérico multivalente (tal como bivalente, trivalente o de mayor nimero de valencias) puede
comprender un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un primer
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anticuerpo de dominio Unico que se une especificamente a un primer epitopo de un antigeno (tal como un antigeno
tumoral) y un segundo anticuerpo de dominio Unico que se une especificamente a un segundo epitopo del antigeno;
(b) un dominio transmembrana; y (¢) un dominio de sefializacion intracelular, en donde el primer epitopo y el segundo
epitopo son diferentes. El antigeno se puede seleccionar del grupo que consiste en CD19, CD20, CD22, CD33, CD38,
BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRVvIII, GD-2, NY-ESO-1, MAGE A3, y glicolipido F77.
El primer sdAb y/o el segundo sdAb pueden ser de camélido, quiméricos, humanos o humanizados. El primer
anticuerpo de dominio Unico y el segundo anticuerpo de dominio Unico pueden fusionarse entre si a través de un
enlace peptidico o un conector peptidico. El conector peptidico puede tener no mas de aproximadamente 50 (tal como
no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. El dominio
transmembrana se puede seleccionar del grupo que consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y
PD1. El dominio de sefializacién intracelular puede comprender un dominio de sefializacién intracelular primario de
una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). El dominio de sefializacién intracelular primario puede derivar
de CD3¢. El dominio de sefializacién intracelular puede comprender un dominio de sefializacién coestimulador. El
dominio de sefializacién coestimulador puede derivar de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que
consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de
CD83 y sus combinaciones. EI CAR multivalente puede comprender adicionalmente un dominio bisagra (tal como un
dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno extracelular y el
extremo N-terminal del dominio transmembrana. EI CAR multivalente puede comprender adicionalmente un péptido
sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido. El polipéptido puede
comprender del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno
extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacién
coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacion intracelular primario derivado de CD3¢. EI CAR
multivalente puede ser monoespecifico. EI CAR multivalente puede ser multiespecifico, tal como biespecifico.

Los CAR multivalentes descritos en el presente documento pueden ser especialmente adecuados para dirigirse a
antigenos multiméricos mediante unién sinérgica por los diferentes sitios de uniéon a antigeno, o para potenciar la
afinidad de unién o avidez por el antigeno. Cualquiera de los anticuerpos de dominio Unico descritos en el presente
documento, tales como los anticuerpos anti-CD19, anti-CD20, anti-BCMA o anti-CD38, se puede utilizar en el dominio
de unién a antigeno extracelular de los CAR multivalentes descritos en el presente documento. En la Tabla 5 se
muestra una lista de receptores de antigeno quiméricos multivalentes monoespecificos ilustrativos, secuencias
ilustrativas, construcciones y vectores de los mismos.

1. CAR de BCMA multivalente

Un CAR multivalente que se dirige a BCMA (también denominado en el presente documento "CAR de BCMA
multivalente") puede comprender (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende una pluralidad (tal
como 2, 3 0 mas) de un sdAb anti-BCMA; (b) un dominio transmembrana; y (c) un dominio de sefializacion intracelular.
El sdAb anti-BCMA puede ser de camélido, quimérico, humano o humanizado. La pluralidad del sdAb anti-BCMA
puede fusionarse entre si a través de enlaces peptidicos o conectores peptidicos. El conector peptidico puede tener
no mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 0 5)
aminoacidos de longitud. El dominio de sefializacién intracelular puede comprender un dominio de sefializacién
intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). El dominio de sefializacion intracelular
primario puede derivar de CD3¢. El dominio de sefializacién intracelular puede comprender un dominio de sefializacién
coestimulador. El dominio de sefializacion coestimulador puede derivar de una molécula coestimuladora seleccionada
del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-
H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. El CAR de BCMA multivalente puede comprender adicionalmente un
dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a
antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. El CAR de BCMA multivalente puede
comprender adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal
del polipéptido. El polipéptido puede comprender del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8q,
el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un
dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacién intracelular primario derivado
de CD3¢. El CAR de BCMA multivalente puede ser bivalente, el CAR de BCMA multivalente puede ser trivalente.
Cualquiera de los sdAb anti-BCMA se puede utilizar para construir el CAR de BCMA multivalente.

Un CAR de BCMA multivalente puede comprender: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende
un primer sdAb anti-BCMA y un segundo sdAb anti-BCMA; (b) un dominio transmembrana; y (c) un dominio de
sefializacion intracelular, en donde el primer sdAb anti-BCMA y el segundo sdAb anti-BCMA se unen especificamente
a diferentes epitopos en BCMA. El primer sdAb anti-BCMA se puede localizar en el extremo N-terminal del segundo
sdAb anti-BCMA. El primer sdAb anti-BCMA se puede localizar en el extremo C-terminal del segundo sdAb anti-BCMA.
El primer sdAb anti-BCMA y el segundo sdAb anti-BCMA pueden fusionarse entre si a través de un enlace peptidico
0 un conector peptidico. El conector peptidico puede tener no mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de
aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. El dominio de sefializacién
intracelular puede comprender un dominio de sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal
como una célula T). El dominio de sefializacién intracelular primario puede derivar de CD3¢. El dominio de sefializacion
intracelular puede comprender un dominio de sefializacion coestimulador. El dominio de sefializacién coestimulador
puede derivar de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40,
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CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. El CAR de
BCMA multivalente puede comprender adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a)
localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio
transmembrana. El CAR de BCMA multivalente puede comprender adicionalmente un péptido sefial (tal como un
péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido. El polipéptido puede comprender del extremo
N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio
bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacién coestimulador derivado de CD137
y un dominio de sefializacién intracelular primario derivado de CD3¢. EI CAR de BCMA multivalente puede ser
bivalente, el CAR de BCMA multivalente puede ser trivalente. El dominio de unién a antigeno extracelular puede
comprender adicionalmente un tercer sdAb anti-BCMA que se une especificamente a un epitopo que es diferente del
primer y el segundo sdAb anti-BCMA. Cualquiera de los sdAb anti-BCMA se puede utilizar para construir el CAR de
BCMA multivalente.

La presente invencion proporciona un CAR de BCMA multivalente que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno
extracelular que comprende un primer sdAb anti-BCMA y un segundo sdAb anti-BCMA; (b} un dominio
transmembrana; y (c) un dominio de sefializacién intracelular, en donde el primer sdAb anti-BCMA comprende una
CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38; y en
donde el segundo sdAb anti-BCMA comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 9, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31. En algunas realizaciones, el primer sdAb anti-BCMA comprende un
dominio VuH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 87. En algunas realizaciones, el primer
sdAb anti-BCMA comprende un dominio VuH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 80. En
algunas realizaciones, el primer sdAb anti-BCMA esta localizado en el extremo N-terminal del segundo sdAb anti-
BCMA. En algunas realizaciones, el primer sdAb anti-BCMA esté localizado en el extremo C-terminal del segundo
sdAb anti-BCMA. En algunas realizaciones, el primer sdAb anti-BCMA y el segundo sdAb anti-BCMA se fusionan entre
si a través de un enlace peptidico o un conector peptidico. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene
mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5)
aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de
sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). En algunas realizaciones,
el dominio de sefializacion intracelular primario es el de CD3. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de
sefializacion coestimulador es el de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27,
CD28, CD137, 0X40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y sus combinaciones. En algunas
realizaciones, el CAR de BCMA multivalente comprende adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio
bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de union a antigeno extracelular y el extremo N-
terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA multivalente comprende
adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido.
En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial
CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a,
un dominio de sefializacién coestimulador de CD137 y un dominio de sefializacién intracelular primario de CD3¢. El
CAR de BCMA multivalente se puede describir como bivalente.

En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de BCMA multivalente que comprende un polipéptido que tiene al
menos aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %,
98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 265-270. En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de BCMA multivalente que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 265-270. También se proporciona
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
265-270.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica cualquiera de los CAR multivalentes
de BCMA de la invencién. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que tiene al menos
aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO: 271-276. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que comprende una
secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 271-276. En algunas realizaciones,
el acido nucleico aislado es un ADN. En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado es un ARN. En algunas
realizaciones, se proporciona un vector que comprende uno cualquiera de los acidos nucleicos que codifican los CAR
de BCMA multivalentes de la invencién. En algunas realizaciones, el vector es un vector de expresién. En algunas
realizaciones, el vector es un vector viral, tal como un vector lentiviral.
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Tabla 5. CAR multivalente, monoespecifico ilustrativo.

CAR SEQID | SEQID | PS Dominio de unién al antigeno extracelular Bisagra | TM Sefializacion
: {AAdlustr. | AN ilustr. i intracelular i

sdAb | SEQID i sdAb : SEQID | sdAb
NOm.1 §{ Ndm.1 { NOm.2 | Nim.2 | Nim.3

Conector ; i Conector
‘GSI5 i 198 202 CD: 269A | 144 AN
© 014 8a ; 37346
TS R P s e e o
. 015 ¢ 8a i 37346
AN
........................ T

GSI5 i 267 273 iCD ! 269A 151 AN AN | CD8a . CD3C !
023 8a i 37353

o e P e B s e P TV oo v SPSS e
024 8a | 37917

T e S P T e v P P o

' 025 8a | 37917

. GSI5 | 270 276 CD i 269A 150 | 269A i AN AN | CD8x CD: CD :CD3(i

. 026 8a | 37917 : : 8a | 137

(* = CAR multivalentes de BCMA de la invencion. Otros CAR se divulgan como referencia).

Receptor de antigeno quimérico multiespecifico (La seccion "receptor de antigeno quimérico multiespecifico
se divulga como referencia. Las realizaciones divulgadas en esta seccion no son realizaciones de la
invencion).

La presente divulgacion proporciona adicionalmente receptores de antigeno quiméricos multiespecificos que se dirigen
a dos o0 mas (tal como aproximadamente uno cualquiera de 2, 3, 4, 5, 6 0 mas) antigenos diferentes. En algunas
realizaciones, el CAR multiespecifico tiene un sitio de unién a antigeno para cada antigeno. En algunas realizaciones,
el CAR multiespecifico tiene mas de dos sitios de unién para al menos un antigeno. Cada sitio de unién a antigeno
puede comprender un anticuerpo de dominio nico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el receptor de antigeno
quimérico multiespecifico es un CAR biespecifico que comprende un dominio de unién a antigeno extracelular que
comprende dos sdAb diferentes, uniéndose cada uno especificamente a un antigeno. En algunas realizaciones, el
CAR multiespecifico es un CAR triespecifico que comprende un dominio de uniébn a antigeno extracelular que
comprende tres sdAb diferentes, uniéndose cada uno especificamente a un antigeno.

