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DESCRIPCION
Receptores de unidén a antigeno mejorados
Campo de la invencién

La presente divulgacién se refiere, en general, a receptores de unién a antigeno que se pueden unir
especificamente a dominios Fc mutados con unién al receptor de Fc reducida y a linfocitos T que expresan estos
receptores de union a antigeno. Mas precisamente, la presente divulgacion se refiere a linfocitos T
transfectados/transducidos con un receptor de unién a antigeno que se recluta mediante unién especifica a /
interaccién con el dominio Fc mutado de anticuerpos terapéuticos. Ademas, la presente divulgacién describe un kit
que comprende los linfocitos T de la invencién y/o moléculas de acido nucleico, vectores que expresan receptores
de union a antigeno de la presente invencion y (un) anticuerpo(s) dirigido(s) a tumor que comprende(n) un dominio
Fc mutado. La presente divulgacion también describe la produccion y el uso de linfocitos T en un procedimiento
para el tratamiento de enfermedades particulares junto con anticuerpos especificos de tumores, asi como
composiciones farmacéuticas / medicamentos que comprenden linfocitos T y/o anticuerpos terapéuticos, en el que
los linfocitos T se han de administrar en combinacion con anticuerpo(s) terapéutico(s) dirigido(s) a tumores que
comprenden un dominio Fc mutado con unién al receptor de Fc reducida.

Antecedentes

El tratamiento adoptivo con linfocitos T (ACT) es un enfoque de tratamiento poderoso que usa linfocitos T
especificos de cancer (Rosenberg y Restifo, Science 348(6230) (2015), 62-68). EI ACT puede usar células
naturales especificas de tumor o linfocitos T que se volvieron especificos mediante genomanipulacién usando
receptores de linfocitos T o de antigenos quiméricos (Rosenberg y Restifo, Science 348(6230) (2015), 62-68). El
ACT permite tratar e inducir con éxito la remisién en pacientes que padecen incluso enfermedades avanzadas y
de otro modo resistentes al tratamiento, tales como leucemia linfocitica aguda, linfoma no hodgkiniano o melanoma
(Dudley et al., J Clin Oncol 26(32) (2008), 5233-5239; Grupp et al., N Engl J Med 368 (16) (2013), 1509-1518;
Kochenderfer et al., J Clin Oncol. (2015) 33(6):540-549, doi: 10.1200/JC0O.2014.56.2025. publicacidn electrénica
25 ago 2014).

Sin embargo, a pesar de su impresionante eficacia clinica, el ACT esta limitado por las toxicidades relacionadas
con el tratamiento. La especificidad, y los efectos terapéuticos (on-target) y colaterales (off-target) resultantes, de
los linfocitos T genomanipulados usados en ACT se impulsan principalmente por el resto de unién a antigeno
dirigido al tumor implementado en el receptor quimérico para el antigeno (CAR). La expresidén no exclusiva del
antigeno tumoral o la diferencia temporal en el nivel de expresion pueden dar lugar a efectos secundarios graves
o incluso ala cancelacidon del ACT debido a una toxicidad no tolerable del tratamiento.

Ademas, la disponibilidad de linfocitos T especificos de tumor para una lisis eficaz de las células tumorales depende
de la supervivencia a largo plazo y de la capacidad de proliferacién de los linfocitos T genomanipulados in vivo.
Por otra parte, la supervivencia y proliferacién de linfocitos T in vivo puede dar lugar a efectos no deseados a largo
plazo debido a la persistencia de una respuesta a los linfocitos T-CAR no controlada (Grupp et al. 2013 N Engl J
Med 368(16): 1509-18, Maude et al. 2014 2014 N Engl J Med 371(16): 1507-17).

Un enfoque para limitar las toxicidades graves relacionadas con el tratamiento y mejorar la seguridad del ACT es
restringir la activacién y proliferacion de linfocitos T-CAR mediante la introduccion de moléculas adaptadoras en la
sinapsis inmunitaria. Dichas moléculas adaptadoras comprenden pequefios interruptores bimodulares moleculares
como, por ejemplo, el interruptor de folato-FITC descrito recientemente (Kim et al. J Am Chem Soc 2015; 137:2832-
2835). Otro enfoque incluyd anticuerpos modificados artificialmente que comprenden una marca para guiary dirigir
la especificidad de los linfocitos T-CAR por las células tumorales diana (Ma et al. PNAS 2016; 113(4):E450-458,
Cao et al. Angew Chem 2016; 128:1-6, Rogers et al. PNAS 2016; 113(4):E459-468, Tamada et al. Clin Cancer Res
2012; 18(23):6436-6445).

Sin embargo, los enfoques existentes tienen varias limitaciones. Las sinapsis inmunitarias que dependen de
interruptores moleculares requieren la introduccién de elementos adicionales que podrian provocar una respuesta
inmunitaria o dar como resultado efectos colaterales no especificos. Ademas, la complejidad de estos sistemas
multicomponente puede limitar la eficacia y |la tolerabilidad del tratamiento. Por otra parte, la introduccion de la
estructura de marca en los anticuerpos monoclonales terapéuticos existentes puede afectar al perfil de eficacia y
seguridad de estas construcciones.

En consecuencia, es necesario mejorar el tratamiento tumoral dirigido, en particular el tratamiento adoptivo con
linfocitos T, para satisfacer las necesidades de los pacientes con cancer. Por tanto, todavia existe la necesidad de
proporcionar medios mejorados que tengan el potencial de mejorar la seguridad y la eficacia del ACT y superar las
desventajas anteriores.

El documento WO 2015/179833 A1 divulga receptores quiméricos que comprenden una regidén de unién a Fc
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correspondiente al dominio extracelular de CD64, un dominio transmembranario y dominios de sefalizacién de
linfocitos T intracelulares, y linfocitos T que expresan dichos receptores quiméricos. Schlothauer ef al. Protein Eng.
Des. Sel. 2016; 29(10):457-466 divulgan dominios Fc de IgG humana genomanipulados, incluyendo un dominio Fc
variante "efector silencioso" que comprende las sustituciones P329G, L234A y L235A.

Sumario de la invencion

La presente invencidén se define en las reivindicaciones adjuntas. La presente divulgacion también describe
diversos aspectos y modos de realizacion que no se reivindican.

La presente divulgacién se refiere, en general, a receptores de unién a antigeno que se pueden unir
especificamente a dominios Fc mutados con unién al receptor de Fc reducida y a linfocitos T que expresan estos
receptores de unién a antigeno.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un resto de unidén a antigeno, en el que el
resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a un dominio fragmento cristalizable (Fc) mutado pero no
se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el dominio Fc mutado comprende al
menos una sustituciéon aminoacidica en comparacion con el dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacién, la unién al receptor de Fc del dominio Fc mutado se reduce en comparacion con la
unién al receptor de Fc del dominio Fc original no mutado, en particular cuando el receptor de Fc es un receptor
de dominio Fcy o receptor de Fc neonatal (FCcRn). En un modo de realizacidn, la unidn al receptor de Fc se mide
mediante resonancia de plasmoén superficial (RPS) a 25 °C.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno es un scFv, un Fab, un crossFab o un scFab. En un modo
de realizacion preferente, el resto de unién a antigeno es un scFv. En otro modo de realizacion preferente, el resto
de unién a antigeno es un Fab o un crossFab.

En un modo de realizacién, el dominio transmembranario de anclaje es un dominio transmembranario seleccionado
del grupo que consiste en el dominio transmembranario de CD8, de CD3z, de FCGR3A, de NKG2D, de CD27, de
CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10 o de DAP12 o un fragmento del mismo.

En un modo de realizacién, el dominio transmembranario de anclaje es el dominio transmembranario de CD28, en
particular en el que el dominio transmembranario de anclaje comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11.

En un modo de realizacién, el receptor de unién a antigeno comprende ademas al menos un dominio de
seflalizacidn estimulante y/o al menos un dominio de sefializacién coestimulante. En un modo de realizacion, el al
menos un dominio de sefializacion estimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio
intracelular de CD3z, de FCGR3A y de NKG2D, o fragmentos de los mismos. En un modo de realizacion, el al
menos un dominio de sefializacion estimulante es un fragmento del dominio intracelular de CD3z, en particular, en
el que el al menos un dominio de sefializacion estimulante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13. En un modo de realizacién, el al menos un dominio de sefializacién coestimulante se selecciona
individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de
ICOS, de DAP10y de DAP12, o fragmentos de los mismos. En un modo de realizacién, el al menos un dominio de
seflalizacién coestimulante es un fragmento del dominio intracelular de CD28. En un modo de realizacion, el
receptor de unién a antigeno comprende un dominio de sefializacién estimulante que comprende el dominio
intracelular de CD3z, o un fragmento del mismo, y en el que el receptor de unién a antigeno comprende un dominio
de sefalizacién coestimulante que comprende el dominio intracelular de CD28, o un fragmento del mismo. En un
modo de realizacién, el dominio de sefializacion estimulante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 13 y el dominio de sefializacion coestimulante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

En un modo de realizacién, el dominio extracelular se conecta al dominio transmembranario de anclaje,
opcionalmente a través de un conector peptidico. En un modo de realizacidn, el conector peptidico comprende la

secuencia de aminoacidos GGGGS (SEQ ID NO: 17). En un modo de realizacién, el dominio transmembranario
de anclaje se conecta a un dominio de cosefializacién o a un dominio de sefializacién, opcionalmente a través de
un conector peptidico. En un modo de realizacion, se conectan los dominios de sefializacidon y/o cosefializacion,
opcionalmente a través de al menos un conector peptidico.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno es un fragmento scFv, en el que el fragmento scFv se
conecta en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje, opcionalmente a través de un
conector peptidico.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab o un fragmento crossFab, en el que
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el fragmento Fab o crossFab se conecta en el extremo C de la cadena pesada al extremo N del dominio
transmembranario de anclaje, opcionalmente a través de un conector peptidico.

En un modo de realizacién, el receptor de unién a antigeno comprende un dominio de cosefializacién, en el que el
dominio de cosefializacion se conecta en el extremo N al extremo C del dominio transmembranario de anclaje. En
un modo de realizacion, el receptor de union a antigeno comprende un dominio de sefalizacién estimulante, en el
que el dominio de sefializacion estimulante se conecta en el extremo N al extremo C del dominio de sefializacién
coestimulante.

En un modo de realizacién, el dominio Fc original no mutado es un dominio Fc de 1IgG1 o de 1gG4, en particular un
dominio Fc de IgG1 humana. En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado comprende al menos una mutacién
aminoacidica en una posicién seleccionada del grupo que consiste en L234, L235, 1253, H310, P331, P329 y H435
de acuerdo con la numeracién EU, en particular en el que la mutacién aminoacidica es L234A, L235A, [253A,
N297A, H310A, P329G y/o H435A.

En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado comprende al menos una mutacién aminoacidica en una posicién
seleccionada del grupo que consiste en L234, L235 y P329 de acuerdo con la numeracién EU, en particular las
mutaciones aminoacidicas L234A, L235Ay P329G ("PGLALA").

En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado comprende la mutacién aminoacidica P329G de acuerdo con la
numeracion EU, en el que la union al receptor de Fcy del dominio Fc mutado se reduce en comparacion con la
unién al receptor de Fcy del dominio Fc original no mutado, en particular en el que el receptor de Fcy es FcyRllla
yfo FcyRlla humano.

En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado comprende al menos una mutacién aminoacidica en una posicién
seleccionada del grupo que consiste en 1253, H310 y H435 de acuerdo con la numeracién EU, en particular las
mutaciones aminoacidicas 1253A, H310A y H435A ("AAA"), en el que la union a FcRn del dominio Fc mutado se
reduce en comparacion con la unién a FcRn del dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado que comprende la mutacion P329G pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no
mutado, en el que el resto de unidén a antigeno comprende:

(i) unaregidn variable de la cadena pesada (VH) que comprende

(a) lasecuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR
H) 1 RYWHAN (seq 1D NO: 1);
(b) lasecuencia de aminoacidos de CDR H2 EITPDSSTINYTPSLKD (SEQ ID NO: 2); y
(¢) lasecuencia de aminoacidos de CDR H3 PYDYGAWLFAS (SEQ ID NO: 3); v

(i)  una regidn variable de la cadena ligera (VL) que comprende

(d) la secuencia de aminoacidos de la regidn determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR
L) 1 RSSTGAVTTSNYAN (SEQ ID NO: 4);

(e) lasecuencia de aminoacidos de CDR L2 GINKRAP (SEQIDNO: 5). y
(f) lasecuencia de aminoacidos de CDR L3 ALWYSNHWYV (SEQ ID NO: 6).

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado que comprende la mutacion P329G pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no
mutado, en el que el resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8 y SEQ
ID NO: 32y una regién variable de la cadena ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 33.

En un modo de realizacién, el al menos un resto de unién a antigeno comprende la region variable de la cadena
pesada (VH) de SEQ ID NO: 8y la regién variable de la cadena ligera (VL) de SEQ ID NO: 9.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno es un scFv que se puede unir especificamente
a un dominio Fc mutado que comprende la mutacion P329G pero no se puede unir especificamente al dominio Fc
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original no mutado, en el que el receptor de unién a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 31. En un modo de realizacién, el receptor
de unién a antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacién, el al menos un resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la mutacion P329G pero no se puede unir
especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el receptor de unidén a antigeno comprende

a) un polipéptido de fusién de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % idéntico a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 39y
SEQ ID NO: 48; y

b) un polipéptido de la cadena ligera que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntico a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 41y SEQ ID
NO: 50.