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico (CAR) multiespecifico (tal como
biespecifico) que comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que
comprende un primer anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a un primer antigeno (tal como
un primer antigeno tumoral) y un segundo anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a un
segundo antigeno (tal como un segundo antigeno tumoral); (b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de
sefializaciéon intracelular, en donde el primer antigeno es diferente del segundo antigeno. En algunas realizaciones, el
primer antigeno y/o el segundo antigeno se seleccionan del grupo que consiste en CD19, CD20, CD22, CD33, CD38,
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BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRVIIl, GD-2, NY-ESO-1, MAGE A3, y glicolipido F77.
En algunas realizaciones, el primer sdAb y/o el segundo sdAb son de camélido, quiméricos, humanos o humanizados.
En algunas realizaciones, el primer anticuerpo de dominio Unico y el segundo anticuerpo de dominio tnico se fusionan
entre si a través de un enlace peptidico o un conector peptidico. En algunas realizaciones, el conector peptidico no
tiene mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 0 5)
aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona del grupo que consiste
en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como
una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador deriva de una molécula coestimuladora seleccionada
del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-
H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR multiespecifico comprende
adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a} localizado entre el extremo C-terminal del
dominio de unién a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas
realizaciones, el CAR multiespecifico comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a)
localizado en el extremo N-terminal del polipeptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo
N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio
bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de sefializaciéon coestimulador derivado de CD137
y un dominio de sefializacion intracelular primario derivado de CD3Z. En algunas realizaciones, el polipéptido
comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno
extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD28, un dominio de sefializacion
coestimulador derivado de CD28 y un dominio de sefializacion intracelular primario derivado de CD3C.

Dependiendo del antigeno deseado que se vaya a elegir como diana, los CAR se pueden modificar mediante ingenieria
genética para incluir los anticuerpos de dominio Unico apropiados que son especificos para los antigenos deseados.
Uno cualquiera o mas de los anticuerpos anti-CD19, anti-CD20, anti-BCMA o anti-CD38 descritos en el presente
documento se pueden utilizar en el dominio de unién a antigeno extracelular en los CAR de la presente divulgacion.
Los anticuerpos de dominio Unico se pueden disponer en cualquier orden adecuado. Por ejemplo, el primer anticuerpo
de dominio unico se fusiona en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal del segundo anticuerpo de dominio
unico. Un conector peptidico adecuado se puede colocar entre diferentes anticuerpos de dominio Unico para evitar
impedimento estérico entre los anticuerpos de dominio Unico. En la Tabla 6 se muestra como referencia una lista de
receptores de antigeno quiméricos biespecificos ilustrativos, secuencias ilustrativas, construcciones y vectores de los
mismos.

1. CAR de BCMA x CD38

En algunas realizaciones, el CAR es un CAR biespecifico que se dirige simultaneamente aBCMA y CD38. Por ejemplo,
BCMA y CD38 se pueden utilizar como candidatos para elegir como diana antigenos expresados en células de
mieloma maltiple.

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico multiespecifico (tal como biespecifico)
que se dirige a BCMA y CD38 (también denominado en el presente documento CAR de "BCMA x CD38") que
comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un primer
anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a BCMA y un segundo anticuerpo de dominio Unico
que se une especificamente a CD38; (b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de sefializacién intracelular. En
algunas realizaciones, el primer sdAb y/o el segundo sdAb son de camélido, quiméricos, humanos o humanizados. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo de dominio Unico y el segundo anticuerpo de dominio Gnico se fusionan
entre si a través de un enlace peptidico o un conector peptidico. En algunas realizaciones, el primer sdAb se fusiona
en el extremo N-terminal del segundo sdAb. En algunas realizaciones, el primer sdAb se fusiona en el extremo C-
terminal del segundo sdAb. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal
como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoé&cidos de longitud. En algunas
realizaciones, el conector peptidico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 144-151. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona del grupo que consiste
en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como
una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador deriva de una molécula coestimuladora seleccionada
del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-
H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA x CD38 comprende
adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del
dominio de uniéon a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas
realizaciones, el CAR de BCMA x CD38 comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a)
localizado en el extremo N-terminal del polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo
N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio
bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD137
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y un dominio de sefializacién intracelular primario derivado de CD3¢.

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico multiespecifico (tal como biespecifico)
que se dirige a BCMA y CD38 (también denominado en el presente documento "CAR de BCMA x CD38") que
comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un
anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA y un anticuerpo de dominio Unico anti-CD38; (b) un dominio transmembrana;
y (c) un dominio de sefializacion intracelular, en donde el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA comprende una
CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29; y en
donde el anticuerpo anti-CD38 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
44, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56, y una CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68. En algunas realizaciones, el sdAb anti-BCMA y/o el sdAb anti-CD38
son de camélido, quiméricos, humanos o humanizados. En algunas realizaciones, los sdAb anti-BCMA comprenden
un dominio VuH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 78. En algunas realizaciones, los sdAb
anti-CD38 comprenden un dominio V1H que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 93. En algunas
realizaciones, el sdAb anti-BCMA y el sdAb anti-CD38 se fusionan entre si a través de un enlace peptidico o un
conector peptidico. En algunas realizaciones, el sdAb anti-BCMA se fusiona en el extremo N-terminal del sdAb anti-
CD38. En algunas realizaciones, el primer anti-BCMA se fusiona en el extremo C-terminal del sdAb anti-CD38. En
algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de
aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el
conector peptidico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
144-151. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona del grupo que consiste en CD8a, CD4,
CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular
comprende un dominio de sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T).
En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas realizaciones,
el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacion coestimulador. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador deriva de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo
que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos
de CD83 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA x CD38 comprende adicionalmente un
dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a
antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA
x CD38 comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-
terminal del polipéptido.

En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de BCMA x CD38 que comprende un polipéptido que comprende
del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, un anticuerpo de dominio Unico anti-CD38, un
conector peptidico, un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacion
intracelular primario derivado de CD3¢; en donde el anticuerpo de dominio (nico anti-BCMA comprende una CDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29; y en
donde el anticuerpo anti-CD38 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
44, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56, y una CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de
aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos
de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 144-151. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA x CD38 comprende un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 207-211. En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de
BCMA x CD38 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
207-211. También se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 207-211.

En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de BCMA x CD38 que comprende un polipéptido que comprende
del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, un anticuerpo de dominio Gnico anti-BCMA, un
conector peptidico, un anticuerpo de dominio Unico anti-CD38, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacion
intracelular primario derivado de CD3¢; en donde el anticuerpo de dominio nico anti-BCMA comprende una CDR1
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29; y en
donde el anticuerpo anti-CD38 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
44, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 56, y una CDR3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 68. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de
aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos
de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
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del grupo que consiste en SEQ ID NO: 144-151. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA x CD38 comprende un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 212-216. En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de
BCMA x CD38 que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
212-216. También se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 212-216.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica cualquiera de los CAR de BCMA x
CD38 proporcionados en el presente documento. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado
que tiene al menos aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con una secuencia de acido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 218-227. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que
comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 218-227. En algunas
realizaciones, el &cido nucleico aislado es un ADN. En algunas realizaciones, el &cido nucleico aislado es un ARN. En
algunas realizaciones, se proporciona un vector que comprende uno cualquiera de los acidos nucleicos que codifican
los CAR de BCMA x CD38 descritos anteriormente. En algunas realizaciones, el vector es un vector de expresiéon. En
algunas realizaciones, el vector es un vector viral, tal como un vector lentiviral.

2. CAR de CD19 x CD20

En algunas realizaciones, los antigenos de diferenciacion de células B tales como CD19 y CD20 son candidatos para
antigenos diana en linfoma de células B. Algunos de estos antigenos se han utilizado como dianas para inmunoterapia
pasiva con anticuerpos monoclonales con éxito limitado. En algunas realizaciones, el CAR es un CAR biespecifico
que se dirige simultaneamente a CD19 y CD20.

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico multiespecifico (tal como biespecifico)
que se dirige a CD19 y CD20 (también denominado en el presente documento "CAR de CD19 x CD20") que
comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un primer
anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que se une especificamente a CD19 y un segundo anticuerpo de dominio Unico
que se une especificamente a CD20; (b) un dominio transmembrana; y (¢} un dominio de sefializacion intracelular. En
algunas realizaciones, el primer sdAb y/o el segundo sdAb son de camélido, quiméricos, humanos o humanizados. En
algunas realizaciones, el primer anticuerpo de dominio Unico y el segundo anticuerpo de dominio Gnico se fusionan
entre si a través de un enlace peptidico o un conector peptidico. En algunas realizaciones, el primer sdAb se fusiona
en el extremo N-terminal del segundo sdAb. En algunas realizaciones, el primer sdAb se fusiona en el extremo C-
terminal del segundo sdAb. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal
como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoé&cidos de longitud. En algunas
realizaciones, el conector peptidico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 144-151. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona del grupo que consiste
en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como
una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador deriva de una molécula coestimuladora seleccionada
del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-
H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR de CD19 x CD20 comprende
adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del
dominio de uniéon a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas
realizaciones, el CAR de CD19 x CD20 comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a)
localizado en el extremo N-terminal del polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo
N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio
bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD28, un dominio de sefializaciéon coestimulador derivado de CD28
y un dominio de sefializacién intracelular primario derivado de CD3¢.

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico multiespecifico (tal como biespecifico)
que se dirige a CD19 y CD20 (también denominado en el presente documento "CAR de CD19 x CD20")} que
comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un
anticuerpo de dominio Unico anti-CD19 y un anticuerpo de dominio Unico anti-CD20; (b) un dominio transmembrana;
y (¢} un dominio de sefializacién intracelular, en donde el anticuerpo de dominio Unico anti-CD19 comprende una
CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, una CDR2 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;y en
donde el anticuerpo anti-CD20 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
4, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, y una CDR3 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 y/o el sdAb anti-CD20 es son de
camélido, quiméricos, humanos o humanizados. En algunas realizaciones, los sdAb anti-CD19 comprenden un
dominio VuH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 76. En algunas realizaciones, los sdAb
anti-CD20 comprenden un dominio ViH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 77. En algunas
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realizaciones, el sdAb anti-CD19 y el sdAb anti-CD20 se fusionan entre si a través de un enlace peptidico o un conector
peptidico. En algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 se fusiona en el extremo N-terminal del sdAb anti-CD20. En
algunas realizaciones, el primer anti-CD19 se fusiona en el extremo C-terminal del sdAb anti-CD20. En algunas
realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno
cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana
se selecciona del grupo que consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacion intracelular primario de
una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion
intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un
dominio de sefializacién coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador deriva de
una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3,
LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR
de CD19 x CD20 comprende adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado
entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio
transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de CD19 x CD20 comprende adicionalmente un péptido sefial (tal
como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido.

En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de CD19 x CD20 que comprende un polipéptido que comprende del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, un anticuerpo de dominio Unico anti-CD19, un
conector peptidico, un anticuerpo de dominio Unico anti-CD20, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD28, un dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD28 y un dominio de sefializacién
intracelular primario derivado de CD3¢; en donde el anticuerpo de dominio Unico anti-CD19 comprende una CDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2 y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; y en donde el anticuerpo
anti-CD20 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, una CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 6. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal como no
mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o0 5) aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones,
el conector peptidico comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 146. En algunas realizaciones, el CAR
de CD19 x CD20 comprende un polipéptido que tiene al menos aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 206. En algunas realizaciones, se proporciona un CAR de CD19 x CD20
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 206. También se proporciona un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 206.

En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que codifica cualquiera de los CAR de CD19 x
CD20 proporcionados en el presente documento. En algunas realizaciones, se proporciona un &acido nucleico aislado
que tiene al menos aproximadamente uno cualquiera de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:
217. En algunas realizaciones, se proporciona un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 217. En algunas realizaciones, el acido nucleico aislado es un ADN. En algunas realizaciones, el acido
nucleico aislado es un ARN. En algunas realizaciones, se proporciona un vector que comprende uno cualquiera de los
acidos nucleicos que codifican los CAR de CD19 x CD20 descritos anteriormente. En algunas realizaciones, el vector
es un vector de expresion. En algunas realizaciones, el vector es un vector viral, tal como un vector lentiviral.