En un modo de realizacion, el receptor de unidn a antigeno comprende

a) el polipéptido de fusién de la cadena ligera de SEQ ID NO: 39, y

b) el polipéptido de la cadena ligera de SEQ ID NO: 41.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A ("AAA") pero no se puede unir especificamente
al dominio Fc original no mutado, en el que el resto de unién a antigeno comprende:

(i)  unaregidn variable de la cadena pesada (VH) que comprende

(a) lasecuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR
H) 1 SYGMS (SEQ ID NO: 53);

(b) lasecuencia de aminoacidos de CDR H2 SSGGSY (SEQ ID NO: 54); y
(c) lasecuencia de aminoacidos de CDR H3 LGMETTOY AMIY (SEQ ID NO: 55); vy
(i)  unaregidn variable de la cadena ligera (VL) que comprende

(d) la secuencia de aminoacidos de la regidén determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR
L) 1 RESQTIVHSTGHTYLE (SEQ ID NO: 56);
(e) lasecuencia de aminoacidos de CDR L2 KVSNREFS (SEQ ID NO: 57); v
(f) lasecuencia de aminoécidos de CDR L3 FOOGSHVEY'T (SEQ ID NO: 58).

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A ("AAA") pero no se puede unir especificamente
al dominio Fc original no mutado, en el que el resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la
cadena pesada (VH) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 y una region variable
de la cadena ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno comprende
a) laregién variable de la cadena pesada (VH) de SEQ ID NO: 61;y
b) laregidon variable de la cadena ligera (VL) de SEQ ID NO: 62.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno es un scFv que se puede unir especificamente
a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones [253A, H310A y H435A ("AAA") pero no se puede unir
especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el receptor de unién a antigeno comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 59. En un modo de realizacion, el receptor de unién a antigeno
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 59.
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En un modo de realizacién, el al menos un resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la mutacion P329G pero no se puede unir
especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el receptor de unidén a antigeno comprende

a) un polipéptido de fusién de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % idéntico a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39y

b) un polipéptido de la cadena ligera que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntico a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41.

En un modo de realizacion, el receptor de unidn a antigeno comprende

a) el polipéptido de fusién de la cadena ligera de SEQ ID NO: 39, y

b) el polipéptido de la cadena ligera de SEQ ID NO: 41.

En un modo de realizacion, se proporciona un polinucleétido aislado que codifica el receptor de union a antigeno
como se describe en el presente documento. En un modo de realizacién, se proporciona un polinucleétido aislado
que codifica un polipéptido de fusién de la cadena pesada o un polipéptido de la cadena ligera del receptor de
unién a antigeno como se describe en el presente documento. En un modo de realizacién, se proporciona una
composicion que codifica el receptor de unidén a antigeno como se describe en el presente documento, que
comprende un primer polinucleotido aislado que codifica un polipéptido de fusion de la cadena pesada y un
segundo polinucledtido aislado que codifica un polipéptido de la cadena ligera.

En un modo de realizacion, se proporciona un polipéptido codificado por el polinucledtido como se describe en el
presente documento o por la composicion como se describe en el presente documento.

En un modo de realizacién, se proporciona un vector, en particular, un vector de expresién, que comprende el(los)
polinucledtido(s) como se describe(n) en el presente documento.

En un modo de realizacién, se proporciona un linfocito T transducido que comprende el(los) polinucleétido(s) como
se describe(n) en el presente documento o el vector como se describe en el presente documento. En un modo de
realizacién, se proporciona un linfocito T transducido que puede expresar el receptor de unidén a antigeno como se
describe en el presente documento. En un modo de realizacion, se proporciona el linfocito T transducido como se
describe en el presente documento, en el que el linfocito T transducido se cotransduce con un receptor de linfocitos
T (TCR) que se puede unir especificamente a un antigeno diana.

En un modo de realizacion, se proporciona un kit que comprende

(A) unlinfocito T transducido que puede expresar el receptor de unién a antigeno como se describe en el presente
documento; y

(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado;

en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc mutado pero no se puede
unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacion, se proporciona un kit que comprende

(A) un polinucleétido aislado que codifica el receptor de uniéon a antigeno como se describe en el presente
documento; y

(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado;

en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc mutado pero no se puede
unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacion, se proporciona un kit que comprende

(A) la composicion o el vector como se describe en el presente documento que codifica el receptor de union a
antigeno como se describe en el presente documento; y

(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado;

en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc mutado pero no se puede
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unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacién, el dominio Fc original no mutado es un dominio Fc de 1IgG1 o de 1gG4, en particular un
dominio Fc de IgG1 humana. En un modo de realizacion, se proporciona un dominio Fc mutado que comprende al
menos una mutacion aminoacidica en una posicién seleccionada del grupo que consiste en L234, L235, 1253,
H310, P331, P329 y H435 de acuerdo con la numeracion EU, en particular en el que la mutacién aminoacidica es
L234A, L235A, 1253A, N297A, H310A, P329G y/o H435A. En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado
comprende al menos una mutacion aminoacidica en una posicion seleccionada del grupo que consiste en L234,
L235y P329 de acuerdo con la numeracién EU, en particular las mutaciones aminoacidicas L234A, L235Ay P329G
("PGLALA"). En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado comprende la mutacién de aminoacidica P329G de
acuerdo con la numeracién EU. En un modo de realizacion, el dominio Fc mutado comprende al menos una
mutacidén aminoacidica en una posicidon seleccionada del grupo que consiste en 1253, H310 y H435 de acuerdo
con la numeracion EU, en particular las mutaciones aminoacidicas [253A, H310A y H435A ("AAA").

En un modo de realizacion, el anticuerpo que comprende el dominio Fc mutado se puede unir especificamente a
un antigeno sobre la superficie de una célula tumoral, en particular en el que el antigeno se selecciona del grupo
que consiste en FAP, CEA, p95, BCMA, EpCAM, MSLN, MCSP, HER-1, HER-2, HER-3, CD19, CD20, CD22,
CD33, CD38, CD52FIt3, FOLR1, Trop-2, CA-12-5, HLA-DR, MUC-1 (mucina), antigeno A33, PSMA, PSCA,
receptor de transferrina, TNC (tenascina) y CA-1X, y/o a un péptido unido a una molécula del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) humano. En un modo de realizacién, el anticuerpo que comprende el dominio Fc mutado
se puede unir especificamente a un antigeno seleccionado del grupo que consiste en proteina de activacion de
fibroblastos (FAP), antigeno carcinoembrionario (CEA), mesotelina (MSLN), CD20, receptor de folato 1 (FOLR1) y
tenascina (TNC).

En un modo de realizacidn, se proporciona el kit como se describe en el presente documento para su uso como
medicamento.

En un modo de realizacion, se proporciona el receptor de union a antigeno o el linfocito T transducido como se
describe en el presente documento para su uso como un medicamento, en el que el linfocito T transducido que
expresa el receptor de unién a antigeno se administra antes de, simultaneamente con o después de la
administracién de un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado en el que el receptor de unién a antigeno
se puede unir especificamente al dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original
no mutado.

En un modo de realizacién, se proporciona el kit como se describe en el presente documento para su uso en el
tratamiento de una neoplasia maligna. En un modo de realizacion, se proporciona el receptor de unién a antigeno
o el linfocito T transducido como se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento de una
neoplasia maligna, en el que el tratamiento comprende la administracién de un linfocito T transducido que expresa
el receptor de unién a antigeno antes de, simultdneamente con o después de la administracién de un anticuerpo
que comprende un dominio Fc mutado en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al
dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacién, dicha neoplasia maligna se selecciona de cancer de origen epitelial, endotelial o
mesotelial y cancer hematico.

En un modo de realizacidn, el linfocito T transducido se deriva de una célula aislada del sujeto al que se va a tratar.
En un modo de realizacién, el linfocito T transducido no se deriva de una célula aislada del sujeto al que se va a
tratar.

En un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto un linfocito T transducido que puede expresar el receptor de union a antigeno
como se describe en el presente documento y administrar, antes de, simultaneamente con o después de la
administracién del linfocito T transducido, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo que comprende
un dominio Fc mutado, en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc
mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado. En un modo de realizacién, el
linfocito T se aisla adicionalmente del sujeto y el linfocito T transducido se genera transduciendo el linfocito T
aislado con el polinucledtido, la composicion o el vector como se describe en el presente documento. En un modo
de realizacién, el linfocito T se transduce con una construccién de vector retrovirico o lentivirico o con una
construccién de vector no virico. En un modo de realizacién, la construccién del vector no virico es un vector
minicircular basado en el transposén Sleeping Beauty.

En un modo de realizacidn, el linfocito T transducido se administra al sujeto mediante infusién intravenosa. En un
modo de realizacion, el linfocito T transducido se pone en contacto con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28 antes
de su administracion al sujeto. En un modo de realizacidn, el linfocito T transducido se pone en contacto con al
menos una citocina antes de la administracion al sujeto, preferentemente con interleucina-2 (IL-2), interleucina-7
(IL-7), interleucina-15 (IL-15) y/o interleucina-21, o variantes de las mismas.
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En un modo de realizacién, la enfermedad es una neoplasia maligna. En un modo de realizacion, la neoplasia
maligna se selecciona de cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona un procedimiento para inducir la lisis de una célula diana, que
comprende poner en contacto la célula diana con un linfocito T transducido que puede expresar el receptor de
unién a antigeno como se describe en el presente documento en presencia de un anticuerpo que comprende un
dominio Fc mutado, en el que el receptor de union a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc mutado
pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

En un modo de realizacién, la célula diana es una célula cancerosa. En un modo de realizacién, la célula diana
expresa un antigeno seleccionado del grupo que consiste en FAP, CEA, p95, BCMA, EpCAM, MSLN, MCSP, HER-
1, HER-2, HER-3, CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, CD52FIt3, FOLR1, Trop-2, CA-12-5, HLA-DR, MUC-1
(mucina), antigeno A33, PSMA, PSCA, receptor de transferrina, TNC (tenascina) y CA-IX. En un modo de
realizacién, la célula diana expresa un antigeno seleccionado del grupo que consiste en antigeno
carcinoembrionario (CEA), mesotelina (MSLN), CD20, receptor de folato 1 (FOLR1) y tenascina (TNC).

En un modo de realizacion, los polinucledtidos o el linfocito T transducido como se describe en el presente
documento se usan para la fabricacion de un medicamento. En un modo de realizacidn, el medicamento es para
el tratamiento de una neoplasia maligna.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa la arquitectura de receptores de unidn a antigeno ejemplares de acuerdo con la presente
divulgacion. La figura 1A muestra la arquitectura del formato anti-P329G-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD y
del formato anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD. Se representa el dominio extracelular que
comprende un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado que
comprende la mutacién P329G. El resto de unidn a antigeno consiste en una cadena pesada variable y una cadena
ligera variable. Ambas se conectan por un conector (GlysSer)s. Unido a la cadena ligera variable, un conector
GlysSer conecta el dominio de reconocimiento de antigeno con el dominio transmembranario (TM) de CD28 que
se fusiona al dominio de sefializacién coestimulante (CSD) intracelular de CD28, que a su vez se fusiona al dominio
de sefializacién estimulante (SSD) de CD3z. La figura 1B muestra la arquitectura del formato anti-P329G-Fab-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD y anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD. Se representa el dominio
extracelular que comprende un resto de unidén a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende la mutacion P329G. El resto de unién a antigeno consiste en una cadena pesada de Igy
una cadena ligera de Ig. Unido a la cadena pesada, un conector GlysSer conecta el dominio de reconocimiento de
antigeno con el dominio transmembranario de CD28 que se fusiona al dominio de sefializacidon coestimulante
intracelular de CD28, que a su vez se fusiona al dominio de sefializacion estimulante de CD3z.

La figura 2 representa una representacién esquematica que ilustra la composicion modular de construcciones de
expresion ejemplares que codifican receptores de union a antigeno de la presente divulgacion. La figura 2A
muestra un formato scFv dirigido a P392G. La figura 2B muestra un formato Fab dirigido a P392G.

La figura 3 representa una molécula de 1gG1 ejemplar que alberga la mutacion P329G en el dominio Fc que es
reconocido por un receptor de unién a antigeno anti-P329G de la presente divulgacién.

La figura 4 representa una representacion esquematica de una IgG unida a un antigeno asociado a tumor (TAA)
que alberga la mutacion P329G. Este anticuerpo se puede, a su vez, reconocer por un linfocito T que expresa el
receptor de unién a antigeno anti-P329G, con lo que el linfocito T se activa.

La figura 5 muestra una representacién esquematica de un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT. La IgG
unida a TAA que alberga la mutacion P329G se puede reconocer por el linfocito T Jurkat NFAT que expresa el
receptor de union a antigeno anti-P329G. Este reconocimiento da lugar a la activacién de la célula que se puede
detectar midiendo la luminiscencia (cps).

La figura 6 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales SUDHDL4 que
expresan CD20 como células diana. Se us6 un anticuerpo anti-lgG CD20 (GA101) que alberga la mutacion P329G,
que, por una parte, reconoce el antigeno asociado a tumor y, por otra parte, es reconocido por linfocitos T Jurkat
NFAT que expresan receptores de unién a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion. En la figura A, se
usé una poblacién separada de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD como células efectoras. En la figura 6B, se usd una poblacion separada de linfocitos T Jurkat NFAT que
expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras.

Lafigura 7 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales CD20 como células
diana. Se usé un anticuerpo anti-IlgG CD20 (GA101) que alberga la mutacién P329G, que reconoce el antigeno
asociado a tumor y es reconocido por linfocitos T Jurkat NFAT que expresan receptores de unién a antigeno de
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acuerdo con la presente divulgacion. En la figura 7A, se usd el clon 5 Unico de linfocitos T Jurkat NFAT que
expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células WSUDLCL2
como células tumorales. En la figura 7B, se uso el clon 2 Unico de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células WSUDLCL2 como células
tumorales. En la figura 7C, se usé el clon 5 Unico de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células SUDHL4 como células tumorales. Enla figura
7D, se usd el clon 2 Unico de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD como células efectoras y las SUDHL4 como células tumorales.

La figura 8 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT realizado usando células tumorales NIH/3T3-
huFAP cl 19 que expresan FAP adherentes como células diana. Se usd el clon 4B9 del anticuerpo anti-IgG FAP
que alberga la mutacion P329G, que reconoce el antigeno asociado a tumor y es reconocido por linfocitos T Jurkat
NFAT que expresan receptores de unién a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion. Se incluyé 1gG de
DP47/Kk3 que alberga la mutacion P329G como control de isotipo. En la figura 8A, se usé una poblacidn separada
de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células
efectoras. En la figura 8B, se usd una poblacion separada de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-
ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras. En la figura 8C, se us6 una poblacidn separada
de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células
efectoras. En la figura 8D, se usd una poblacion separada de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-
ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras.

La figura 9 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales MKN45 que
expresan CEA adherente como células diana. Se usé el clon ASB7 anti-IgG CEA o bien el clon T84 LCHA anti-IgG
CEA, albergando ambos la mutacién P329G, que reconocen el antigeno asociado a tumor y son reconocidos por
los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan receptores de unidn a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion.
Se incluyé ademas |gG de DP47/vk3 que alberga la mutacion P329G como control de isotipo. En la figura 9A 'y en
la figura 9B, se usd una poblacién separada de linfocitos T NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras. En la figura 9C y en la figura 9D, se usd una poblacion separada de
linfocitos T NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras.

La figura 10 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales MKN45 que
expresan CEA adherente como células diana. Se usé el clon CH1A1A 98 99 anti-lgG CEA o bien el clon hMN14
anti-lgG CEA, albergando ambos la mutacion P329G, que reconocen el antigeno asociado a tumor y son
reconocidos por los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan receptores de unién a antigeno de acuerdo con la
presente divulgacion. Se incluyd ademas IgG de DP47/vk3 que alberga la mutacién P329G como control de isotipo.
Enlafigura 10Ay enlafigura 10B, se us6 una poblacion separada de linfocitos T NFAT que expresan anti-P329G-
ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras. En la figura 10C y en la figura 10D, se usé una
poblacion separada de linfocitos T NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD
como células efectoras.

La figura 11 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales CT26TNC cl 19
que expresan TNC adherente como células diana. Se usé el clon A2B10 anti-lgG TNC que alberga la mutacidn
P329G como anticuerpo anti-IgG que reconoce el antigeno asociado atumory es reconocido por linfocitos T Jurkat
NFAT que expresan receptores de union a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion. Se incluyé ademas
19G de DP47/vk3 que alberga la mutaciéon P329G como control de isotipo. En la figura 11Ay en la figura 11B, se
usé una poblacion separada de linfocitos T NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD como células efectoras. Enlafigura 11Cy en la figura 11D, se us6 una poblacion separada de linfocitos
T NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras.

Lafigura 12Avy la figura 12B representan el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
CT26TNC cl 19 que expresan TNC adherente como células diana. Se uso6 el clon A2B10 anti-lgG TNC que alberga
la mutacién P329G, que reconoce el antigeno asociado a tumor y es reconocido por linfocitos T Jurkat NFAT que
expresan receptores de unién a antigeno de acuerdo con la presente divulgacién. Se incluyd ademas IgG de
DP47/NKk3 que alberga la mutacion P329G como control de isotipo. Se usé una poblacion separada de linfocitos T
Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras.

La figura 13 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales CD20 como
células diana. Se usd un anticuerpo anti-lgG CD20 (GA101) que alberga la mutacion P329G y la mutacién LALA,
una mutacion P329G y D265A, la mutacion LALA sola o ninguna mutacion para detectar el antigeno asociado a
tumor y es reconocido por los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan receptores de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién. En la figura 13A, se usoé la poblacién celular de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan
anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células SUDHL4 como células
tumorales. En la figura 13B, se usd la poblacién celular de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-
Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células SUDHL4 como células tumorales.

La figura 14 representa el ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales CD20 como
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células diana. Se usd un anticuerpo anti-lgG CD20 (GA101) que alberga la mutacion P329G y la mutacién LALA,
una mutacién P329G sola, la mutacion LALA sola o ninguna mutacién para detectar el antigeno asociado a tumor
y es reconocido por los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan receptores de unidén a antigeno de acuerdo con la
presente divulgacién. En la figura 14A, se usé la poblacion celular de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células SUDHL4 como células
tumorales. En la figura 14B, se usd la poblacién celular de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-
Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células efectoras y las células SUDHL4 como células tumorales.

Descripcién detallada
Definiciones

Los términos se usan en el presente documento como se usan en general en la técnica, a menos que se defina de
otro modo en lo que sigue. Un "receptor de Fc activador” es un receptor de Fc que, tras el acoplamiento por un
dominio Fc de un anticuerpo, provoca acontecimientos de sefializacidon que estimulan a la célula portadora del
receptor para que realice funciones efectoras. Los receptores de Fc activadores humanos incluyen FcyRllla
(CD16a), FcyRI (CD84), FcyRlla (CD32) y FcaRI (CD89).

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos ("ADCC") es un mecanismo inmunitario que da lugar a la lisis
de células diana recubiertas de anticuerpo por células efectoras inmunitarias. Las células diana son células a las
que se unen especificamente anticuerpos o derivados de los mismos que comprenden una region Fc, en general,
por medio de la parte proteica que es N terminal a la region Fc. Como se usa en el presente documento, el término
"ADCC reducida" se define como una reduccién en el numero de células diana que se lisan en un tiempo dado, a
una concentracion de anticuerpo dada en el medio circundante a las células diana, por el mecanismo de ADCC
definido anteriormente, y/o bien un incremento en la concentracién de anticuerpo en el medio circundante a las
células diana, requerido para lograr la lisis de un numero dado de células diana en un tiempo dado, por el
mecanismo de ADCC. La reduccidon en la ADCC es relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo producido
por el mismo tipo de células huésped, usando los mismos procedimientos de produccion, purificacion, formulacién
y almacenamiento estandar (que son conocidos para los expertos en la técnica), pero que no se ha mutado. Por
ejemplo, la reducciéon en ADCC mediada por un anticuerpo que comprende, en su dominio Fc, una mutacién
aminoacidica que reduce la ADCC es relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo sin esta sustitucion
aminoacidica en el dominio Fc. Los ensayos adecuados para medir la ADCC son bien conocidos en la técnica
(véanse, por ejemplo, la publicacién PCT n.® WO 2006/082515 o la publicacién PCT n.° WO 2012/130831).

Una "cantidad eficaz" de un agente (por ejemplo, un anticuerpo) se refiere a la cantidad que es necesaria para dar
como resultado un cambio fisiolégico en la célula o tejido al que se administra.

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un unico sitio de unién de
una molécula (por ejemplo, un receptor) y su compafiero de unién (por ejemplo, un ligando). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de unidn" se refiere a la afinidad de unién
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de union (por ejemplo, un resto de unién a
antigeno y un antigeno y/o un receptor y su ligando). La afinidad de una molécula X por su compafiero Y, en
general, se puede representar por la constante de disociacion (Kd), que es la proporcidn de las constantes de
velocidad de disociacién y asociacion (kd ¥ Ka, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden
comprender diferentes constantes de velocidad, siempre que la proporcién de las constantes de velocidad
permanezca igual. La afinidad se puede medir por procedimientos bien establecidos conocidos en la técnica,
incluyendo los descritos en el presente documento. Un procedimiento preferente para medir la afinidad es la
resonancia de plasmoén superficial (RPS) y una temperatura preferente para la medicion es 25 °C.

El término "aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y sintéticos, asi como a analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que funcionan de forma similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos naturales
son los codificados por el codigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican posteriormente, por ejemplo,
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Anélogos de aminoacidos se refiere a compuestos que tienen
la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural, es decir, un carbono a que estéd unido a un
hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de
metionina, metionina metil sulfonio. Dichos analogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o
esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural.
Miméticos de aminoacidos se refiere a compuestos quimicos que tienen una estructura diferente de la estructura
quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de forma similar a un aminoacido natural. Los aminoacidos
se pueden denominar en el presente documento por sus simbolos de tres letras comUnmente conocidos o por los
simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura Bioquimica de la IUPAC-IUB.

El término "mutacién aminoacidica”, como se usa en el presente documento, quiere decir que engloba
sustituciones, deleciones, inserciones y modificaciones aminoacidicas. Se puede realizar cualquier combinacion
de sustitucién, delecion, insercién y modificacion para llegar a la construccion final, siempre que la construccién
final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, union reducida a un receptor de Fc. Las deleciones e
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inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen deleciones e inserciones de aminoacidos amino y/o
carboxiterminales. Mutaciones aminoacidicas particulares son sustituciones aminoacidicas. Con el propdsito de
alterar, por ejemplo, las caracteristicas de unién de una regién Fc, son en particular preferentes las sustituciones
aminoacidicas no conservadoras, es decir, el reemplazo de un aminoéacido por otro aminoacido que tiene
propiedades estructurales y/o quimicas diferentes. Las sustituciones aminoacidicas incluyen el reemplazo por
aminoacidos no naturales o por derivados de aminoacidos naturales de los veinte aminoacidos estandar (por
ejemplo, 4-hidroxiprolina, 3-metilhistidina, ornitina, homoserina, 5-hidroxilisina). Se pueden generar mutaciones
aminoacidicas usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos
genéticos pueden incluir mutagénesis dirigida a sitio, PCR, sintesis génica y similares. Se contempla que también
pueden ser Utiles procedimientos de alteracion del grupo de cadena lateral de un aminoacido por procedimientos
distintos de genomanipulacién, tales como modificacion quimica. Se pueden usar diversas designaciones en el
presente documento para indicar la misma mutacién aminoacidica. Por ejemplo, se puede indicar una sustitucién
de prolina en la posicién 329 del dominio Fc a glicina como 329G, G329, Gaze, P329G o Pro329Gly.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras
de anticuerpos, incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y fragmentos
de anticuerpo, siempre que presenten la actividad de unidon a antigeno deseada. En consecuencia, en el contexto
de la presente divulgacion, el término "anticuerpo"” se refiere a moléculas de inmunoglobulina completas, asi como
a partes de dichas moléculas de inmunoglobulina. Ademas, el término se refiere, como se analiza en el presente
documento, a moléculas de anticuerpo modificadas y/o alteradas, en particular a moléculas de anticuerpo mutadas.
El término también se refiere a anticuerpos sintetizados o generados de forma recombinante o sintética. En el
contexto de la presente divulgacién, el término anticuerpo se usa de manera intercambiable con el término
inmunoglobulina.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una
porcién de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab'), diacuerpos, anticuerpos
lineales, moléculas de anticuerpo monocatenarias (por ejemplo, scFv) y anticuerpos de dominio Unico. Para una
revision de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson ef a/.,, Nat Med 9, 129-134 (2003). Para una
revision de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pluckthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994); véanse también el documento
WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.°5.571.894 y 5.587.458. Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo
con dos sitios de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véanse, por ejemplo, el documento
EP 404.097; el documento 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). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et a/., Nat Med
9, 129-134 (2003). Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una
porcion del dominio variable de la cadena pesada o todo o una porcidn del dominio variable de la cadena ligera de
un anticuerpo (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1). Se
pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitarse a, digestién
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como produccion por células huésped recombinantes (por ejemplo, E. cofi
o fago), como se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "molécula de union a antigeno" se refiere en su sentido mas
amplio a una molécula que se une especificamente a un determinante antigénico. Ejemplos de moléculas de unidn
a antigeno son inmunoglobulinas y derivados, por ejemplo, fragmentos, de las mismas, asi como receptores de
unién a antigeno y derivados de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "resto de unién a antigeno" se refiere a una molécula
polipeptidica que se une especificamente a un determinante antigénico. En un modo de realizacidn, un resto de
unién a antigeno puede dirigir la entidad a la que se fija (por ejemplo, una inmunoglobulina o un receptor de unién
a antigeno) a un sitio diana, por ejemplo a un tipo especifico de célula tumoral o estroma tumoral que lleva el
determinante antigénico o a una inmunoglobulina que se une al determinante antigénico en una célula tumoral. En
otro modo de realizacién, un resto de union a antigeno puede activar la sefializacion a través de su antigeno diana,
por ejemplo, la sefializacidon se activa tras la unién de un determinante antigénico a un receptor de unién a antigeno
en un linfocito T. En el contexto de la presente divulgacion, los restos de unién a antigeno se pueden incluir en
anticuerpos y fragmentos de los mismos, asi como en receptores de unidon a antigeno y fragmentos de los mismos
como se define ademas en el presente documento. Los restos de unién a antigeno incluyen un dominio de unién
a antigeno, que comprende una regidn variable de la cadena pesada de inmunoglobulina y una regién variable de
la cadenaligera de inmunoglobulina. En determinados modos de realizacion, los restos de union a antigeno pueden
comprender regiones constantes de inmunoglobulina, como se define ademas en el presente documento y es
conocido en la técnica. Las regiones constantes de la cadena pesada Utiles incluyen cualquiera de los cinco
isotipos: q, d, €, y 0 . Las regiones constantes de la cadena ligera Utiles incluyen cualquiera de los dos isotipos: K
Yy A.