Actualmente, las inmunoterapias dirigidas a CD19 han observado resultados notables en ensayos clinicos. Los
ensayos clinicos basados en células CAR T de CD19 del tratamiento de LLA a corto plazo pueden lograr
aproximadamente 90% de eficacia de remisién completa. Sin embargo, se enconiré6 que aproximadamente 10% de
los pacientes recaian después de unos pocos meses de tratamiento. La razén principal fue que se perdié CD19 durante
la maduracion de las células B a células plasmaticas y las células tumorales residuales produjeron las variantes de
escape por pérdida de antigeno CD19. Los CAR de CD19 x CD20 descritos en el presente documento se pueden
dirigir simultaneamente a antigenos de superficie tumoral CD19 y CD20, que pueden potenciar la actividad antitumoral
sistémica de linfocitos T, y reducir los fenémenos de escape de la diana que provocaron al menos el 30% de la recaida
de leucemia después de la terapia con CAR.

3. Otros CAR multiespecificos ilustrativos

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico multiespecifico (tal como biespecifico)
que se dirige a CD19 y CD22 (también denominado en el presente documento "CAR de CD19 x CD22"} que
comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un
anticuerpo de dominio Unico anti-CD19 y un anticuerpo de dominio Unico anti-CD22; (b) un dominio transmembrana;
y (c) un dominio de sefializacién intracelular. En algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 y/o el sdAb anti-CD22 son
de camélido, quiméricos, humanos o humanizados. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-
CD22 y el anticuerpo de dominio Unico anti-CD22 se fusionan entre si a través de un enlace peptidico o un conector
peptidico. En algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 se fusiona en el extremo N-terminal del sdAb anti-CD22. En
algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 se fusiona en el extremo C-terminal del sdAb anti-CD22. En algunas
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realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno
cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 144-151. En algunas
realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona del grupo que consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80,
CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de
sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). En algunas realizaciones,
el dominio de sefializacion intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
intracelular comprende un dominio de sefializaciéon coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de
sefalizacion coestimulador deriva de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27,
CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus
combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR de CD19 x CD22 comprende adicionalmente un dominio bisagra
(tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno
extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de CD19 x CD22
comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del
polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un
péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacién coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacién
intracelular primario derivado de CD3¢. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al
extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8aq,
un dominio transmembrana de CD28, un dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD28 y un dominio de
sefializacion intracelular primario derivado de CD3C. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-
CD19 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, una CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.

En algunas realizaciones, se proporciona un receptor de antigeno quimérico multiespecifico (tal como biespecifico)
que se dirige a CD19 y BCMA (también denominado en el presente documento "CAR de CD19 x BCMA") que
comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un
anticuerpo de dominio Unico anti-CD19 y un anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA,; (b) un dominio transmembrana;
y (c) un dominio de sefializacién intracelular. En algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 y/o el sdAb anti-BCMA son
de camélido, quiméricos, humanos o humanizados. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-
BCMA y el anticuerpo de dominio Unico anti-BCMA se fusionan entre si a través de un enlace peptidico o un conector
peptidico. En algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 se fusiona en el extremo N-terminal del sdAb anti-BCMA. En
algunas realizaciones, el sdAb anti-CD19 se fusiona en el extremo C-terminal del sdAb anti-BCMA. En algunas
realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno
cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5) aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 144-151. En algunas
realizaciones, el dominio transmembrana se selecciona del grupo que consiste en CD8a, CD4, CD28, CD137, CD80,
CD86, CD152 y PD1. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de
sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). En algunas realizaciones,
el dominio de sefializacion intracelular primario deriva de CD3¢. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
intracelular comprende un dominio de sefializaciéon coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de
sefalizacion coestimulador deriva de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste en CD27,
CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus
combinaciones. En algunas realizaciones, el CAR de CD19 x BCMA comprende adicionalmente un dominio bisagra
(tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a antigeno
extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de CD19 x BCMA
comprende adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del
polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un
péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio
transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacién coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacién
intracelular primario derivado de CD3¢. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al
extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8aq,
un dominio transmembrana de CD28, un dominio de sefializacion coestimulador derivado de CD28 y un dominio de
sefializacion intracelular primario derivado de CD3C. En algunas realizaciones, el anticuerpo de dominio Unico anti-
CD19 comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, una CDR2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3.
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Tabla 6. CAR biespecificos ilustrativos (divulgados como referencia)

CAR SEQ ID AA SEQ ID AN PS Dominio de unién al antigeno §Bisagra ™ CO1 Intra.
extracelular
flustr.  :  ilustr. :

: SEQ ID
{ Num. 1 i Conector

. CD19x | 206 | 217 | CD8a | 146 . CD8a ; CD28 | CD28 | CD3{ :

CD20

. GSIs001 | 207 i 218 [ CDS8a | 144 : CD8a | CD8a | CD137 | CD3{

| GSI5002 | 208 | 219 CD8a | 145

| GSI5003 209 ¢ 220 :CD8a 146

| GSI5004 | 210 | 221 | CD8a | 38A37 @ 147 | 269A3 | CD8a : CD8a | CD137 | CD3C

S GSI5005 ¢ 211 222

. GSI5006 ¢ 212 i 223

. GSI5007 | 213 | 224 | CD8a | 145 | CD8a | CD8a | CD137 | CD3(

| GSI5008 | 214 | 225 | CD8a | 146 | CD8a | CD8a | CD137 | CD3( |

| GSI5009 | 215 | 226 i CD8a | 147

. GSI5010 i 216 : 227 :CD8a i 148

Dominio de unién a antigeno extracelular

El dominio de unién a antigeno extracelular de los CAR de la invencién comprende un primer y un segundo sdAb anti-
BCMA como se define en las reivindicaciones.

Los anticuerpos de dominio Unico pueden fusionarse entre si directamente a través de enlaces peptidicos, o a través
de conectores peptidicos.

1. Anticuerpos de dominio unico

Los CAR de la presente invencion comprenden un dominio de union a antigeno extracelular que comprende un primer
y un segundo sdAb, cada uno de los cuales es un VHH. Los sdAb pueden ser de igual o de diferente origen, y de igual
o diferente tamafio. Los sdAb ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, dominios variables de cadena pesada de
anticuerpos solo de cadena pesada (p. €., ViH 0 Vnagr), moléculas de unidén desprovistas naturalmente de cadenas
ligeras, dominios Unicos (tales como Vh o VL) derivados de anticuerpos convencionales de 4 cadenas, anticuerpos
humanizados solamente de cadena pesada, anticuerpos humanos de dominio Unico producidos por ratones o ratas
transgénicos que expresan segmentos de cadena pesada humana, y dominios modificados mediante ingenieria
genética y armazones de dominio Unico distintos de los derivados de anticuerpos. Cualquier sdAb conocido en la
técnica o desarrollado por los autores de la presente invencion, incluyendo los anticuerpos de dominio Unico descritos
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en la Seccion Il de la presente solicitud, se puede utilizar para construir los CAR descritos en el presente documento.
Los sdAb pueden derivar de cualquier especie incluyendo, pero sin limitacion, ratén, rata, ser humano, camello, llama,
lamprea, pez, tiburdon, cabra, conejo y boévido. Los anticuerpos de dominio Unico contemplados en el presente
documento también incluyen moléculas de anticuerpo de dominio Unico de origen natural de especies distintas de
Camelidae y tiburones.

En algunas realizaciones, el sdAb deriva de una molécula de unién a antigeno de dominio Unico de origen natural
conocida como anticuerpo de cadena pesada desprovisto de cadenas ligeras (también denominado en el presente
documento "anticuerpos solo de cadena pesada"). Tales moléculas de dominio Unico son divulgadas en el documento
WO 94/04678 y por Hamers-Caterman, C. et al. (1993) en Nature 363:446-448 por ejemplo. Por razones de claridad,
el dominio variable derivado de una molécula de cadena pesada desprovista naturalmente de cadena ligera se conoce
en el presente documento como VuH para distinguirlo del Vi convencional de las inmunoglobulinas de cuatro cadenas.
Tal molécula de VuH puede derivar de anticuerpos producidos en especies de Camelidae, por ejemplo, camello, llama,
vicufia, dromedario, alpaca y guanaco. Otras especies ademas de Camelidae pueden producir moléculas de cadena
pesada desprovistas naturalmente de cadena ligera, y tales VHH estan dentro del alcance de la presente invencién.

Las moléculas de VuH de Camélidos son aproximadamente 10 veces mas pequefias que las moléculas de IgG. Son
polipéptidos sencillos y pueden ser muy estables, resistiendo condiciones extremas de pH y temperatura. Ademas,
pueden ser resistentes a la accion de proteasas, lo que no es el caso para los anticuerpos convencionales de 4
cadenas. Ademas, la expresion in vitro de los VuH produce, VuH funcionales plegados adecuadamente, de alto
rendimiento. Ademas, los anticuerpos generados en Camélidos pueden reconocer epitopos distintos de los
reconocidos por los anticuerpos generados in vitro mediante el uso de bibliotecas de anticuerpos o mediante
inmunizacion de mamiferos distintos de camélidos (véase, por ejemplo, el documento W09749805). Como tales, los
CAR multiespecificos 0 multivalentes que comprenden uno o mas dominios VuH pueden interaccionar mas
eficazmente con dianas que los CAR multiespecificos o multivalentes que comprenden fragmentos de unién a antigeno
derivados de anticuerpos de 4 cadenas convencionales. Puesto que se sabe que los VHH se unen a epitopos
"inusuales” tales como cavidades o surcos, la afinidad de los CAR que comprenden tales VuH puede ser mas
adecuada para el tratamiento terapéutico que los polipéptidos multiespecificos convencionales.

En algunas realizaciones, el sdAb deriva de una regién variable de la inmunoglobulina encontrada en peces
cartilaginosos. Por ejemplo, el sdAb puede derivar del isotipo de inmunoglobulina conocido como Receptor de
Antigeno Novedoso (NAR) encontrado en el suero de tiburdn. Los métodos para producir moléculas de dominio Gnico
derivadas de una regién variable de NAR ("IgNAR") son descritos en el documento WO 03/014161 y por Streltsov
(2005) en Protein Sci. 14:2901-2909.

En algunas realizaciones, el sdAb es recombinante, injertado con CDR, humanizado, camelizado, desinmunizado y/o
generado in vitro (p. ej., seleccionado mediante presentacion en fagos). En algunas realizaciones, la secuencia de
aminoacidos de las regiones marco puede alterarse por "camelizacion" de restos de aminoacidos especificos en las
regiones marco. Camelizacién se refiere al remplazo o sustitucién de uno o mas restos de aminoacidos en la secuencia
de aminoécidos de un dominio Vu (de origen natural) de un anticuerpo convencional de 4 cadenas por uno o mas de
los restos de aminoacidos que aparecen en la posicidon o posiciones correspondiente en un dominio VuH de un
anticuerpo de cadena pesada. Esto se puede realizar de una manera conocida per se, que sera clara para el experto,
por ejemplo, basandose en la descripcion adicional en el presente documento. Tales sustituciones de "camelizacion”
se insertan preferiblemente en posiciones de aminoacidos que forman y/o estan presentes en la interfase Vu-Vi, y/o
en los restos llamados distintivos de Camelidae, como se define en la presente memoria (véanse por ejemplo el
documento WO 94/04678, Davies y Riechmann FEBS Letters 339: 285-290, 1994; Davies y Riechmann Protein
Engineering 9 (6): 531-537, 1996; Riechmann J. Mol. Biol. 259: 957-969, 1996; y Riechmann y Muyldermans J.
Immunol. Met. 231: 25-38, 1999).