En el contexto de la presente divulgacién, el término "receptor de union a antigeno" se refiere a una molécula de
unién a antigeno que comprende un dominio transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que
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comprende al menos un resto de unién a antigeno. Un receptor de unién a antigeno se puede preparar con partes
polipeptidicas de diferentes fuentes. En consecuencia, también se puede entender como una "proteina de fusién"
yfo una "proteina quimérica". Normalmente, las proteinas de fusion son proteinas creadas a través de la union de
dos o0 mas genes (o, preferentemente, ADNc) que originalmente codificaban proteinas separadas. La traduccidn
de este gen de fusion (o ADNc de fusion) da como resultado un Unico polipéptido, preferentemente con propiedades
funcionales derivadas de cada una de las proteinas originales. Las proteinas de fusién recombinantes se crean
artificialmente mediante tecnologia de ADN recombinante para su uso en investigacién bioldgica o en tratamientos.
A continuacion en el presente documento se describen otros detalles sobre los receptores de unién a antigeno de
la presente divulgacién. En el contexto de la presente divulgacién, se entiende que un CAR (receptor quimérico de
antigeno) es un receptor de unién a antigeno que comprende una porcién extracelular que comprende un resto de
unién a antigeno fusionado por una secuencia espaciadora a un dominio transmembranario de anclaje que se
fusiona, a su vez, a los dominios de sefalizacién intracelulares de CD3z y CD28.

Un "sitio de unién a antigeno" se refiere al sitio, es decir, uno o mas residuos aminoacidicos, de una molécula de
unién a antigeno que proporciona interaccion con el antigeno. Por ejemplo, el sitio de uniéon a antigeno de un
anticuerpo o un receptor de unién a antigeno comprende residuos aminoacidicos de las regiones determinantes
de la complementariedad (CDR). Una molécula de inmunoglobulina natural tipicamente tiene dos sitios de unién a
antigeno, una molécula Fab o una scFv tipicamente tiene un Unico sitio de unién a antigeno.

El término "dominio de unién a antigeno" se refiere a la parte de un anticuerpo o un receptor de union a antigeno
que comprende el area que se une especificamente ay es complementaria de parte o todo un antigeno. Se puede
proporcionar un dominio de unién a antigeno, por ejemplo, por uno 0 mas dominios variables de inmunoglobulina
(también llamados regiones variables). En particular, un dominio de unién a antigeno comprende una regién
variable de la cadena ligera de inmunoglobulina (VL) y una regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina
(VH).

El término "regién variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina que esta implicado en la unién al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la
cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen, en general, estructuras similares,
comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR).
Véase, por ejemplo, Kindt et al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007). Un dominio
VH o VL unico es normalmente suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno.

El término "ATD", como se usa en el presente documento, se refiere a un "dominio transmembranario de anclaje"
que define un tramo de polipéptido que se puede integrar en la(s) membrana(s) celular(es) de una célula. El ATM
se puede fusionar con otros dominios polipeptidicos extracelulares y/o intracelulares, en los que estos dominios
polipeptidicos extracelulares y/o intracelulares también estaran confinados en la membrana celular. En el contexto
de los receptores de union a antigeno de la presente divulgacion, el ATM confiere fijacién a la membrana y
confinamiento del receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién. Los receptores de union a antigeno de
la presente divulgacién comprenden al menos un ATM y un dominio extracelular que comprende un resto de unién
a antigeno. Adicionalmente, el ATM se puede fusionar con otros dominios de sefializacion intracelulares.

El término "unién a", tal como se usa en el contexto de los receptores de unién a antigeno de la presente
divulgacion, define una unién (interaccion) de un "sitio de interaccién con antigeno" y un antigeno entre si. El
término "sitio de interaccién con antigeno" define, de acuerdo con los receptores de unién a antigeno de la presente
divulgacion, un motivo de un polipéptido que muestra capacidad de interaccién especifica con un antigeno
especifico o un grupo especifico de antigenos (es decir, dominios Fc mutados). Dicha unidn/interaccién se entiende
también para definir un "reconocimiento especifico”. El término "reconocer especificamente” significa, de acuerdo
con la presente divulgacion, que el receptor de unidn a antigeno puede interactuar especificamente con y/o unirse
a una molécula modificada como se define en el presente documento, mientras que la molécula no modificada no
es reconocida. El resto de union a antigeno de un receptor de unién a antigeno puede reconocer, interactuar y/o
unirse a diferentes epitopos en la misma molécula. Este término se refiere a la especificidad del receptor de unién
a antigeno, es decir, a su capacidad para discriminar entre las regiones especificas de una molécula modificada,
es decir, un dominio Fc mutado, como se define en el presente documento. La interaccién especifica del sitio de
interaccién con antigeno con su antigeno especifico puede dar como resultado el inicio de una sefial, por ejemplo,
debido a la inducciéon de un cambio en la conformacién del polipéptido que comprende el antigeno, una
oligomerizacion del polipéptido que comprende el antigeno, una oligomerizacion del receptor de union a antigeno,
etc. Por tanto, un motivo especifico en la secuencia de aminoacidos del sitio de interaccién con antigeno y el
antigeno se unen entre si como resultado de su estructura primaria, secundaria o terciaria, asi como el resultado
de modificaciones secundarias de dicha estructura. En consecuencia, el término "unién a" no solo se refiere a un
epitopo lineal sino que también se puede referir a un epitopo conformacional, un epitopo estructural o un epitopo
discontinuo que consiste en dos regiones de las moléculas diana o partes de las mismas. En el contexto de la
presente divulgacion, un epitopo conformacional se define por dos 0 mas secuencias de aminoacidos discretas
separadas en la secuencia primaria que se unen entre si sobre la superficie de la molécula cuando el polipéptido
se pliega a la proteina nativa (Sela, Science 166 (1969), 1365 y Laver, Cell 61 (1990), 553-536). Ademas, el término
"unirse a" se usa de manera intercambiable en el contexto de la presente divulgacion con el término “interactuar
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con". La capacidad del resto de union a antigeno (por ejemplo, un dominio Fab o scFv) de un receptor de unién a
antigeno o un anticuerpo para unirse a un determinante antigénico diana especifico se puede medir a través de un
ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) o bien otras técnicas familiares para un experto en la técnica, por
ejemplo, la técnica de resonancia de plasmén superficial (RPS) (analizada en un instrumento BlAcore) (Liljeblad et
al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de unién tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En
un modo de realizacién, el grado de unién de un resto de unién a antigeno a una proteina no relacionada es de
menos de aproximadamente un 10 % de la unién del resto de union a antigeno al antigeno diana como se mide,
en particular, por RPS. En determinados modos de realizacion, un resto de unidén a antigeno que se une al antigeno
diana tiene una constante de disociacién (Kd) de <1 uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM 0 <0,001 nM
(por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 103 M, por ejemplo, de 10° M a 1013 M). El término "union
especifica", como se usa de acuerdo con la presente divulgacion, significa que las moléculas de la presente
divulgacion no reaccionan o no reaccionan esencialmente de forma cruzada con (poli)péptidos de estructuras
similares, es decir, con un dominio Fc original no mutado, en el que un receptor de unién a antigeno de la presente
divulgacion se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado. En consecuencia, el receptor de union a
antigeno de la presente divulgacién se une especificamente a / interactia con un dominio Fc mutado. Se puede
someter a prueba la reactividad cruzada de un panel de construcciones en investigacion, por ejemplo, evaluando
la union de un panel de restos de unién a antigeno en condiciones convencionales (véase, por ejemplo, Harlow y
Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1988) y "Using Antibodies: A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1999)) al dominio Fc mutado de interés, asi como al
dominio Fc no mutado original. Solo aquellas construcciones (es decir, fragmentos Fab, scFv y similares) que se
unen al dominio Fc mutado de interés pero no se unen o no se unen esencialmente a un dominio Fc original no
mutado se consideran especificas para el dominio Fc mutado de interés y se seleccionan para estudios adicionales
de acuerdo con el procedimiento proporcionado en el presente documento. Estos procedimientos pueden
comprender, entre otros, estudios de unién, estudios de bloqueo y competicién con dominios Fc estrechamente
relacionados estructural y/o funcionalmente. Los estudios de unién también comprenden analisis FACS,
resonancia de plasmén superficial (RPS, por ejemplo, con BlAcore®), ultracentrifugacion analitica, calorimetria de
valoracién isotérmica, anisotropia de fluorescencia, espectroscopia de fluorescencia o ensayos de unién a ligandos
radiomarcados.

El término "CDR", como se emplea en el presente documento, se refiere a la "region determinante de la
complementariedad", que es bien conocida en la técnica. Las CDR son partes de inmunoglobulinas o receptores
de unién a antigeno que determinan la especificidad de dichas moléculas y entran en contacto con un ligando
especifico. Las CDR son la parte mas variable de la molécula y contribuyen a la diversidad de unién a antigeno de
estas moléculas. Hay tres regiones CDR, CDR1, CDR2 y CDR3, en cada dominio V. La CDR-H representa una
region CDR de una cadena pesada variable y la CDR-L se refiere a una region CDR de una cadena ligera variable.
VH significa cadena pesada variable y VL significa cadena ligera variable. Las regiones CDR de una regidn
derivada de Ig se pueden determinar como se describe en "Kabat' ("Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, 5.2 edicion, publicacion NTH n.° 91-3242, U.S. Department of Health and Human Services (1991); Chothia
J. Mol. Biol. 196 (1987), 901-917) o "Chothia" (Nature 342 (1989), 877-883).

El término "CD3z" se refiere a la cadena zeta de la glucoproteina de superficie de linfocitos T CD3, también
conocida como "cadena zeta del receptor de linfocitos T T3" y "CD247".

El término "receptor quimérico de antigeno" o "receptor quimérico" o "CAR" se refiere a un receptor de unién a
antigeno constituido por una porcion extracelular de un resto de unién a antigeno (por ejemplo, un dominio de
anticuerpo monocatenario) fusionado por una secuencia espaciadora a los dominios de sefializacion intracelulares
de CD3z y CD28. La presente divulgacion proporciona adicionalmente receptores de unién a antigeno en los que
el resto de unidn a antigeno es un fragmento Fab o uno crossFab. El término "CAR" se entiende en su forma mas
amplia como que comprende receptores de union a antigeno constituidos por una porcién extracelular que
comprende un resto de unién a antigeno fusionado a CD3z y un fragmento del mismo y a CD28 y fragmentos del
mismo, opcionalmente a través de uno o varios conectores peptidicos.

La "clase" de un anticuerpo o inmunoglobulina se refiere al tipo de dominio constante o regién constante poseido
por su cadena pesada. Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, 1gD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas
se pueden dividir ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, 19G1, 19G2, 19Gs, 9G4, IgA1 e IgA2. Los dominios
constantes de la cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman q,
O, € YV M, respectivamente.

Por una "molécula Fab de entrecruzamiento" (también denominada "crossfab" o "fragmento Fab de
entrecruzamiento”) se quiere decir una molécula Fab en la que se intercambian las regiones variables o las
regiones constantes de la cadena pesaday ligera de Fab, es decir, la molécula de crossFab comprende una cadena
peptidica compuesta por la region variable de la cadena ligera y la region constante de la cadena pesada, y una
cadena peptidica compuesta por la regidon variable de la cadena pesada y la region constante de la cadena ligera.
Por claridad, en un fragmento crossFab en el que se intercambian las regiones variables de la cadena ligera de
Faby de la cadena pesada de Fab, la cadena peptidica que comprende la regién constante de la cadena pesada
se denomina en el presente documento "cadena pesada” de la molécula Fab de entrecruzamiento. A la inversa,
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en un fragmento crossFab en el que se intercambian las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y de la
cadena pesada de Fab, la cadena peptidica que comprende la regidon variable de la cadena pesada se denomina
en el presente documento "cadena pesada" del fragmento crossFab. En consecuencia, un fragmento crossFab
comprende una cadena pesada o ligera compuesta por la regién variable de la cadena pesada y la regién constante
de la cadena ligera (VH-CL) y una cadena pesada o ligera compuesta por la region variable de la cadena ligera 'y
la regién constante de la cadena pesada (VL-CH1). Al contrario que esto, por una molécula "Fab convencional” se
quiere decir una molécula Fab en su formato natural, es decir, que comprende una cadena pesada compuesta por
las regiones variable y constante de la cadena pesada (VH-CH1) y una cadena ligera compuesta por las regiones
variable y constante de |la cadena ligera (VL-CL).