El sdAb puede ser un anticuerpo humano de dominio Unico producido por ratones transgénicos o ratas que expresan
segmentos de cadena pesada humana. Véanse, p. €j., el documento US20090307787A1, la Patente de Estados
Unidos Num. 8.754.287, el documento US20150289489A1, el documento US20100122358A1 y el documento
W02004049794. El sdAb puede experimentar maduracion de la afinidad.

Los dominios VHH de origen natural contra un antigeno o diana particulares, se pueden obtener a partir de bibliotecas
(no sensibilizadas previamente o inmunitarias) de secuencias de ViH de Camélido. Tales métodos pueden implicar o
no el escrutinio de tal biblioteca utilizando dicho antigeno o diana, o al menos una parte, fragmento, determinante
antigénico o epitopo de los mismos utilizando una o0 mas técnicas de escrutinio conocidas per se. Tales bibliotecas y
técnicas se describen, por ejemplo, en los documentos WO 99/37681, WO 01/90190, WO 03/025020 y WO 03/035694.
Alternativamente, se pueden utilizar bibliotecas sintéticas o semisintéticas mejoradas derivadas de bibliotecas de VuH
(no sensibilizadas previamente o inmunitarias), tales como bibliotecas de VuH obtenidas a partir de bibliotecas de VuH
(no sensibilizadas previamente o inmunitarias) mediante técnicas tales como mutagénesis aleatoria y/o barajado de
CDR, como se describe, por ejemplo, en el documento WO 00/43507.

Los anticuerpos de dominio Unico se pueden generar a partir de anticuerpos de cuatro cadenas convencionales.
Véanse, por ejemplo, el documento EP 0 368 684, Ward et al. (Nature 12 de octubre de 1989; 341 (6242): 544-6), Holt
et al., Trends Biotechnol., 2003, 21(11):484-490; el documento WO 06/030220; y el documento WO 06/003388.
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2. Antigenos

El antigeno diana de los CAR de la presente invencion es BCMA. Se divulgan otros antigenos como referencia. Los
anticuerpos de dominio Unico se pueden elegir para reconocer un antigeno que actda como un marcador de superficie
celular en células diana asociadas con un estado de enfermedad especial. En algunas realizaciones, el antigeno
tumoral esta asociado con una neoplasia maligna de células B. Los tumores expresan un nimero de proteinas que
pueden servir como antigeno diana para una respuesta inmunitaria, particularmente respuestas inmunitarias mediadas
por células T. Los antigenos elegidos como diana por el CAR pueden ser antigenos en una Unica célula enferma o
antigenos que se expresan en diferentes células que contribuyen cada una a la enfermedad. Los antigenos elegidos
como diana por el CAR pueden estar implicados directa o indirectamente en las enfermedades.

Los antigenos tumorales son proteinas que son producidas por células tumorales que pueden provocar una respuesta
inmunitaria, particularmente respuestas inmunitarias mediadas por células T. La seleccién del antigeno diana
dependera del tipo particular de cancer que se vaya a tratar. Los antigenos tumorales ilustrativos incluyen, por ejemplo,
un antigeno asociado a glioma, antigeno carcinoembrionario (CEA), gonadotropina coridnica humana B,
alfafetoproteina (AFP), AFP reactiva con lectina, tiroglobulina, RAGE-1, MN-CAIX, telomerasa transcriptasa inversa
humana, RU1, RU2 (AS), carboxil esterasa intestinal, mut hsp70-2, M-CSF, prostasa, antigeno especifico de préstata
(PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGE-la, p53, Prostein, PSMA, HER2/neu, survivina y telomerasa, antigeno 1 tumoral de
carcinoma de préstata (PCTA-1), MAGE, ELF2M, elastasa de neutréfilos, efrinaB2, CD22, factor de crecimiento
insulinico (IGF)-1, IGF-II, receptor de IGF-I y mesotelina.

El antigeno tumoral puede comprender uno o mas epitopos de cancer antigénicos asociados con un tumor maligno.
Los tumores malignos expresan un numero de proteinas que pueden servir como antigenos diana para un ataque
inmunitario. Estas moléculas incluyen, pero no se limitan a, antigenos especificos de tejido tales como MART-1,
tirosinasa y gp100 en melanoma y fosfatasa acida prostatica (PAP) y antigeno especifico de prostata (PSA) en cancer
de préstata. Otras moléculas diana pertenecen al grupo de moléculas relacionadas con la transformacién tales como
el oncogén HER2/Neu/ErbB-2. Otro grupo mas de antigenos diana son los antigenos onco-fetales tales como el
antigeno carcinoembrionario (CEA). En el linfoma de células B, la inmunoglobulina idiotipica especifica de tumor
constituye un antigeno de inmunoglobulina realmente especifico de tumor que es lnico para el tumor individual. Los
antigenos de diferenciacién de células B tales como CD19, CD20 y CD37 son otros candidatos para antigenos diana
en linfoma de células B.

El antigeno tumoral puede ser un antigeno especifico de tumor (TSA) o un antigeno asociado a tumor (TAA). Un TSA
es Unico para las células tumorales y no se produce en otras células en el organismo. Un antigeno asociado TAA no
es Unico para una célula tumoral, y en su lugar también se expresa en una célula normal en condiciones que no
inducen un estado de tolerancia inmunolégica al antigeno. La expresién del antigeno en el tumor se puede producir
en condiciones que permiten que el sistema inmunitario responda al antigeno. Los TAA pueden ser antigenos que se
expresan en células normales durante el desarrollo fetal, cuando el sistema inmunitario es inmaduro, e incapaz de
responder o pueden ser antigenos que estan normalmente presentes a niveles extremadamente bajos en células
normales, pero que se expresan a niveles mucho mas altos en células tumorales.

Los ejemplos no limitantes de antigenos TSA o TAA incluyen los siguientes: Antigenos de diferenciacion tales como
MART-1/MelanA (MART-I), gp 100 (Pmel 17), tirosinasa, TRP-1, TRP-2 y antigenos multilinaje especificos de tumor
tales como MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, pl5; antigenos embrionarios expresados en exceso tales
como CEA; oncogenes expresados en exceso y genes supresores de tumores mutados tales como p53, Ras,
HER2/neu; antigenos tumorales Unicos resultantes de translocaciones cromosémicas; tales como BCR-ABL, E2A-
PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-RAR; y antigenos virales, tales como los antigenos del virus de Epstein Barr EBVA 'y
antigenos del papilomavirus humano (HPV) E6 y E7. Otros antigenos grandes basados en proteinas incluyen TSP-
180, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESQ, pl85erbB2, pl80erbB-3, c-met, nm-23HI, PSA, TAG-72, CA 19-9,
CA 72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, beta-Catenina, CDK4, Mum-1, p 15, p 16, 43-9F, 5T4, 791Tgp72, alfa-fetoproteina,
beta-HCG, BCA225, BTAA, CA 125, CA 15-3\CA 27.29\BCAA CA 195, CA 242, CA-50, CAM43, CD68\P1, CO-029,
FGF-5, G250, Ga733\EpCAM, htgp-175, M344, MA-50, MG7-Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO-1, RCAS 1, SDCCAG186,
TA-90\proteina de unién a Mac-2\proteina asociada a ciclofilina C, TAAL6, TAG72, TLP y TPS.

El antigeno (tal como el primer antigeno y/o el segundo antigeno) se puede seleccionar del grupo que consiste en
CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRvIIl, GD-2, NY-ESO-1,
MAGE A3, y glicolipido F77.

3. Conectores peptidicos

Los diversos anticuerpos de dominio Unico en los CAR multiespecificos o multivalentes descritos en el presente
documento se pueden fusionar entre si mediante conectores peptidicos. En algunas realizaciones, los anticuerpos de
dominio Unico se fusionan directamente entre si sin ninglin conector peptidico. Los conectores peptidicos que conectan
diferentes anticuerpos de dominio (nico pueden ser iguales o diferentes. También se pueden fusionar diferentes
dominios de los CAR entre si a través de conectores peptidicos.
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Cada conector peptidico en un CAR puede tener la misma o diferente longitud y/o secuencia dependiendo de las
caracteristicas estructurales y/o funcionales de los anticuerpos de dominio Unico y/o los diversos dominios. Cada
conector peptidico se puede seleccionar y optimizar independientemente. La longitud, el grado de flexibilidad y/u otras
propiedades del conector o conectores peptidicos utilizados en los CAR pueden tener alguna influencia en las
propiedades, incluyendo, pero sin limitarse a la afinidad, especificidad o avidez por uno o mas antigenos o epitopos
particulares. Por ejemplo, se pueden seleccionar conectores peptidicos mas largos para asegurar que dos dominios
adyacentes no interfieran estéricamente entre si. Por ejemplo, en un CAR multivalente o multiespecifico que
comprende anticuerpos de dominio Unico dirigidos contra un antigeno multimérico, la longitud y flexibilidad de los
conectores peptidicos son preferiblemente tales que permiten que cada anticuerpo de dominio Gnico en el CAR
multivalente se una al determinante antigénico en cada una de las subunidades del multimero. En algunas
realizaciones, se puede disponer un conector peptidico corto entre el dominio transmembrana y el dominio de
sefializacion intracelular de un CAR. En alguna realizacién, un conector peptidico comprende restos flexibles (tales
como glicina y serina) de modo que los dominios adyacentes estan libres para moverse uno con respecto al otro. Por
ejemplo, un doblete de glicina-serina puede ser un conector peptidico adecuado.

El conector peptidico puede ser de cualquier longitud adecuada. En algunas realizaciones, el conector peptidico tiene
al menos aproximadamente cualquierade 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 75, 100 o mas aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, el conector peptidico no tiene mas de
aproximadamente cualquiera de 100, 75, 50, 40, 35, 30, 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,10, 9,8, 7,6,50
menos aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, la longitud del conector peptidico es cualquiera de
aproximadamente 1 aminoacido a aproximadamente 10 aminoacidos, de aproximadamente 1 aminoacido a
aproximadamente 20 aminod&cidos, de aproximadamente 1 aminoacido a aproximadamente 30 aminoacidos, de
aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 15 aminoacidos, de aproximadamente 10 aminoacidos a
aproximadamente 25 aminoacidos, de aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 30 aminoacidos, de
aproximadamente 10 aminoacidos a aproximadamente 30 aminoacidos de longitud, de aproximadamente 30
aminoacidos a aproximadamente 50 aminoacidos, de aproximadamente 50 aminoacidos a aproximadamente 100
aminodcidos, o de aproximadamente 1 amino&cido a aproximadamente 100 aminoacidos.

El conector peptidico puede tener una secuencia de origen natural, o una secuencia de origen no natural. Por ejemplo,
se puede utilizar como el conector una secuencia derivada de la regién bisagra de anticuerpos solo de cadena pesada.
Véase, por ejemplo, el documento WO1996/34103. En algunas realizaciones, el conector peptidico es un conector
flexible. Los conectores flexibles ilustrativos incluyen polimeros de glicina (G)n, polimeros de glicina-serina (incluyendo,
por ejemplo, (GS)n, (GSGGS)n, (GGGS)n, y (GGGGS)n, en donde n es un numero entero de al menos uno), polimeros
de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina y otros conectores flexibles conocidos en la técnica. En algunas
realizaciones, el conector peptidico comprende la secuencia de aminoacidos GGGGS (SEQ ID NO: 144), (GGGGS)2
(SEQ ID NO: 145), (GGGS)s (SEC ID NO:146), GGGGSGGGGSGGGGGGSGSGGGGS (SEC ID NO: 147),
GGGGSGGGGSGGGGGGSGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO:148), (GGGGS)s (SEQ ID NO: 149),
(GGGGS)s (SEQ ID NO: 150) 0 (GGGGS)s (SEQ ID NO: 151).

Dominio transmembrana

Los CAR de la presente invencién comprenden un dominio transmembrana que se puede fusionar directa o
indirectamente al dominio de unién a antigeno extracelular. El dominio transmembrana puede derivar de una fuente
natural o sintética. Como se emplea en el presente documento, un "dominio transmembrana" se refiere a cualquier
estructura proteica que sea termodinamicamente estable en una membrana celular, preferiblemente una membrana
celular eucaridtica. Los dominios transmembrana compatibles para su uso en los CAR descritos en el presente
documento se pueden obtener a partir de una proteina de origen natural. Alternativamente, puede ser un segmento
proteico sintético, no natural, p. ej., un segmento proteico hidréfobo que sea termodinamicamente estable en una
membrana celular.

Los dominios transmembrana se clasifican basandose en la estructura tridimensional del dominio transmembrana. Por
ejemplo, los dominios transmembrana pueden formar una hélice alfa, un complejo de mas de una hélice alfa, un barril
beta o cualquier otra estructura estable capaz de abarcar la bicapa de fosfolipidos de una célula. Ademas, los dominios
transmembrana pueden clasificarse también o alternativamente baséndose en la topologia del dominio
transmembrana, incluyendo el nimero de pases que el dominio transmembrana realiza a través de la membrana y la
orientacién de la proteina. Por ejemplo, las proteinas de membrana de un solo pase cruzan la membrana celular una
vez, y las proteinas de membrana de multiples pases cruzan la membrana celular al menos dos veces (p. gj., 2, 3, 4,
5, 6, 7 o mas veces). Las proteinas de membrana pueden definirse como de tipo |, tipo 1l o tipo Il dependiendo de la
topologia de sus extremos y segmentos de pase de membrana con respecto al interior y el exterior de la célula. Las
proteinas de membrana de tipo | tienen una Unica regién que abarca la membrana y estan orientadas de manera que
el extremo N-terminal de la proteina esté presente en el lado extracelular de la bicapa lipidica de la célula y el extremo
C-terminal de la proteina esté presente en el lado citoplasmatico. Las proteinas de membrana de tipo Il también tienen
una Unica regioén que abarca la membrana, pero estan orientadas de manera que el extremo C-terminal de la proteina
esté presente en el lado extracelular de la bicapa lipidica de la célula y el extremo N-terminal de la proteina esté
presente en el lado citoplasmatico. Las proteinas de membrana de tipo Il tienen multiples segmentos que abarcan la
membrana y pueden subclasificarse adicionalmente basandose en el nimero de segmentos transmembrana y la
ubicacion de los extremos Ny C.

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2984 851 T3

En algunas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR descrito en el presente documento deriva de una
proteina de membrana unipaso de tipo |. En algunas realizaciones, los dominios transmembrana de proteinas de
membrana multipaso también pueden ser compatibles para su uso en los CAR descritos en el presente documento.
Las proteinas de membrana multipaso pueden comprender una estructura de lamina beta compleja (al menos 2, 3, 4,
5, 6, 7 0 mas) hélices alfa o una estructura de lamina beta. Preferiblemente, el extremo N-terminal y el extremo C-
terminal de una proteina de membrana multipaso estan presentes en lados opuestos de la bicapa lipidica, p. €., el
extremo N-terminal de la proteina esté presente en el lado citoplasmatico de la bicapa lipidica y el extremo C-terminal
de la proteina esta presente en el lado extracelular.

En algunas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR comprende un dominio transmembrana elegido entre
el dominio transmembrana de una cadena alfa, beta o zeta de un receptor de células T, CD28, CD3 épsilon, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, KIRDS2, OX40, CD2,
CD27, LFA-1 (CDI la, CD18), ICOS (CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD40, BAFFR, HVEM (LIGHTR), SLAMF?7,
NKp80 (KLRF1), CD160, CD19, IL-2R beta, IL-2R gamma, IL-7R a, ITGA1, VLA1, CD49a, ITGA4, IA4, CD49D, ITGAG,
VLA-6, CD49f, ITGAD, CDIld, ITGAE, CD103, ITGAL, CDlla, LFA-1, ITGAM, CDIB, ITGAX, CDllc, ITGB1, CD29,
ITGB2, CD18, LFA-1, ITGB7, TNFR2, DNAM1 (CD226), SLAMF4 (CD244, 2B4), CD84, CD96 (tactil), CEACAM1, CRT
AM, Ly9 (CD229), CD160 (BY55), PSGL1, CDIOO (SEMA4D), SLAMF6 (NTB-A, Ly108), SLAM (SLAMF1, CD150,
IPO-3), BLAME (SLAMF8), SELPLG (CD162), ITBR, PAG/Cbp, NKp44, NKp30, NKp46, NKG2D y/o NKG2C. En
algunas realizaciones, el dominio transmembrana es el de una molécula seleccionada del grupo que consiste en CD8q,
CD4, CD28, CD137, CD80, CD86, CD152y PD1.

En algunas realizaciones, el dominio transmembrana es el de CD28. En algunas realizaciones, el dominio
transmembrana es un dominio transmembrana de CD28 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
133. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana de CD28 esta codificado por la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 135.

En algunas realizaciones, el dominio transmembrana es el de CD8a. En algunas realizaciones, el dominio
transmembrana es un dominio transmembrana de CD8a que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
132. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana de CD8a esta codificado por la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 134,

Los dominios transmembrana para su uso en los CAR descritos en el presente documento también pueden
comprender al menos una porcion de un segmento de proteina sintética, no natural. En algunas realizaciones, el
dominio transmembrana es una hélice alfa o lamina beta sintética, no natural. En algunas realizaciones, el segmento
de proteina tiene al menos aproximadamente 20 aminoacidos, p. €j., al menos 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30 o mas aminoacidos. Los ejemplos de dominios transmembrana sintéticos se conocen en la técnica, por
ejemplo, en Patente de Estados Unidos Nim.7.052.906 B1 y la Publicacién PCT Num. WO 2000/032776 A2.

El dominio transmembrana puede comprender una regidén transmembrana y una regién citoplasmatica localizada en
el lado C-terminal del dominio transmembrana. La regién citoplasmatica del dominio transmembrana puede
comprender tres 0 mas aminoacidos y, en algunas realizaciones, ayuda a orientar el dominio transmembrana en la
bicapa lipidica. En algunas realizaciones, uno o mas restos de cisteina estan presentes en la regién transmembrana
del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, uno o0 mas restos de cisteina estan presentes en la region
citoplasmatica del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, la region citoplasmatica del dominio
transmembrana comprende aminoacidos cargados positivamente. En algunas realizaciones, la regién citoplasmatica
del dominio transmembrana comprende los aminoacidos arginina, serina y lisina.

En algunas realizaciones, la regién transmembrana del dominio transmembrana comprende restos de aminoacidos
hidrofobos. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR comprende una secuencia hidréfoba
artificial. Por ejemplo, puede estar presente un triplete de fenilalanina, triptéfano y valina en el extremo C-terminal
terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, la region transmembrana comprende principalmente
restos de aminoacidos hidrofobos, tales como alanina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano o valina.
En algunas realizaciones, la regién transmembrana es hidroéfoba. En algunas realizaciones, la region transmembrana
comprende una secuencia de poli-leucina-alanina. La hidropatia, o caracteristicas hidréfobas o hidréfilas de una
proteina o segmento de proteina, se pueden evaluar mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo,
el analisis de hidropatia de Kyte y Doolittle.

Dominio de sefializacion intracelular

Los CAR de la presente invencién comprenden un dominio de sefializacion intracelular. El dominio de sefializacién
intracelular es responsable de la activacion de al menos una de las funciones efectoras normales de la célula efectora
inmunitaria que expresa los CAR. El término "funcién efectora" se refiere a una funcién especializada de una célula.
La funcion efectora de una célula T, por ejemplo, puede ser actividad citolitica o actividad auxiliar, incluyendo la
secrecion de citocinas. Por tanto, el término dominio de sefializacion citoplasmatico se refiere a la porcion de una
proteina que transduce la sefial de la funcion efectora y dirige a la célula para que realice una funcién especializada.
Aunque normalmente puede emplearse el dominio de sefializacién citoplasmatico completo, en muchos casos no es
necesario utilizar la cadena completa. En la medida en que se utilice una porcién truncada del dominio de sefializacién
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citoplasmatico, tal porcion truncada se puede utilizar en lugar de la cadena intacta siempre que transduzca la sefial de
la funcion efectora. Por lo tanto, se pretende que el término dominio de sefializacion citoplasmatico incluya cualquier
porcion truncada del dominio de sefializacion citoplasmatico suficiente para transducir la sefial de la funcion efectora.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular
primario de una célula efectora inmunitaria. En algunas realizaciones, el CAR comprende un dominio de sefializacion
intracelular que consiste esencialmente en un dominio de sefializacién intracelular primario de una célula efectora
inmunitaria. "Dominio de sefializacién intracelular primario” se refiere a una secuencia de sefializacién citoplasmatica
que actia de una manera estimuladora para inducir funciones efectoras inmunitarias. En algunas realizaciones, el
dominio de sefializacion intracelular primario contiene un motivo de sefializacién conocido como motivo de activacion
basado en tirosina de inmunorreceptor, o ITAM. Un "ITAM", como se emplea en el presente documento, es un motivo
proteico conservado que esta generalmente presente en la porcion de cola de moléculas de sefializacion expresadas
en muchas células inmunitarias. El motivo puede comprender dos repeticiones de la secuencia de aminoacidos YxxL/I
separadas por 6-8 aminoacidos, en donde cada x es independientemente cualquier aminoacido, produciendo el motivo
conservado YxxL/Ix(6-8)YxxL/l. Los ITAM dentro de las moléculas de sefializaciéon son importantes para la
transduccion de sefiales dentro de la célula, que esta mediada al menos en parte por la fosforilacion de restos de
tirosina en el ITAM después de la activacion de la molécula de sefializacion. Los ITAM también pueden funcionar como
sitios de acoplamiento para otras proteinas implicadas en rutas de sefializacién. Las secuencias de sefializacién
citoplasmaticas primarias que contiene ITAM ilustrativas incluyen las derivadas de CD3¢, FcR gamma(FCER1G), FcR
beta (Fc Epsilon Rib), CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b y CD66d.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular primario es el de CD3¢. En algunas realizaciones, el
dominio de sefializacién intracelular consiste en el dominio de sefializacion citoplasmatico de CD3¢. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario es un dominio de sefializacién citoplasmatico de CD3¢
de tipo salvaje. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario de CD3( de tipo salvaje
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 140. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
intracelular primario de CD3( de tipo salvaje esta codificado por el acido nucleico de SEQ ID NO: 142. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular primario es un mutante funcional del dominio de sefializacién
citoplasmatico de CD3C que contiene una 0 mas mutaciones, tal como Q65K. En algunas realizaciones, el dominio de
sefializacion intracelular primario de CD3¢ mutante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular primario de CD3¢ mutante esta codificado por el acido
nucleico de SEQ ID NO: 143.