El término "CSD", como se usa en el presente documento, se refiere al dominio de sefializacién coestimulante.

El término "funciones efectoras" se refiere a las actividades biolégicas atribuibles a la regidon Fc de un anticuerpo,
que varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unién a C1q
y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), unidn al receptor de Fc, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), secrecion de citocinas, captacién de
antigenos mediada por inmunocomplejos por células presentadoras de antigenos, regulacion por disminucion de
receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B) y activacion de linfocitos B.

Como se usa en el presente documento, se considera que los términos "genomanipular’, "genomanipulado”,
"genomanipulacién” incluyen cualquier manipulacion del esqueleto peptidico o las modificaciones
postraduccionales de un polipéptido natural o recombinante o fragmento del mismo. La genomanipulacién incluye
modificaciones de la secuencia de aminoacidos, del patrén de glucosilacion o del grupo de cadena lateral de
aminoacidos individuales, asi como combinaciones de estos enfoques.

El término "casete de expresién" se refiere a un polinucledtido generado de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcién de un acido nucleico
particular en una célula diana. El casete de expresiéon recombinante se puede incorporar en un plasmido,
cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la porcién de
casete de expresidn recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de
acido nucleico que se va a transcribir y un promotor. En determinados modos de realizacién, el casete de expresién
de la presente divulgacion comprende secuencias polinucleotidicas que codifican moléculas de union a antigeno
de la presente divulgacion o fragmentos de las mismas.

Una"molécula Fab" se refiere a una proteina que consiste en el dominio VHy CH1 de la cadena pesada (la "cadena
pesada de Fab") y el dominio VL y CL de la cadena ligera (la "cadena ligera de Fab") de una molécula de unioén a
antigeno.

El término "dominio Fc" o "region Fc" en el presente documento se usa para definir una regién C terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la region constante. El término incluye
regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Aunque los delimitadores de la regidn Fc de una cadena
pesada de |gG podrian variar ligeramente, la region Fc de la cadena pesada de |gG humana se define normalmente
por extenderse desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo,
la lisina C terminal (Lys447) de la regién Fc puede o no estar presente. A menos que se especifique de otro modo
en el presente documento, la numeracion de residuos aminoacidicos en la regién Fc o regién constante es de
acuerdo con el sistema de "numeracion EU", también llamado indice EU, como se describe en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD, 1991. Una "subunidad" de un dominio Fc, como se usa en el presente documento, se refiere a uno
de los dos polipéptidos que forman el dominio Fc dimérico, es decir, un polipéptido que comprende regiones
constantes C terminales de una cadena pesada de inmunoglobulina, que se puede autoasociar de forma estable.
Por ejemplo, una subunidad de un dominio Fc de IgG comprende un dominio constante CH2 de IgG y uno CH3 de
19G.

"Regién estructural" o "FR" se refiere a los residuos del dominio variable distintos de los residuos de la regidon
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste, en general, en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3
y FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en general, en la siguiente secuencia en VH (o
VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FRA4.

El término "anticuerpo de longitud completa" indica un anticuerpo que consiste en dos "cadenas pesadas de
anticuerpo de longitud completa" y dos "cadenas ligeras de anticuerpo de longitud completa”. Una "cadena pesada
de anticuerpo de longitud completa" es un polipéptido que consiste, en el sentido de N terminal a C terminal, en un
dominio variable de la cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio constante de la cadena pesada 1 (CH1) de
anticuerpo, una regién bisagra (HR) de anticuerpo, un dominio constante de la cadena pesada 2 (CH2) de
anticuerpo y un dominio constante de la cadena pesada 3 (CH3) de anticuerpo, abreviado como VH-CH1-HR-CH2-
CH3; y opcionalmente un dominio constante de la cadena pesada 4 (CH4) de anticuerpo en el caso de un
anticuerpo de la subclase IgE. Preferentemente, la "cadena pesada de anticuerpo de longitud completa" es un
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polipéptido que consiste, en sentido de N terminal a C terminal, en VH, CH1, HR, CH2 y CH3. Una "cadena ligera
de anticuerpo de longitud completa" es un polipéptido que consiste, en el sentido de N terminal a C terminal, en un
dominio variable de la cadena ligera (VL) de anticuerpo y un dominio constante de la cadena ligera (CL) de
anticuerpo, abreviado como VL-CL. El dominio constante de la cadena ligera (CL) de anticuerpo puede ser K
(kappa) o A (lambda). Las dos cadenas de anticuerpo de longitud completa se unen por medio de enlaces disulfuro
entre polipéptidos entre el dominio CL y el dominio CH1 y entre las regiones bisagra de las cadenas pesadas de
anticuerpos de longitud completa. Ejemplos de anticuerpos de longitud completa tipicos son anticuerpos naturales
como IgG (por ejemplo, 1gG 1 e 1gG2), IgM, IgA, IgD e IgE. Los anticuerpos de longitud completa de acuerdo con
la presente divulgacidon pueden ser de una Unica especie, por ejemplo, humana, o pueden ser anticuerpos
quimerizados 0 humanizados. En algunos modos de realizacion, los anticuerpos de longitud completa usados de
acuerdo con la presente divulgacion, es decir, un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado,
comprenden dos sitios de unién a antigeno, cada uno formado por un par de VH y VL, que se unen ambos
especificamente al mismo antigeno. En otros modos de realizacién, los anticuerpos de longitud completa usados
de acuerdo con la presente divulgacién comprenden dos sitios de union a antigeno, cada uno formado por un par
de VH y VL, en los que los dos sitios de unidn a antigeno se unen a diferentes antigenos, por ejemplo, en los que
los anticuerpos son biespecificos. El extremo C de |la cadena pesada o ligera de dicho anticuerpo de longitud
completa indica el Ultimo aminoacido en el extremo C de dicha cadena pesada o ligera.

Por "fusionado” se quiere decir que los componentes (por ejemplo, un Fab y un dominio transmembranario) se
enlazan por enlaces peptidicos, directamente o bien por medio de uno 0 mas conectores peptidicos.

Los términos "célula huésped”, "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan indistintamente
y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la descendencia de dichas
células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas”, que incluyen la célula
transformada principal y la descendencia derivada de la misma, independientemente del nimero de pasos. La
descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula original, sino que
puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica que la
cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento. Una célula
huésped es cualquier tipo de sistema celular que se puede usar para generar un anticuerpo usado de acuerdo con
la presente divulgacion. Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de
mamifero, tales como células CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de mieloma YO, células de
mieloma de ratén P3X63, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma, células de levadura, células de
insecto y células vegetales, por nombrar solo unas pocas, pero también células comprendidas en un animal
transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado.

El término "region hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos ("bucles hipervariables"). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales
comprenden seis HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden, en general,
residuos aminoacidicos de los bucles hipervariables y/o de las "regiones determinantes de la complementariedad"
(CDR), siendo las ultimas las de la mayor variabilidad de secuencia y/o estando implicadas en el reconocimiento
antigénico. Con la excepcion de CDR1 en VH, las CDR comprenden, en general, los residuos aminoacidicos que
forman los bucles hipervariables. Las regiones hipervariables (HVR) también se denominan regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), y estos términos se usan en el presente documento de manera
intercambiable en referencia a porciones de la regidn variable que forman las regiones de unidén a antigeno. Esta
region particular se ha descrito por Kabat et al., U.S. Dept, of Health and Human Services, "Sequences of Proteins
of Immunological Interest" (1983) y por Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), donde las definiciones
incluyen la superposicion o subconjuntos de residuos aminoacidicos cuando se comparan entre si. No obstante,
se pretende que la aplicacién de cualquier definicién para referirse a una CDR de un anticuerpo y/o un receptor de
unién a antigeno o variantes de los mismos esté dentro del alcance del término como se define y usa en el presente
documento. Los residuos aminoacidicos apropiados que engloban las CDR, como se define por cada una de las
referencias citadas anteriormente, se exponen a continuacién en la tabla 1 como comparacién. Los numeros de
residuos exactos que engloba una CDR particular variaran dependiendo de la secuencia y tamafio de la CDR. Los
expertos en la técnica pueden determinar de forma rutinaria qué residuos comprenden una CDR particular dada la
secuencia de aminoacidos de la region variable del anticuerpo.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES30101177T3

TABLA 1. Definiciones de CDR'

CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 de Vn 31-35 26-32 26-35
CDR2 de Vn 50-65 52-58 50-58
CDR3 de Vn 95-102 95-102 95-102
CDR1 de Vi 24-34 26-32 24-34
CDR2 de Vi 50-56 50-52 50-56
CDR3 de VL 89-97 91-96 89-97

1 La numeraciéon de todas las definiciones de CDR en la tabla 1 estd de acuerdo con las convenciones de
numeracion expuestas por Kabat et al. (véase a continuacion).

2"AbM" con una "b" minUscula, como se usa en la tabla 1, se refiere a las CDR como se define por el programa
informatico de modelado de anticuerpos "AbM" de Oxford Molecular.

Kabat et al. también definieron un sistema de numeracion para las secuencias de la region variable que es aplicable
a cualquier anticuerpo. Un experto en la técnica puede asignar inequivocamente este sistema de "numeracién de
Kabat" a cualquier secuencia de la regién variable, sin depender de ningun dato experimental mas alla de la propia
secuencia. Como se usa en el presente documento, "numeracién de Kabat" se refiere al sistema de numeracion
expuesto por Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequence of Proteins of Immunological
Interest” (1983). A menos que se especifigue de otro modo, las referencias a la numeracion de posiciones de
residuos aminoacidicos especificas en una region variable de un resto de unién a antigeno son de acuerdo con el
sistema de numeracién de Kabat. Las secuencias polipeptidicas del listado de secuencias no se numeran de
acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat. Sin embargo, esta bien dentro de la habilidad del experto en la
técnica convertir la numeracidn de las secuencias del listado de secuencias a la numeracion de Kabat.

Un "individuo" o "sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domésticos (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos,
tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En particular, el individuo o sujeto es un ser
humano.

Por molécula de acido nucleico o polinucledtido "aislado” se entiende una molécula de acido nucleico, ADN o ARN,
que se ha retirado de su entorno natural. Por ejemplo, un polinucledtido recombinante que codifica un polipéptido
contenido en un vector se considera aislado para los propositos de la presente divulgacion. Otros ejemplos de un
polinucleétido aislado incluyen polinucledtidos recombinantes mantenidos en células huésped heterégenas o
polinucledtidos (parcial o sustancialmente) purificados en solucion. Un polinucleétido aislado incluye una molécula
polinucleotidica contenida en células que contienen normalmente la molécula polinucleotidica, pero la molécula
polinucleotidica esta presente de forma extracromosémica o en una localizacién cromosdémica que es diferente de
su localizaciéon cromosémica natural. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcritos de ARN in vivo o in vitro
de la presente divulgacion, asi como formas de hebras positivas y negativas y formas bicatenarias. Los
polinucleétidos o acidos nucleicos aislados de acuerdo con la presente divulgacion incluyen ademas dichas
moléculas producidas sintéticamente. Ademas, un polinucleétido o un acido nucleico puede ser o puede incluir un
elemento regulador tal como un promotor, sitio de unién a ribosoma o un finalizador de la transcripcion.

Por un acido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos al menos, por ejemplo, un 95 %
"idéntica" a una secuencia de nucleotidos de referencia de la presente divulgacién, se entiende que la secuencia
de nucledtidos del polinucledtido es idéntica a la secuencia de referencia, excepto en que la secuencia
polinucleotidica puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de
nucledtidos de referencia. En otras palabras, para obtener un polinucleotido que tiene una secuencia de nucleétidos
al menos un 95 % idéntica a una secuencia de nucledtidos de referencia, hasta un 5 % de los nucleétidos en la
secuencia de referencia se puede delecionar o sustituir con otro nucleétido, o un nimero de nucledtidos hasta un
5 % de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas
alteraciones de la secuencia de referencia se pueden producir en las posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia
de nucleétidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente
entre residuos en la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de
referencia. Como cuestién practica, se puede determinar convencionalmente si cualquier secuencia
polinucleotidica particular es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una
secuencia de nucleétidos de la presente divulgacion usando programas informaticos conocidos, tales como los
analizados a continuacion para polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

Por polipéptido "aislado" o variante o derivado del mismo se pretende un polipéptido que no esta en su medio

natural. No se requiere ningun nivel de purificacién particular. Por ejemplo, un polipéptido aislado se puede retirar
de su entorno natural. Los polipéptidos y proteinas producidos de forma recombinante expresados en células
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huésped se consideran aislados para los propdsitos de la presente divulgacién, ya que son polipéptidos naturales
0 recombinantes que se han separado, fraccionado o parcial o sustancialmente purificado mediante cualquier
técnica adecuada.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son idénticos
a los residuos aminoacidicos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin considerar
ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la alineacién para los
propésitos de determinacion del porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas formas que
estan dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico disponible publicamente,
tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica
pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para
lograr la alineacion méaxima sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Sin embargo, para los
propésitos en el presente documento, se generan valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usando
el programa informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de
secuencias ALIGN-2 se creé por Genentech, Inc., y el cddigo fuente se ha presentado con la documentacién de
usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde se ha registrado con el
n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta disponible publicamente
en Genentech, Inc., South San Francisco, California, o0 se puede compilar a partir del coédigo fuente. El programa
ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los
parametros de comparacion de secuencias se establecen por el programa ALIGN-2 y no varian. En situaciones
donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad de secuencia
de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a una secuencia de
aminoacidos dada B (que se puede parafrasear de forma alternativa como una secuencia de aminoéacidos dada A
que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o frente
a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos aminoacidicos puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacién de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de A y B, y donde Y es el numero total de
residuos aminoacidicos en B. Se apreciara que, si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoéacidos de A con respecto a
B noigualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
informatico ALIGN-2.