Dominio de sefalizacion coestimulador

Muchas células efectoras inmunitarias requieren coestimulacién, ademas de la estimulacién de una sefial especifica
de antigeno, para promover la proliferacién, diferenciacién y supervivencia celulares, asi como para activar las
funciones efectoras de la célula. En algunas realizaciones, el CAR comprende al menos un dominio de sefializacién
coestimulador. El término "dominio de sefializacién coestimulador”, como se emplea en el presente documento, se
refiere a al menos una porcioén de una proteina que media la transduccion de sefiales dentro de una célula para inducir
una respuesta inmunitaria tal como una funcién efectora. El dominio de sefializacién coestimulador del receptor
quimérico descrito en el presente documento puede ser un dominio de sefializacién citoplasmatico de una proteina
coestimuladora, que transduce una sefial y modula las respuestas mediadas por células inmunitarias, tales como
células T, linfocitos NK, macréfagos, neutréfilos o eosinofilos. El "dominio de sefializacion coestimulador” puede ser la
porcién citoplasmatica de una molécula coestimuladora. El término "molécula coestimuladora" se refiere a un
compafiero de unién relacionado en una célula inmunitaria (tal como una célula T) que se une especificamente con
un ligando coestimulador, mediando de este modo una respuesta coestimuladora por la célula inmunitaria, tal como,
pero sin limitarse a, proliferacion y supervivencia.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende un Unico dominio de sefializacién
coestimulador. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende dos o mas (tal como
aproximadamente cualquiera de 2, 3, 4 o mas) dominios de sefializacion coestimuladores. En algunas realizaciones,
el dominio de sefalizacién intracelular comprende dos o mas de los mismos dominios de sefializacién
coestimuladores, por ejemplo, dos copias del dominio de sefializacién coestimulador de CD28. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular comprende dos o mas dominios de sefializacion coestimuladores
de diferentes proteinas coestimuladoras, tales como dos o mas proteinas coestimuladoras cualesquiera descritas en
el presente documento. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de
sefalizacion intracelular primario (tal como el dominio de sefializacién citoplasmatico de CD3Z) y uno o mas dominios
de sefializaciéon coestimuladores. En algunas realizaciones, los uno o mas dominios de sefializacion coestimuladores
y el dominio de sefializacion intracelular primario (tal como el dominio de sefializacion citoplasmatico de CD3C) se
fusionan entre si a través de conectores peptidicos opcionales. El dominio de sefializacién intracelular primario y el
uno o mas dominios de sefializaciéon coestimuladores pueden disponerse en cualquier orden adecuado. En algunas
realizaciones, los uno o mas dominios de sefializacion coestimuladores estan localizados entre el dominio
transmembrana y el dominio de sefializacién intracelular primario (tal como el dominio de sefializacién citoplasmatico
de CD3¢). Multiples dominios de sefializacion coestimuladores pueden proporcionar efectos estimuladores aditivos o
sinérgicos.
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La activacion de un dominio de sefializacion coestimulador en una célula anfitriona (p. ej., una célula inmunitaria)
puede inducir a la célula a aumentar o disminuir la produccién y secrecién de citocinas, propiedades fagociticas,
proliferacion, diferenciacién, supervivencia y/o citotoxicidad. El dominio de sefializacién coestimulador de cualquier
molécula coestimuladora puede ser compatible para su uso en los CAR descritos en el presente documento. El tipo o
los tipos de dominio de sefializacién coestimulador se seleccionan basandose en factores tales como el tipo de células
efectoras inmunitarias en las que se expresarian las moléculas efectoras (p. €j., células T, células NK, macréfagos,
neutréfilos o eosinofilos) y la funcion efectora inmunitaria deseada (p. €j., efecto ADCC). Los ejemplos de dominios de
sefializaciéon coestimuladores para su uso en los CAR pueden ser el dominio de sefializacién citoplasmatico de
proteinas coestimuladoras, incluyendo, sin limitacién, miembros de la familia B7/CD28 (p. gj., B7-1/CD80, B7-2/CD86,
B7-H1/PD-L1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-H6, B7-H7, BTLA/CD272, CD28, CTLA-4, Gi24/VISTA/B7-H5, ICOS/CD278,
PD-1, PD-L2B7-DC, y PDCD®6); miembros de la superfamilia de TNF (p. ej., 4-1BB/TNFSF9/CD137, Ligando 4-
1BB/TNFSF9, BAFF/BLYS/TNFSF13B, BAFF R/TNFRSF13C, CD27/TNFRSF7, Ligando CD27/TNFSF7,
CD30/TNFRSF8, Ligando CD30/TNFSF8, CD40/TNFRSF5, CD40/TNFSF5, Ligando CD40/TNFSF5,
DR3/TNFRSF25, GITR/TNFRSF18, Ligando GITR/TNFSF18, HVEM/TNFRSF14, LIGHT/TNFSF14, Linfotoxina-
alfa/TNF-beta, OX40/TNFRSF4, Ligando OX40/TNFSF4, RELT/TNFRSF19L, TACI/TNFRSF13B, TL1A/TNFSF15,
TNF-alfa y TNF RII/TNFRSF1B); miembros de la familia SLAM (p. gj., 2B4/CD244/SLAMF4, BLAME/SLAMF8, CD2,
CD2F-10/SLAMF9, CD48/SLAMF2, CD58/LFA-3, CD84/SLAMF5, CD229/SLAMF3, CRACC/SLAMF7, NTB-
A/SLAMF6 y SLAM/CD150); y cualquier otra molécula coestimuladora, tal como CD2, CD7, CD53, CD82/Kai-1,
CD90/Thy1, CD96, CD160, CD200, CD300a/LMIR1, HLA Clase |, HLA-DR, lkaros, Integrina alfa 4/CD49d, Integrina
alfa 4 beta 1, Integrina alfa 4 beta 7/LPAM-1, LAG-3, TCL1A, TCL1B, CRTAM, DAP12, Dectina-1/CLEC7A,
DPPIV/CD26, EphB6, TIM-1/KIM-1/HAVCR, TIM-4, TSLP, TSLP R, antigeno-1 asociado a la funcién linfocitica (LFA-
1} y NKG2C.

En algunas realizaciones, los uno o mas dominios de sefializacion coestimuladores se seleccionan del grupo que
consiste en CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, CD3, antigeno-1 asociado a la funcién linfocitica (LFA-1), CD2,
CD7, LIGHT, NKG2C y B7-H3.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular en el CAR de la presente invencién comprende un
dominio de sefializacion coestimulador de CD28. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular
comprende un dominio de sefializacion citoplasmatico de CD3Z y un dominio de sefializacién coestimulador de CD28.
En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador
de CD28 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 136. En algunas realizaciones, el dominio de
sefializacion coestimulador de CD28 esta codificado por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 138. En
algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular esté codificado por la secuencia de acido nucleico de
SEQ ID NO: 228.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular en el CAR de la presente invencién comprende un
dominio de sefializacion coestimulador de CD137 (es decir, 4-1BB). En algunas realizaciones, el dominio de
sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién citoplasmatico de CD3C y un dominio de sefializacién
coestimulador de CD137. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de
sefializacion coestimulador de CD137 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 137. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador de CD137 esta codificado por la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 139.

En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular en el CAR de la presente invencién comprende un
dominio de sefializacién coestimulador de CD28 y un dominio de sefializacién coestimulador de CD137. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacion citoplasmatico de CD3(,
un dominio de sefializacion coestimulador de CD28, y un dominio de sefializacion coestimulador de CD137. En algunas
realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular comprende un polipéptido que comprende del extremo N-terminal
al extremo C-terminal: un dominio de sefializacién coestimulador de CD28, un dominio de sefializacién coestimulador
de CD137 y un dominio de sefializacién citoplasmatico de CD3. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
intracelular comprende un dominio de sefializacion coestimulador de CD28 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 136. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion coestimulador de CD28 esta
codificado por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 138. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién
intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador de CD137 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 137. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién coestimulador de CD137 esta
codificado por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 139.

También dentro del alcance de la presente divulgacién se encuentran variantes de cualquiera de los dominios de
sefializacion coestimuladores descritos en el presente documento, de modo que el dominio de sefializacién
coestimulador sea capaz de modular la respuesta inmunitaria de la célula inmunitaria. En algunas realizaciones, los
dominios de sefializacion coestimuladores comprenden hasta 10 variaciones de restos de aminoécidos (p. €j., 1, 2, 3,
4, 5 u 8) en comparacion con un homologo de tipo salvaje. Tales dominios de sefializacién coestimuladores que
comprenden una 0 mas variaciones de aminoacidos pueden denominarse variantes. La mutacién de los restos de
aminoacidos del dominio de sefializacion coestimulador puede dar como resultado un aumento en la transduccion de
sefializacion y una estimulacién potenciada de las respuestas inmunitarias con relacién a los dominios de sefializacién
coestimuladores que no comprenden la mutacién. La mutacién de los restos de aminoacidos del dominio de
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sefializacion coestimulador puede dar como resultado una disminucion en la transduccion de sefializaciéon y una
estimulacién reducida de las respuestas inmunitarias con relacion a los dominios de sefializacién coestimuladores que
no comprenden la mutacién.

Region bisagra

Los CAR de la presente invencion pueden comprender un dominio bisagra que se localiza entre el dominio de unién
a antigeno extracelular y el dominio transmembrana. Un dominio bisagra es un segmento de aminoacidos que se
encuentra generalmente entre dos dominios de una proteina y puede permitir la flexibilidad de la proteina y el
movimiento de uno o ambos dominios entre si. Se puede utilizar cualquier secuencia de aminoacidos que proporcione
tal flexibilidad y movimiento del dominio de unién a antigeno extracelular con respecto al dominio transmembrana de
la molécula efectora.

El dominio bisagra puede contener aproximadamente 10-100 aminoacidos, p. gj., aproximadamente uno cualquiera
de 15-75 aminoécidos, 20-50 aminoacidos o 30-60 aminoacidos. En algunas realizaciones, el dominio bisagra puede
tener al menos aproximadamente uno cualquiera de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 o 75 aminoacidos de longitud.