El término "molécula de acido nucleico" se refiere a la secuencia de bases que comprende bases purinicas y
pirimidinicas que componen los polinucleotidos, con lo que dichas bases representan la estructura primaria de una
molécula de acido nucleico. En el presente documento, el término "molécula de acido nucleico" incluye ADN, ADNc,
ADN gendmico, ARN, formas sintéticas de ADN y polimeros mixtos que comprenden dos o mas de estas
moléculas. Ademas, el término "molécula de &acido nucleico" incluye tanto hebras de sentido como de antisentido.
Ademas, la molécula de acido nucleico descrita en el presente documento puede contener bases nucleotidicas no
naturales o derivatizadas, como |lo apreciaran facilmente los expertos en la técnica.

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informacidn sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracién, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias con respecto al uso de dichos productos
terapéuticos.

El término "composicion farmacéutica” se refiere a una preparacién que esta en una forma tal que permite que la
actividad biolégica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se administraria la formulacion. Una
composicion farmacéutica comprende normalmente uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una composicién farmacéutica, distinto
de un ingrediente activo, que no es tdxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero
no se limita a, un tampdn, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" se refiere a una molécula compuesta por
mondmeros (aminoacidos) enlazados linealmente por enlaces amida (también conocidos como enlaces
peptidicos). El término "polipéptido” se refiere a cualquier cadena de dos 0 més aminoacidos, y no se refiere a una
longitud especifica del producto. Por tanto, los péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, proteina, cadena de
aminoacidos o cualquier otro término usado para referirse a una cadena de dos 0 méas aminoacidos se incluyen
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dentro de la definicién de polipéptido, y el término "polipéptido" se puede usar en lugar de, o de manera
intercambiable con, cualquiera de estos términos. El término "polipéptido" también pretende referirse a los
productos de modificaciones posteriores a la expresién del polipéptido, incluyendo, sin limitacion, glucosilacién,
acetilacion, fosforilacion, amidacién, derivatizacién por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisién
proteolitica 0 modificacion por aminoacidos no naturales. Un polipéptido se puede derivar de una fuente biolégica
natural o producir por tecnologia recombinante, pero no se traduce necesariamente a partir de una secuencia de
acido nucleico designada. Se puede generar de cualquier manera, incluyendo por sintesis quimica. Un polipéptido
de la presente divulgacién puede ser de un tamafio de aproximadamente 3 o mas, 5 o mas, 10 o mas, 20 0 mas,
25 o0 mas, 50 o mas, 75 o mas, 100 o mas, 200 o mas, 500 o mas, 1000 o mas, o 2000 o mas aminoacidos. Los
polipéptidos pueden tener una estructura tridimensional definida, aunque no tienen necesariamente dicha
estructura. Los polipéptidos con una estructura tridimensional definida se denominan plegados, y los polipéptidos
que no poseen una estructura tridimensional definida, sino que pueden adoptar un gran nimero de conformaciones
diferentes, se denominan desplegados.

El término "polinucleétido” se refiere a una molécula o construccion de acido nucleico aislada, por ejemplo, ARN
mensajero (ARNm), ARN derivado de virus o ADN plasmidico (ADNp). Un polinucleétido puede comprender un
enlace fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo, un enlace amida, tal como se
encuentra en los acidos peptidonucleicos (APN)). El término "molécula de acido nucleico" se refiere a uno
cualquiera o mas segmentos de acido nucleico, por ejemplo, fragmentos de ADN o ARN, presentes en un
polinucleétido.

"Unién reducida", por ejemplo, unién reducida a un receptor de Fc, se refiere a una disminucién en la afinidad para
la interaccidn respectiva, como se mide, por ejemplo, por RPS. Por claridad, el término incluye también la reduccién
de la afinidad hasta cero (o por debajo del limite de deteccidn del procedimiento analitico), es decir, la supresién
completa de la interaccién. Por el contrario, "union incrementada" se refiere a un incremento en la afinidad de unién
para la interaccidn respectiva.

El término "secuencia reguladora" se refiere a las secuencias de ADN que son necesarias para efectuar la
expresion de las secuencias codificantes a las que estan ligadas. La naturaleza de dichas secuencias de control
difiere dependiendo del organismo huésped. En los procariotas, las secuencias de control incluyen, en general, el
promotor, el sitio de union ribosémico y los finalizadores. En los eucariotas, las secuencias de control incluyen, en
general, promotores, finalizadores y, en algunos casos, potenciadores, transactivadores o factores de transcripcién.
El término "secuencia de control" pretende incluir, como minimo, todos los componentes cuya presencia es
necesaria para la expresién, y también puede incluir componentes ventajosos adicionales.

Como se usa en el presente documento, el término "monocatenario” se refiere a una molécula que comprende
mondmeros aminoacidicos enlazados linealmente por enlaces peptidicos. En determinados modos de realizacién,
uno de los restos de union a antigeno es un fragmento scFv, es decir, un dominio VH y un dominio VL conectados
por un conector peptidico. En determinados modos de realizacién, uno de los restos de unidén a antigeno es una
molécula Fab monocatenaria, es decir, una molécula Fab en la que la cadena ligera de Fab y la cadena pesada
de Fab se conectan por un conector peptidico para formar una Unica cadena peptidica. En un modo de realizacién
particular de este tipo, el extremo C de la cadena ligera de Fab se conecta al extremo N de la cadena pesada de
Fab en la molécula Fab monocatenaria.

El término "SSD", como se usa en el presente documento, se refiere al dominio de sefializacidon estimulante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo tales como "tratar" o
"que trata") se refiere a la intervencién clinica en un intento de alterar la evolucidn natural de una enfermedad en
el individuo que se esta tratando, y que se puede realizar para la profilaxis o bien durante el transcurso de analisis
clinicos. Los efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, evitar la aparicion o recidiva de la
enfermedad, alivio de los sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patologica directa o indirecta de la
enfermedad, evitar la metastasis, disminuir la tasa de progresién de la enfermedad, mejora o atenuacién del grado
de actividad de la enfermedad y remisién o prondéstico mejorado. En algunos modos de realizacién, los receptores
de unidén a antigeno que expresan células de la presente divulgacion se usan conjuntamente con anticuerpos
terapéuticos que comprenden un dominio Fc mutado para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para
ralentizar la progresion de una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término "determinante antigénico diana" es sinénimo de "antigeno
diana", "epitopo diana" y «antigeno de células diana" y se refiere a un sitio (por ejemplo, un tramo contiguo de
aminoacidos o una configuracion conformacional constituida por diferentes regiones de aminoacidos no contiguos)
en una macromolécula polipeptidica a la que se une un anticuerpo, formando un complejo resto de unién a
antigeno-antigeno. Los determinantes antigénicos Utiles se pueden encontrar, por ejemplo, en las superficies de
células tumorales, en las superficies de células infectadas por virus, en las superficies de otras células patolégicas,
sobre la superficie de células inmunitarias, libres en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (MEC). Las
proteinas denominadas antigenos en el presente documento (por ejemplo, CD20, CEA, FAP, TNC) pueden ser
cualquier forma natural de las proteinas de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como
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primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro
modo. En un modo de realizacion particular, el antigeno diana es una proteina humana. Cuando se hace referencia
a una proteina diana especifica en el presente documento, el término engloba la proteina diana no procesada "de
longitud completa”, asi como cualquier forma de la proteina diana que resulte del procesamiento en la célula diana.
El término también engloba variantes naturales de la proteina diana, por ejemplo, variantes de empalme o variantes
alélicas. Las proteinas diana humanas ejemplares Utiles como antigenos incluyen, pero no se limitan a: CD20,
CEA, FAP, TNC, MSLN, FolR1, HER1 y HER2. La capacidad de un anticuerpo para unirse a un determinante
antigénico diana especifico se puede medir a través de un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) o bien
otras técnicas familiares para un experto en la técnica, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmon superficial
(RPS) (analizada en un instrumento BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)) y ensayos de unién
tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de realizacién, el grado de unién del anticuerpo
a una proteina no relacionada es menos de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo al antigeno diana
medida, por ejemplo, por RPS. En determinados modos de realizacidn, el anticuerpo se une al antigeno diana con
una constante de disociacion de afinidad (Kp) de <1 uM, <100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, <0,01 nM o 0,001 nM
(por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 10® M, por ejemplo, de 10° M a 103 M).

Los "anticuerpos que comprenden un dominio Fc mutado" de acuerdo con la presente divulgacion, es decir,
anticuerpos terapéuticos, pueden tener uno, dos, tres 0 mas dominios de unién y pueden ser monoespecificos,
biespecificos o multiespecificos. Los anticuerpos pueden ser de longitud completa de una Unica especie, 0 ser
quimerizados o0 humanizados. Para un anticuerpo con mas de dos dominios de unién a antigeno, algunos dominios
de unién pueden ser idénticos y/o tener la misma especificidad.

"Activacién de linfocitos T", como se usa en el presente documento, se refiere a una o mas respuestas celulares
de un linfocito T, en particular un linfocito T citotoxico, seleccionadas de: proliferacién, diferenciacion, secrecion de
citocinas, liberacion de moléculas efectoras citotoxicas, actividad citotdxica y expresién de marcadores de
activacion. Los receptores de union a antigeno de la presente divulgacién pueden inducir la activacién de linfocitos
T. Los ensayos adecuados para medir la activacion de linfocitos T son conocidos en la técnica descrita en el
presente documento.

De acuerdo con la presente divulgacion, el término "receptor de linfocitos T" 0 "TCR" es comunmente conocido en
la técnica. En particular, en el presente documento, el término "receptor de linfocitos T" se refiere a cualquier
receptor de linfocitos T, siempre que se cumplan los tres criterios siguientes: (i) especificidad tumoral, (ii)
reconocimiento de (la mayoria de) las células tumorales, lo que significa que un antigeno o diana se debe expresar
en (la mayoria de) las células tumorales y (iii) que el TCR coincida con el tipo de HLA del sujeto al que se va a
tratar. En este contexto, los receptores de linfocitos T adecuados que cumplen los tres criterios mencionados
anteriormente son conocidos en la técnica, tales como receptores que reconocen NY-ESO-1 (para obtener
informacidn sobre las secuencias, véase, por ejemplo, la publicacién PCT/GB2005/001924, publicada como el
documento WO 2005/113595 A2) y/o HER2neu (para obtener informacién sobre las secuencias, véase el
documento WO-A1 2011/0280894).

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, por ejemplo, una composicién farmacéutica, se refiere a una
cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o
profilactico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina, disminuye, retrasa,
minimiza o previene los efectos adversos de una enfermedad.

El término "vector" o "vector de expresién" es sindnimo de "construccién de expresién" y se refiere a una molécula
de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que se asocia de forma funcional
en una célula diana. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico autorreplicante, asi como
el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido. El vector de expresién de
la presente divulgacién comprende un casete de expresion. Los vectores de expresidn permiten la transcripcién
de grandes cantidades de ARNm estable. Una vez que el vector de expresién esta en el interior de la célula diana,
la molécula de acido ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce por el mecanismo de
transcripcidn y/o traduccion celular. En un modo de realizacion, el vector de expresién de la presente divulgacion
comprende un casete de expresidn que comprende secuencias polinucleotidicas que codifican receptores de unién
a antigeno de la presente divulgacién o fragmentos de los mismos.

Receptores de unién a antigeno que se pueden unir especificamente a (un) dominio(s) Fc mutado(s)

La presente divulgacién proporciona receptores de uniéon a antigeno que se pueden unir especificamente al
dominio Fc mutado de un anticuerpo, es decir, un anticuerpo terapéutico dirigido a una célula cancerosa. En
particular, la presente divulgaciéon proporciona receptores de unién a antigeno que comprenden un dominio
extracelular que comprende al menos un resto de unidn a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc no mutado original. En modos de realizacién
preferentes, el dominio Fc mutado comprende al menos una sustitucion aminoacidica en comparacién con el
dominio Fc original no mutado, en el que la unidén al receptor de Fc por el dominio Fc mutado se reduce en
comparacién con la unién al receptor de Fc por el dominio Fc no mutado. En modos de realizacion particulares, la
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presente divulgacién proporciona receptores de unién a antigeno que comprenden un dominio extracelular que
comprende al menos un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado, en
el que el al menos un resto de union a antigeno no se puede unir especificamente al dominio Fc no mutado original,
en el que el dominio Fc mutado comprende al menos una sustitucion aminoacidica seleccionada del grupo que
consiste en L234, L235, 1253, H310, P331, P329 y H435, en particular en el que la mutacién aminoacidica es
L234A, L235A, 1253A, N297A, H310A, P329G y/o H435A, en comparacion con el dominio Fc original no mutado,
en el que la union al receptor de Fc por el dominio Fc mutado se reduce en comparacion con la unién al receptor
de Fc por el dominio Fc no mutado. En un modo de realizacion preferente, la mutacion aminoacidica es P329G,
en la que la union al receptor de Fcy se reduce, como se mide por RPS a 25 °C. En otro modo de realizacién
preferente, las mutaciones aminoacidicas son 1253A, H310Ay H435A, en el que la unién al receptor de Fc neonatal
(FcRn) se reduce, como se mide por RPS a 25 °C.

La presente divulgacién se refiere ademas a la transduccién de linfocitos T, tales como linfocitos T CD8+, linfocitos
T CD4+, linfocitos T CD3+, linfocitos T yd o linfocitos T citoliticos naturales (NK), preferentemente linfocitos T CD8+,
con un receptor de union a antigeno como se describe en el presente documento y su reclutamiento dirigido, por
ejemplo, a un tumor, por una molécula de anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo terapéutico, que comprende un
dominio Fc mutado. En un modo de realizacion, el anticuerpo se puede unir especificamente a un antigeno
especifico de tumor que se encuentra de forma natural sobre |la superficie de una célula tumoral.

Como se muestra en los ejemplos adjuntos, como prueba del concepto segun lainvencién, se construyo el receptor
de union a antigeno que comprende un dominio transmembranario de anclaje y un dominio extracelular de acuerdo
con la presente divulgacion pETR17096 (SEQ ID NO: 7, codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID
NO: 19) que se puede unir especificamente a un anticuerpo terapéutico (representado por el anticuerpo anti-CD20
que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 112y una cadena ligera de SEQ ID NO: 113) que comprende
la mutacion P329G. Los linfocitos T transducidos (linfocitos T Jurkat NFAT) que expresan la proteina anti-P329G-
scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (SEQ ID NO: 7, codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID
NO: 19) se podrian activar fuertemente por coincubacidn con el anticuerpo anti-CD20 que comprende la mutacién
P329G en el dominio Fc conjuntamente con células tumorales que expresan CD20. Los autores de la invencidn
proporcionaron ademas multiples formatos del receptor de unién a antigeno que se puede unir especificamente a
un dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado para respaldar la
prueba del concepto segun la invencion.

El tratamiento de células tumorales mediante la combinacién de un anticuerpo dirigido contra un antigeno tumoral,
en el que el anticuerpo comprende la mutacion P329G conjuntamente con linfocitos T transducidos que expresan
la proteina anti-P329G-Fab-ds-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (SEQ ID NO: 44 (ADN) y 39, 41 (proteina)) da
lugar a sorprendentemente a una activacion mas fuerte del linfocito T transducido en comparacién con los linfocitos
T transducidos que expresan la proteina de fusion anti-P329G-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (SEQ ID NO:
19 (ADN) y 7 (proteina)). (véanse, por ejemplo, las figuras 6y 8 a 11).

En consecuencia, se descubrié de manera sorprendente e inesperada que los linfocitos T, preferentemente
linfocitos T CD8+, que se transdujeron con un receptor de unién a antigeno de la presente divulgaciéon se pueden
estimular especificamente mediante el uso de un anticuerpo especifico de tumor que comprende un dominio Fc
mutado y reclutado por el anticuerpo especifico de tumor como elemento de enlace a la célula tumoral. Por tanto,
se demostré de manera sorprendente e inesperada en la presente divulgacion que el emparejamiento de un
anticuerpo especifico de tumor, es decir, un anticuerpo terapéutico, que comprende un dominio Fc mutado con
linfocitos T transducidos con un receptor de unién a antigeno que comprende/consiste en un dominio extracelular
que comprende un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente al dominio Fc mutado, daria como
resultado una activacion especifica de los linfocitos Ty la lisis posterior de la célula tumoral. Este enfoque conlleva
importantes ventajas de seguridad sobre los enfoques convencionales basados en linfocitos T, ya que el linfocito
T seria inerte en ausencia del anticuerpo que comprende el dominio Fc mutado y se puede controlar su
disponibilidad mediante el formato de la molécula de anticuerpo elegido (es decir, moléculas mas pequefias para
una semivida mas corta y viceversa). En consecuencia, la presente divulgacién proporciona una plataforma
terapéutica versatil en la que se pueden usar anticuerpos de tipo IgG para marcar o etiquetar células tumorales
como una guia para el linfocito T y en la que los linfocitos T transducidos se dirigen especificamente hacia las
células tumorales al proporcionar especificidad por un dominio Fc mutado del anticuerpo de tipo IgG. Después de
unirse al dominio Fc mutado del anticuerpo sobre la superficie de una célula tumoral, el linfocito T transducido
como se describe en el presente documento se activa y, posteriormente, la célula tumoral se lisara. La plataforma
es flexible y especifica, permitiendo el uso de diversos anticuerpos diana (existentes o recientemente
desarrollados) o la coaplicacion de multiples anticuerpos con diferente especificidad por el antigeno pero que
comprenden la misma mutacion en el dominio Fc. El grado de activacién de los linfocitos T se puede ajustar ademas
ajustando la dosis del anticuerpo terapéutico coaplicado o cambiando a diferentes especificidades o formatos de
anticuerpo. Los linfocitos T transducidos de acuerdo con la presente divulgacién son inertes sin la coaplicacién de
un anticuerpo al que dirigirse que comprenda un dominio Fc mutado porgque las mutaciones en el dominio Fc como
se describen en el presente documento no se producen en inmunoglobulinas naturales o no mutadas. En
consecuencia, en un modo de realizacion, el dominio Fc mutado no se encuentra de forma natural en las
inmunoglobulinas naturales.
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En consecuencia, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
extracelular que comprende al menos un resto de unidon a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado, en el que el al menos un resto de unidn a antigeno no se puede unir especificamente al dominio Fc no
mutado original, en el que el dominio Fc mutado comprende al menos una mutacién aminoacidica en comparacién
con el dominio Fc original no mutado, en el que la unién al receptor de Fc por el dominio Fc mutado y/o la funcién
efectora inducida por el dominio Fc mutado se reducen en comparacién con la unién al receptor de Fc y/o la funcién
efectora inducidas por el dominio Fc no mutado. Puede ser en particular deseable usar anticuerpos terapéuticos
con funcién efectora reducida en el tratamiento del cancer, ya que la funcién efectora puede dar lugar a efectos
secundarios graves de los tratamientos tumorales basados en anticuerpos, como se describe ademas en el
presente documento. En el contexto de la presente divulgacion, el receptor de unién a antigeno comprende un
dominio extracelular que no se encuentra de forma natural en o sobre los linfocitos T. Por tanto, el receptor de
unién a antigeno puede proporcionar una especificidad de unién personalizada por las células que expresan el
receptor de unién a antigeno de acuerdo con la presente divulgacién. Las células, por ejemplo, linfocitos T,
transducidas con (un) receptor(es) de union a antigeno de la presente divulgacion se vuelven capaces de unirse
especificamente a un dominio Fc mutado pero no al dominio Fc original no mutado. La especificidad se proporciona
por el resto de unidén a antigeno del dominio extracelular del receptor de unién a antigeno, considerandose dichos
restos de union a antigeno especificos para el dominio Fc mutado como se define en el presente documento. En
el contexto de la presente divulgacion, y como se expone en el presente documento, el resto de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado se une a / interactia con el dominio Fc mutado pero
no a/con el dominio Fc original no mutado.

Restos de unién a antigeno

En un modo de realizacidn ilustrativo de la presente divulgacion, como prueba de concepto, se proporcionan
receptores de unién a antigeno que comprenden un dominio transmembranario de anclaje y un dominio extracelular
que comprende al menos un resto de unién a antigeno, en el que el al menos un resto de unién a antigeno se
puede unir especificamente a un dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original
no mutado, en el que el dominio Fc mutado comprende al menos una sustitucion aminoacidica en comparacién
con el Fc original no mutado.

En un determinado modo de realizacion, al menos uno de los restos de unién a antigeno es un fragmento Fab
convencional, es decir, una molécula Fab que consiste en una cadena ligera de Fab y una cadena pesada de Fab.
En un determinado modo de realizacién, al menos uno de los restos de union a antigeno es un fragmento crossFab,
es decir, una molécula Fab que consiste en una cadena ligera de Fab y una cadena pesada de Fab, en el que se
intercambian las regiones variables o bien las regiones constantes de la cadena pesada y ligera de Fab. En
determinados modos de realizacién, al menos uno de los restos de unién a antigeno es un fragmento scFv. En un
modo de realizacidn particular de este tipo, el extremo C de la cadena pesada variable (VH) se conecta al extremo
N de la cadena ligera variable (VL) en la molécula scFv, opcionalmente a través de un conector peptidico. En
determinados modos de realizacion, al menos uno de los restos de unién a antigeno es una molécula Fab
monocatenaria, es decir, una molécula Fab en la que la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se
conectan por un conector peptidico para formar una Unica cadena peptidica. En un modo de realizacién particular
de este tipo, el extremo C de la cadena ligera de Fab se conecta al extremo N de la cadena pesada de Fab en la
molécula Fab monocatenaria, opcionalmente a través de un conector peptidico.

En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacion, el resto de unién a antigeno se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado,
en el que el dominio Fc mutado comprende al menos una sustitucién aminoacidica en comparacion con el dominio
Fc original no mutado.

Los restos de unidn a antigeno que se pueden unir especificamente a un dominio Fc mutado se pueden generar
mediante inmunizacion de, por ejemplo, el sistema inmunitario de un mamifero. Dichos procedimientos son
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Burns en Methods in Molecular Biology 295:1-12 (2005).
De forma alternativa, los restos de unidon a antigeno de la presente divulgacion se pueden aislar cribando
colecciones combinatorias para detectar anticuerpos con la actividad o actividades deseadas. Los procedimientos
para cribar colecciones combinatorias se revisan, por ejemplo, en Lerner et al. en Nature Reviews 16:498-508
(2016). Por ejemplo, son conocidos en la técnica una variedad de procedimientos para generar colecciones de
presentacién en fagos y cribar dichas colecciones para detectar restos de unién a antigeno que posean las
caracteristicas de unién deseadas. Dichos procedimientos se revisan, por ejemplo, en Frenzel et al. en mAbs
8:1177-1194 (2016); Bazan et al. en Human Vaccines and Immunotherapeutics 8:1817-1828 (2012) y Zhao et al.
en Critical Reviews in Biotechnology 36:276-289 (2016), asi como en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular
Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen ademas, por ejemplo, en
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) y en Marks y Bradbury en 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-
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2): 119-132 (2004). En determinados procedimientos de presentacion en fagos, los repertorios de genes de VH y
VL se clonan por separado por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en
colecciones de fagos, que a continuacién se pueden cribar para detectar fagos de unién a antigeno como se
describe en Winter ef al. en Annual Review of Immunology 12: 433-455 (1994). Tipicamente, los fagos presentan
fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las
colecciones de fuentes inmunizadas proporcionan restos de unidén a antigeno de alta afinidad por el inmunégeno
sin el requisito de construir hibridomas. De forma alternativa, se puede clonar el repertorio indiferenciado (por
ejemplo, de un ser humano) para proporcionar una Unica fuente de restos de unién a antigeno para una amplia
gama de antigenos no propios y también propios sin ninguna inmunizacién, como se describe por Griffiths et al. en
EMBO Journal 12: 725-734 (1993). Finalmente, también se pueden preparar colecciones indiferenciadas
sintéticamente clonando segmentos del gen V no reordenados de células madre, y usando cebadores de PCR que
contienen una secuencia aleatoria para codificar las regiones CDR3 altamente variables y para lograr el
reordenamiento in vitro, como se describe en Hoogenboom y Winter en Journal of Molecular Biology 227: 381-388
(1992). Las publicaciones de patente que describen colecciones de fagos con anticuerpos humanos incluyen, por
ejemplo: las patentes de EE. UU. n.° 5.750.373; 7.985.840; 7.785.903 y 8.679.490, asi como las publicaciones de
patentes de EE. UU. n.° 2005/0079574, 2007/0117126, 2007/0237764 y 2007/0292936 y 2009/0002360. Otros
ejemplos de procedimientos conocidos en la técnica para cribar colecciones combinatorias para detectar
anticuerpos con una actividad o actividades deseadas incluyen presentacién en ribosomas y ARNm, asi como
procedimientos para presentacion y seleccion de anticuerpos en bacterias, células de mamifero, células de insecto
o células de levadura. Se revisan los procedimientos para presentacion en la superficie de levaduras, por ejemplo,
en Scholler et al. en Methods in Molecular Biology 503:135-56 (2012) y en Cherf et al. en Methods in Molecular
Biology 1319:155-175 (2015), asi como en Zhao et al. en Methods in Molecular Biology 889:73-84 (2012). Se
describen los procedimientos para la presentacion en ribosomas, por ejemplo, en He et al. en Nucleic Acids
Research 25:5132-5134 (1997) y en Hanes et al. en PNAS 94:4937-4942 (1997).