En algunas realizaciones, el dominio bisagra es un dominio bisagra de una proteina de origen natural. Los dominios
bisagra de cualquier proteina conocida en la técnica que comprende un dominio bisagra son compatibles para su uso
en los receptores quiméricos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, el dominio bisagra es al
menos una porcion de un dominio bisagra de una proteina de origen natural y confiere flexibilidad al receptor quimérico.
En algunas realizaciones, el dominio bisagra deriva de CD8a. En algunas realizaciones, el dominio bisagra es una
porcion del dominio bisagra de CD8a, p. €j., un fragmento que contiene al menos 15 (p. €j., 20, 25, 30, 35 o 40)
aminoacidos consecutivos del dominio bisagra de CD8a. En algunas realizaciones, el dominio bisagra de CD8a
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 130. En algunas realizaciones, el dominio bisagra de CD8a
esta codificado por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 131.

Los dominios bisagra de anticuerpos, tales como anticuerpos IgG, IgA, IgM, IgE o IgD, también son compatibles para
su uso en los sistemas de receptores quiméricos dependientes del pH descritos en el presente documento. En algunas
realizaciones, el dominio bisagra es el dominio bisagra que une los dominios constantes CH1 y CH2 de un anticuerpo.
En algunas realizaciones, el dominio bisagra es de un anticuerpo y comprende el dominio bisagra del anticuerpo y una
0 mas regiones constantes del anticuerpo. En algunas realizaciones, el dominio bisagra comprende el dominio bisagra
de un anticuerpo y la regién constante CH3 del anticuerpo. En algunas realizaciones, el dominio bisagra comprende
el dominio bisagra de un anticuerpo y las regiones constantes CH2 y CH3 del anticuerpo. En algunas realizaciones, el
anticuerpo es un anticuerpo IgG, IgA, IgM, IgE o IgD. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo IgG.
En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, 1IgG2, IgG3 o IgG4. En algunas realizaciones, la regién
bisagra comprende la regién bisagra y las regiones constantes CH2 y CH3 de un anticuerpo IgG1. En algunas
realizaciones, la regién bisagra comprende la regién bisagra y la regién constante CH3 de un anticuerpo IgG1.

Los péptidos que no se producen de manera natural también se pueden utilizar como dominios bisagra para los
receptores quiméricos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, el dominio bisagra entre el
extremo C-terminal del dominio de unién al ligando extracelular de un receptor de Fc y el extremo N-terminal del
dominio transmembrana es un conector peptidico, tal como un conector (GxS)n, en donde x y n, independientemente
pueden ser un nimero entero entre 3y 12, que incluye 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12 0o mas.

Péptido seiial

Los CAR de la presente invencion pueden comprender un péptido sefial (también conocido como secuencia sefial) en
el extremo N-terminal del polipéptido. En general, los péptidos sefial son secuencias peptidicas que dirigen un
polipéptido al sitio deseado en una célula. En algunas realizaciones, el péptido sefial dirige la molécula efectora a la
ruta secretora de la célula y permitira la integracion y el anclaje de la molécula efectora en la bicapa lipidica. Los
péptidos sefial que incluyen secuencias sefial de proteinas de origen natural o secuencias sefial sintéticas de origen
no natural, que son compatibles para su uso en los CAR descritos en el presente documento seran evidentes para un
experto en la técnica. En algunas realizaciones, el péptido sefial deriva de una molécula seleccionada del grupo que
consiste en CD8a, receptor a de GM-CSF y cadena pesada de IgG1. En algunas realizaciones, el péptido sefial deriva
de CD8a. En algunas realizaciones, el péptido sefial CD8a comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
127. En algunas realizaciones, el péptido sefial CD8a esta codificado por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO: 128 0 SEQ ID NO: 129.

IV. Células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética

Se proporcionan adicionalmente células efectoras inmunitarias que comprenden uno cualquiera de los CAR de la
invencion.

Una célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria (tal como una célula T) puede comprender un receptor

de antigeno quimérico multivalente que comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién a antigeno
extracelular que comprende una pluralidad de anticuerpos de dominio Unico (sdAb) que se unen especificamente a un
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antigeno (tal como un antigeno tumoral); (b} un dominio transmembrana; y (c) un dominio de sefializacion intracelular.
El antigeno se puede seleccionar del grupo que consiste en CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1,
GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1, MAGE A3, y glicolipido F77. La pluralidad de sdAb
puede ser de camélido, quimérica, humana o humanizada. La pluralidad de anticuerpos de dominio Unico puede estar
fusionada entre si a través de enlaces peptidicos o conectores peptidicos. Cada conector peptidico puede tener no
mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 o 5)
aminoacidos de longitud. El dominio transmembrana se puede seleccionar del grupo que consiste en CD8a, CD4,
CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. El dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio de
sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). El dominio de sefializacion
intracelular primario puede derivar de CD3¢. El dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio de
sefializacion coestimulador. El dominio de sefializacién coestimulador puede derivar de una molécula coestimuladora
seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. EI CAR multivalente puede comprender adicionalmente un
dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a
antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. El CAR multivalente puede comprender
adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido.
El polipéptido puede comprender del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de
unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de
sefializacion coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacion intracelular primario derivado de CD3¢.
En algunas realizaciones, el CAR multivalente es monoespecifico. EI CAR multivalente puede ser multiespecifico, tal
como biespecifico. EI CAR multivalente puede comprender una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 198-201.

Una célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética (tal como una célula T) puede comprender
un receptor de antigeno quimérico multivalente que comprende un polipéptido que comprende: (a) un dominio de unién
a antigeno extracelular que comprende un primer anticuerpo de dominio Unico que se une especificamente a un primer
epitopo de un antigeno (tal como un antigeno tumoral) y un segundo anticuerpo de dominio Unico que se une
especificamente a un segundo epitopo del antigeno; (b) un dominio transmembrana; y (c¢) un dominio de sefializacion
intracelular, en donde el primer epitopo y el segundo epitopo son diferentes. El antigeno se puede seleccionar del
grupo que consiste en CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, BCMA, CS1, ROR1, GPC3, CD123, IL-13R, CD138, c-Met,
EGFRuvlIl, GD-2, NY-ESO-1, MAGE A3, y glicolipido F77. El primer sdAb y/o el segundo sdAb pueden ser de camélido,
quiméricos, humanos o humanizados. El primer anticuerpo de dominio Unico y el segundo anticuerpo de dominio Gnico
pueden fusionarse entre si a través de un enlace peptidico o un conector peptidico. El conector peptidico puede tener
no mas de aproximadamente 50 (tal como no mas de aproximadamente uno cualquiera de 35, 25, 20, 15, 10 0 5)
aminoacidos de longitud. El dominio transmembrana se puede seleccionar del grupo que consiste en CD8a, CD4,
CD28, CD137, CD80, CD86, CD152 y PD1. El dominio de sefializacion intracelular puede comprender un dominio de
sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T). El dominio de sefializacion
intracelular primario puede derivar de CD3¢. El dominio de sefializacién intracelular puede ser un dominio de
sefializacion coestimulador. El dominio de sefializacién coestimulador puede derivar de una molécula coestimuladora
seleccionada del grupo que consiste en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, B7-H3, Ligandos de CD83 y sus combinaciones. El CAR multivalente puede comprender adicionalmente un
dominio bisagra (tal como un dominio bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de unién a
antigeno extracelular y el extremo N-terminal del dominio transmembrana. El CAR multivalente puede comprender
adicionalmente un péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido.
El polipéptido puede comprender del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de
unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de
sefializacion coestimulador derivado de CD137 y un dominio de sefializacion intracelular primario derivado de CD3C.
La célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética puede ser una célula T, una célula NK, una
célula mononuclear de sangre periférica (PBMC), una célula madre hematopoyética, una célula madre pluripotente o
una célula madre embrionaria. La célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética puede ser
autodloga. La célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética puede ser alogénica.

En algunas realizaciones, se proporciona una célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética (tal
como una célula T) que comprende un CAR de BCMA de la invencién que comprende un polipéptido que comprende:
(a) un dominio de unién a antigeno extracelular que comprende un primer y un segundo sdAb anti-BCMA; (b) un
dominio transmembrana; y (c) un dominio de sefializacién intracelular, en donde el primer sdAb anti-BCMA comprende:

una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; una CDR2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 20; y una CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31;y
el segundo sdAb anti-BCMA comprende una CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;
una CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27; y una CDR3 que comprende la secuencia
de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 38.

En algunas realizaciones, el sdAb anti-BCMA es de camélido, quimérico, humano o humanizado. En algunas
realizaciones, el sdAb anti-BCMA comprende un dominio ViH que comprende una secuencia de aminoacidos del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 80 y 87. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacion intracelular
comprende un dominio de sefializacion intracelular primario de una célula efectora inmunitaria (tal como una célula T).
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En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular primario es el de CD3¢. En algunas realizaciones, el
dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador. En algunas realizaciones,
el dominio de sefializacion coestimulador es el de una molécula coestimuladora seleccionada del grupo que consiste
en CD27, CD28, CD137, OX40, CD30, CD40, CD3, LFA-1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y sus combinaciones.
En algunas realizaciones, el CAR de BCMA comprende adicionalmente un dominio bisagra (tal como un dominio
bisagra de CD8a) localizado entre el extremo C-terminal del dominio de union a antigeno extracelular y el extremo N-
terminal del dominio transmembrana. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA comprende adicionalmente un
péptido sefial (tal como un péptido sefial CD8a) localizado en el extremo N-terminal del polipéptido. En algunas
realizaciones, el polipéptido comprende del extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8aq, el
dominio de unién a antigeno extracelular, un dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD28, un
primer dominio de sefializacion coestimulador de CD28, un segundo dominio de sefializacién coestimulador de CD137
y un dominio de sefializacion intracelular primario de CD3¢. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: un péptido sefial CD8a, el dominio de unién a antigeno extracelular, un
dominio bisagra de CD8a, un dominio transmembrana de CD8a, un dominio de sefializacion coestimulador de CD137
y un dominio de sefializacion intracelular primario de CD3¢. En algunas realizaciones, el CAR de BCMA comprende
una secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 265-270. En algunas
realizaciones, la célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética es una célula T, una célula NK,
una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC), una célula madre hematopoyética, una célula madre pluripotente
0 una célula madre embrionaria. En algunas realizaciones, la célula efectora inmunitaria modificada mediante
ingenieria genética es autbéloga. En algunas realizaciones, la célula efectora inmunitaria modificada mediante
ingenieria genética es alogénica.

También se proporcionan células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética que comprenden
(o expresan) dos 0 mas CAR diferentes. Dos 0 mas cualesquiera de los CAR descritos en el presente documento se
pueden expresar combinados. Los CAR se pueden dirigir a diferentes antigenos, proporcionando de este modo efectos
sinérgicos o aditivos. Puesto que los anticuerpos de dominio Unico en los dominios de union a antigeno extracelulares
de los CAR tienen solo cadenas variables de antigeno unico (tales como cadenas pesadas), tales células que expresan
CAR no tienen problemas de emparejamiento incorrecto de cadenas variables, como se observa en las células
efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética que coexpresan dos o mas CAR basados en scFv.
Las células efectoras inmunitarias modificadas ilustrativas que coexpresan dos CAR basados en VuH se ilustran en la
FIG. 1E. Un experto en la técnica reconoceria que los CAR basados en otros sdAb o que tienen otras estructuras
como se describe en el presente documento también pueden coexpresarse en las células efectoras inmunitarias
modificadas mediante ingenieria genética. Los dos o mas CAR pueden codificarse en el mismo vector o0 en vectores
diferentes.

La célula efectora inmunitaria modificada mediante ingenieria genética puede expresar adicionalmente una o mas
proteinas terapéuticas y/o inmunomoduladores, tales como inhibidores del punto de control inmunitario. Véanse, por
ejemplo, las Solicitudes de Patente Internacional NOm. PCT/CN2016/073489 y PCT/CN2016/087855.

Vectores

La presente invencién proporciona vectores para clonar y expresar uno cualquiera de los CAR de la invencion. En
algunas realizaciones, el vector es adecuado para replicacion e integracion en células eucariéticas, tales como células
de mamifero. En algunas realizaciones, el vector es un vector viral. Los ejemplos de vectores virales incluyen, pero no
se limitan a, vectores adenovirales, vectores de virus adenoasociados, vectores lentivirales, vectores retrovirales,
vector vaccinia, vector viral de herpes simple y derivados de los mismos. La tecnologia de vectores virales es bien
conocida en la técnica y es descrita, por ejemplo, por Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en otros manuales de virologia y biologia molecular.

Se han desarrollado varios sistemas basados en virus para la transferencia génica a células de mamifero. Por ejemplo,
los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para los sistemas de suministro de genes. El acido nucleico
heter6logo puede insertarse en un vector y empaquetarse en particulas retrovirales utilizando mecanismos conocidos
en la técnica. El virus recombinante se puede aislar y suministrarse después a la célula de mamifero modificada
mediante ingenieria genética in vitro o ex vivo. Se conocen en la técnica varios sistemas retrovirales. En algunas
realizaciones, se utilizan vectores de adenovirus. Se conocen en la técnica varios vectores de adenovirus. En algunas
realizaciones, se utilizan vectores de lentivirus. En algunas realizaciones, se utilizan vectores lentivirales
autoinactivantes. Por ejemplo, los vectores lentivirales autoinactivantes que portan la secuencia codificante del
inmunomodulador (tal como el inhibidor del punto de control inmunitario) y/o los vectores lentivirales autoinactivantes
que portan receptores de antigeno quiméricos se pueden empaquetar mediante protocolos conocidos en la técnica.
Los vectores lentivirales resultantes se pueden utilizar para transducir una célula de mamifero (tal como células T
humanas primarias) utilizando métodos conocidos en la técnica. Los vectores derivados de retrovirus tales como
lentivirus son herramientas adecuadas para lograr la transferencia génica a largo plazo, ya que permiten la integracién
estable a largo plazo de un transgén y su propagacion en células de progenie. Los vectores lentivirales también tienen
baja inmunogenicidad, y pueden transducir células no proliferativas.
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En algunas realizaciones, el vector comprende uno cualquiera de los acidos nucleicos que codifican un CAR de la
invencion. El acido nucleico puede clonarse en el vector utilizando cualquier método de clonacién molecular conocido
en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el uso de sitios de endonucleasa de restriccién y uno o mas marcadores
seleccionables. En algunas realizaciones, €l acido nucleico esta conectado operablemente a un promotor. Se han
explorado variedades de promotores para la expresion génica en células de mamifero, y se puede utilizar cualquiera
de los promotores conocidos en la técnica en la presente invenciéon. Los promotores pueden clasificarse
aproximadamente como promotores constitutivos o promotores regulados, tales como promotores inducibles.

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica el CAR estd conectado operablemente a un promotor
constitutivo. Los promotores constitutivos permiten que los genes heterdlogos (también denominados transgenes) se
expresen constitutivamente en las células anfitrionas. Los promotores constitutivos ilustrativos contemplados en el
presente documento incluyen, pero no se limitan a, promotores de Citomegalovirus (CMV), factores de elongacion
humanos-1alfa (hEF1a), promotor de ubiquitina C (UbiC), promotor de fosfogliceroquinasa (PGK), promotor temprano
del virus de simio 40 (SV40) y promotor de B-actina de pollo acoplado con potenciador temprano de CMV (CAGG).
Las eficiencias de tales promotores constitutivos en la conduccién de la expresién transgénica se han comparado
ampliamente en un gran nimero de estudios. Por ejemplo, Michael C. Milone et al compararon las eficiencias de CMV,
hEF1a, UbiC y PGK para dirigir la expresion del receptor de antigeno quimérico en células T humanas primarias, y
concluyeron que el promotor hEF1a no solo indujo el nivel mas alto de expresion transgénica, sino que también se
mantuvo optimamente en las células T humanas CD4 y CD8 (Molecular Therapy, 17(8): 1453-1464 (2009)). En algunas
realizaciones, el acido nucleico que codifica el CAR esta conectado operablemente a un promotor hEF1a.

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica el CAR estd conectado operablemente a un promotor
inducible. Los promotores inducibles pertenecen a la categoria de promotores regulados. El promotor inducible puede
inducirse mediante una o mas condiciones, tales como una condicién fisica, microentorno de la célula efectora
inmunitaria modificada mediante ingenieria genética, o el estado fisiolodgico de la célula efectora inmunitaria modificada
mediante ingenieria genética, un inductor (es decir, un agente inductor), o una combinacién de los mismos. Las
condiciones inductoras pueden no inducir la expresion de genes enddégenos en la célula de mamifero modificada
mediante ingenieria genética, y/o en el sujeto que recibe la composicién farmacéutica. Las condiciones inductoras se
pueden seleccionar del grupo que consiste en: inductor, irradiacion (tal como radiacién ionizante, luz), temperatura (tal
como calor), estado rédox, entorno tumoral y el estado de activacién de la célula de mamifero modificada mediante
ingenieria genética.

En algunas realizaciones, el vector también contiene un gen marcador seleccionable o un gen informador para
seleccionar células que expresan el CAR de la poblacién de células anfitrionas transfectadas a través de vectores
lentivirales. Tanto los marcadores seleccionables como los genes informadores pueden estar flanqueados por
secuencias reguladoras apropiadas para permitir la expresion en las células anfitrionas. Por ejemplo, el vector puede
contener terminadores de transcripcién y traduccién, secuencias de iniciacion y promotores (Utiles para la regulacion
de la expresion de las secuencias de acido nucleico.

En algunas realizaciones, el vector comprende mas de un acido nucleico que codifica los CAR. En algunas
realizaciones, el vector comprende un acido nucleico que comprende una primera secuencia de acido nucleico que
codifica un primer CAR y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un segundo CAR, en donde el primer
acido nucleico esta conectado operablemente al segundo acido nucleico a través de una tercera secuencia de acido
nucleico que codifica un péptido de autoescision. En algunas realizaciones, el péptido de autoescisién se selecciona
del grupo que consiste en T2A, P2A y F2A. En algunas realizaciones, el péptido T2A tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 254. En algunas realizaciones, el péptido T2A esta codificado por la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 255.

Células efectoras inmunitarias

Las "células efectoras inmunitarias" son células inmunitarias que pueden realizar funciones efectoras inmunitarias. En
algunas realizaciones, las células efectoras inmunitarias expresan al menos FcyRIIl y realizan la funcién efectora de
ADCC. Los ejemplos de células efectoras inmunitarias que median la ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), células asesinas naturales (NK), monocitos, células T citotoxicas, neutrofilos y eosindfilos.

En algunas realizaciones, las células efectoras inmunitarias son células T. En algunas realizaciones, las células T son
CD4+/CD8-, CD4-/CD8+, CD4+/CD8+, CD4-/CD8-, o combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, las
células T producen IL-2, TFN y/o TNF tras expresar el CAR y unirse a las células diana, tales como células tumorales
CD20+ o CD19+. En algunas realizaciones, las células T CD8+ lisan células diana especificas de antigeno tras
expresar el CAR y unirse a las células diana.

En algunas realizaciones, las células efectoras inmunitarias son células NK. En otras realizaciones, las células
efectoras inmunitarias pueden establecerse en lineas celulares, por ejemplo, células NK-92.

En algunas realizaciones, las células efectoras inmunitarias se diferencian de una célula madre, tal como una célula
madre hematopoyética, una célula madre pluripotente, una iPS o una célula madre embrionaria.
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Las células efectoras inmunitarias modificadas mediante ingenieria genética se preparan introduciendo los CAR en
las células efectoras inmunitarias, tales como las células T. El CAR se puede introducir en las células efectoras
inmunitarias transfectando uno cualquiera de los &cidos nucleicos aislados o uno cualquiera de los vectores descritos
en la Seccion 1. EI CAR se puede introducir en las células efectoras inmunitarias insertando proteinas en la membrana
celular mientras se pasan las células a través de un sistema microfluidico, tal como CELL SQUEEZE® (véase, por
ejemplo, la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 20140287509).

Los métodos para introducir vectores o acidos nucleicos aislados en una célula de mamifero son conocidos en la
técnica. Los vectores descritos se pueden transferir a una célula efectora inmunitaria mediante métodos fisicos,
quimicos o biolégicos.

Los métodos fisicos para introducir el vector en una célula efectora inmunitaria incluyen precipitacion con fosfato de
calcio, lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion y similares. Los métodos para producir
células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdégenos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York. El vector
se puede introducir en la célula mediante electroporacion.

Los métodos biolégicos para introducir el vector en una célula efectora inmunitaria incluyen el uso de vectores de ADN
y ARN. Los vectores virales se han convertido en el método mas ampliamente utilizado para insertar genes en células
de mamifero, p. €j., humanas.

Los medios quimicos para introducir el vector en una célula efectora inmunitaria incluyen sistemas de dispersién
coloidal, tales como complejos de macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, cuentas y sistemas basados en
lipidos, incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal ilustrativo
para su uso como vehiculo de suministro in vitro es un liposoma (p. ej., una vesicula de membrana artificial).

Las moléculas de ARN que codifican cualquiera de los CAR descritos en el presente documento se pueden preparar
mediante un método convencional (p. ej., transcripcién in vitro) e introducir después en las células efectoras
inmunitarias mediante métodos conocidos tales como electroporacion de ARNm. Véase, p. €j., Rabinovich et al.,
Human Gene Therapy 17:1027-1035.

La célula efectora inmunitaria transducida o transfectada se puede propagar ex vivo después de la introduccién del
vector o acido nucleico aislado. La célula efectora inmunitaria transducida o transfectada se puede cultivar para
propagarse durante al menos aproximadamente cualquiera de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 10
dias, 12 dias o 14 dias. La célula efectora inmunitaria transducida o transfectada se puede evaluar o escrutar
adicionalmente para seleccionar la célula de mamifero modificada mediante ingenieria genética.

Los genes informadores se pueden utilizar para identificar células potencialmente transfectadas y para evaluar la
funcionalidad de secuencias reguladoras. En general, un gen informador es un gen que no esta presente en o es
expresado por el organismo o tejido receptor y que codifica un polipéptido cuya expresién se manifiesta por alguna
propiedad facilmente detectable, p. €j., actividad enzimatica. La expresién del gen informador se somete a ensayo en
un momento adecuado después de que el ADN se haya introducido en las células receptoras. Los genes informadores
adecuados pueden incluir genes que codifican luciferasa, beta-galactosidasa, cloranfenicol acetil transferasa,
fosfatasa alcalina secretada o el gen de la proteina fluorescente verde (p. ej., Ui-Tei et al. FEBS Let