En el contexto de la presente divulgacion, en el presente documento se proporcionan receptores de unién a
antigeno que comprenden al menos un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado. En consecuencia, las células transducidas, es decir, linfocitos T, que expresan un receptor de unién a
antigeno de acuerdo con la presente divulgacién se pueden unir especificamente al dominio Fc mutado de un
anticuerpo, es decir, de un anticuerpo terapéutico. Un dominio Fc confiere a los anticuerpos, es decir, anticuerpos
terapéuticos, propiedades farmacocinéticas favorables, incluyendo una semivida en suero larga, lo que contribuye
a una buena acumulacién en el tejido diana y una proporcion de distribucién tejido-sangre favorable. Al mismo
tiempo, sin embargo, puede dar lugar a que los anticuerpos terapéuticos seleccionen como diana de forma
indeseable células que expresan receptores de Fc en lugar de las células portadoras de antigenos preferentes.
Ademas, la coactivacion de las vias de sefalizacién de receptores de Fc puede dar lugar a la liberaciéon de
citocinas, lo que da como resultado una activacion excesiva de 10s receptores de citocinas y efectos secundarios
graves tras la administracion sistémica de anticuerpos terapéuticos. La activacion de células inmunitarias
(portadoras de receptores de Fc) distintas de los linfocitos T puede incluso reducir la eficacia de los anticuerpos
terapéuticos debido a la potencial destruccion de las células inmunitarias. En consecuencia, se pueden
genomanipular o mutar anticuerpos terapéuticos conocidos en la técnica para que presenten afinidad de unién
reducida por un receptor de Fc y/o funcién efectora reducida, en comparacién con, por ejemplo, un dominio Fc de
I9G+1 natural. Los receptores de union a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion se pueden usar para
dirigir células efectoras, por ejemplo, linfocitos T, que expresan los receptores de union a antigeno de acuerdo con
la presente divulgacién in vitro y/o in vivo a células diana, es decir, células tumorales, que se marcan con un
anticuerpo que se puede unir especificamente a las células diana, en los que el anticuerpo comprende un dominio
Fc genomanipulado y/o mutado como se describe en el presente documento.

En un modo de realizacidn ilustrativo de la presente divulgacion, como prueba de concepto, se proporcionan
receptores de union a antigeno que se pueden unir especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la
mutacidén de aminoacidica P329G y células efectoras que expresan dichos receptores de unién a antigeno. La
mutacién P329G reduce la unidn a los receptores de Fcy y la funcion efectora asociada. En consecuencia, el
dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G se une a los receptores de Fcy con una afinidad reducida
0 suprimida en comparacion con el dominio Fc no mutado. En un modo de realizacién ilustrativo alternativo de la
presente divulgacién, como prueba de concepto, se proporcionan receptores de unién a antigeno que se pueden
unir especificamente a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones aminoacidicas 1253A, H310A y
H435A ("AAA"). Las mutaciones AAA suprimen esencialmente la unién al FcRn.

Sin embargo, los anticuerpos con reducida, con mejorada o disminuida unidn a receptores de Fc (FcR) y/o funcién
efectora que comprenden un dominio Fc mutado se usan ampliamente en la técnica. En consecuencia, en el
presente documento se proporcionan receptores de unidn a antigeno que se pueden unir especificamente a
anticuerpos que comprenden un dominio Fc mutado; dichos anticuerpos también se denominan en el presente
documento anticuerpos diana. En consecuencia, en un modo de realizacion, el receptor de unidén a antigeno de la
presente divulgacién se puede unir especificamente a un anticuerpo diana que comprende un dominio Fc mutado
con afinidad de unién reducida por un receptor de Fc y/o funcion efectora reducida. Los anticuerpos diana con una
funcién efectora reducida incluyen aquellos con mutacion en uno o0 mas de los residuos de la region Fc 238, 265,
269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU. n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con
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mutaciones en dos o0 mas de las posiciones aminoacidicas 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el lamado mutante
de Fc "DANA" con mutacién en los residuos 265y 297 a alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581). Se describen
determinadas variantes de anticuerpo con unién a FcR mejorada o disminuida. (Véanse, por ejemplo, la patente
de EE. UU. n.°6.737.056; el documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-6604 (2001)).
En determinados modos de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que se puede unir
especificamente a una variante de anticuerpo que comprende una region Fc con una 0 mas mutaciones
aminoacidicas que mejoran la ADCC, por ejemplo, mutaciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la regién Fc
(numeracion EU de los residuos). En determinados modos de realizacién, una variante de anticuerpo diana
comprende una regién Fc con una 0 mas mutaciones aminoacidicas que reducen o disminuyen la unién a FcRn,
por ejemplo, mutaciones en las posiciones 253 y/o 310 y/o 435 de la regidn Fc (numeracion EU de los residuos).
En determinados modos de realizacion, la variante de anticuerpo diana comprende una regién Fc con las
mutaciones aminoacidicas en las posiciones 253, 310 y 435. En un modo de realizacion, las mutaciones son 1253A,
H310A y H435A en una regién Fc derivada de una regidon Fc de IgG1 humana. Véase, por ejemplo, Grevys, A. et
al., J. Immunol. 194 (2015) 5497-5508.

En determinados modos de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que se puede unir
especificamente a una variante de anticuerpo que comprende una region Fc con una 0 mas mutaciones
aminoacidicas, con unién a FcRn reducida o disminuida, por ejemplo, mutaciones en una de las posiciones 310
y/0 433 y/o 436 de la region Fc (numeracién EU de los residuos). En determinados modos de realizacion, la variante
de anticuerpo diana comprende una regién Fc con las mutaciones aminoacidicas en las posiciones 310, 433 y 436.
En un modo de realizacién, las mutaciones son H310A, H433A y Y436A en una regién Fc derivada de una regién
Fc de IgG1 humana. En determinados modos de realizacion, una variante de anticuerpo diana comprende una
region Fc con una o mas mutaciones aminoacidicas que incrementan la uniéon a FcRn, por ejemplo, mutaciones
en las posiciones 252 y/o 254 y/o 256 de la regién Fc (numeracion EU de los residuos). En determinados modos
de realizacién, la variante de anticuerpo diana comprende una regién Fc con las mutaciones aminoacidicas en las
posiciones 252, 254 y 256. En un modo de realizacion, las mutaciones son M252Y, S254T y T256E en una regién
Fc derivada de una region Fc de IgG1 humana. En determinados modos de realizacion, se proporciona un receptor
de unién a antigeno que se puede unir especificamente a una variante de anticuerpo que comprende una regidon
Fc con mutaciones aminoacidicas que disminuyen la unién a FcyR, por ejemplo, mutaciones en las posiciones
234, 235y 329 de la regiéon Fc (numeracion EU de los residuos). En un modo de realizacion, las mutaciones son
L234Ay L235A (LALA). En determinados modos de realizacién, la variante de anticuerpo diana comprende ademas
D265A y/o P329G en una region Fc derivada de una region Fc de IgG1 humana. En un modo de realizacion, la
mutacién es P329G ("PG") en una regién Fc derivada de una region Fc de 1gG1 humana. En otro modo de
realizacién, las mutaciones son 1253A, H310A y H435A ("AAA") en una regidn Fc derivada de una region Fc de
IgG1 humana.

En un modo de realizacién, el resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado
compuesto por una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de forma estable. En un modo de
realizacién, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG, especificamente uno de IgG1 0 IgG4. En un modo de realizacién,
el dominio Fc es un dominio Fc humano. En un modo de realizacién, el dominio Fc mutado presenta afinidad de
unién reducida por un receptor de Fc y/o funcion efectora reducida, en comparacién con un dominio Fc de 1gG+
natural. En un modo de realizacion, el dominio Fc comprende una o mas mutaciones aminoacidicas que reducen
la unién a un receptor de Fc y/o la funcion efectora.

En un modo de realizacion preferente, las una o mas mutaciones aminoacidicas estan en una 0 mas posiciones
seleccionadas del grupo de L234, L235y P329 (numeracién de Kabat). En un modo de realizacion particular, cada
subunidad del dominio Fc comprende tres mutaciones aminoacidicas que reducen la unién a un receptor de Fc
activador y/o la funcion efectora, en la que dichas mutaciones aminoacidicas son L234A, L235A y P329G. En un
modo de realizacion particular, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En un modo de realizacién, la funcién
efectora es citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

En un modo de realizacién particular, el dominio Fc mutado comprende la mutacion P329G. En consecuencia, el
dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G se une a los receptores de Fcy con una afinidad reducida
0 suprimida en comparacién con el dominio Fc no mutado. En un modo de realizacién, el dominio extracelular del
receptor de union a antigeno comprende un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un
dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en el que el resto de uniéon a antigeno comprende una regién
variable de la cadena pesada que comprende al menos uno de:

(a) una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(CDR H) 1 de RYWMN (SEQ ID NO: 1);

(b) unasecuencia de aminoéacidos de CDR H2 de EITPDSSTINYTPSLKD (SEQ ID NO: 2); y
(¢) unasecuencia de aminoacidos de CDR H3 de PYDYGAWFAS (SEQ ID NO: 3).

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
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a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de union a antigeno comprende una regidn variable de la cadena ligera que comprende al menos uno de:

(d) una secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (CDR L) 1 de RSSTGAVTTSNYAN (SEQ ID NO: 4);
(e) unasecuencia de aminoacidos de CDR L2 de GTNKRAP (SEQ ID NO: 5); y
(f)  una secuencia de aminoacidos de CDR L3 de ALWYSNHWY (SEQ ID NO: 8).

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de unién a antigeno comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
IDNO: 1, SEQID NO: 2y SEQ ID NO: 3y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de union a antigeno comprende la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 1, SEQID NO: 2y SEQ ID NO: 3y las CDR de la cadena ligera de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5
y SEQ ID NO: 6.

En un modo de realizacién preferente, el dominio extracelular del receptor de unién a antigeno comprende un resto
de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en
el que el resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada

(CDR H) 1 de RYWMN (SEQ ID NO: 1);
(b) una secuencia de aminoacidos de CDR H2 de EITPDSSTINYTPSLKD (SEQ ID NO: 2);

(¢) una secuencia de aminoécidos de CDR H3 de PYDYGAWFAS (SEQ ID NO: 3); y una regién variable de
la cadena ligera que comprende:

(d) una secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (CDR L) 1 de RSSTGAVTTSNYAN (SEQ ID NO: 4);
(e) una secuencia de aminoacidos de CDR L2 de GTNKRAP (SEQ ID NO: 5); y
() una secuencia de aminoacidos de CDR L3 de ALWYSNHWYV (SEQ ID NO: 6).

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una
secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 32 y una regién variable de la cadena
ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a una secuencia de aminoéacidos seleccionada de SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO:
33.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que comprende una secuencia
de aminoécidos seleccionada de SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 32 y una regidn variable de la cadena ligera (VL)
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 33.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de union a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 32 y una regién variable de la cadena ligera (VL) que comprende |la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 33.

En un modo de realizacién preferente, el dominio extracelular del receptor de unién a antigeno comprende un resto
de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en
el que el resto de union a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 8 y una regién variable de la cadena ligera (VL) que comprende la
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secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unidén a antigeno es un fragmento scFv, uno Fab, uno crossFab
0 uno scFab. En un modo de realizacidn, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un
resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G,
en el que el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab.

En un modo de realizacién preferente, el dominio extracelular del receptor de unién a antigeno comprende un resto
de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en
el que el fragmento Fab comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 40 y una cadena ligera de SEQ ID NO:
41.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en el que el al
menos un resto de union a antigeno es un fragmento scFv que es un polipéptido que consiste en un dominio
variable de la cadena pesada (VH), un dominio variable de la cadena ligera (VL) y un conector, en el que dichos
dominios variables y dicho conector tienen una de las siguientes configuraciones en sentido de N terminal a C
terminal: a) VH-conector-VL o b) VL-conector-VH. En un modo de realizacién preferente, el fragmento scFv tiene
la configuracién VH-conector-VL.

En un modo de realizacién preferente, el dominio extracelular del receptor de unién a antigeno comprende un resto
de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en
el que el fragmento scFv comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En un modo de realizacién
alternativo particular, el dominio Fc mutado comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A ("AAA"). Las
mutaciones AAA reducen la union al receptor de Fc neonatal (FcRn). En consecuencia, el dominio Fc mutado que
comprende las mutaciones AAA se une al FcRn con una afinidad reducida o suprimida en comparacion con el
dominio Fc no mutado.

En consecuencia, en un modo de realizacién, el dominio extracelular del receptor de unidén a antigeno comprende
un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones
1253A, H310A y H435A, en el que el resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada
que comprende al menos uno de:

(a) una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(CDR H) 1 de SYGMS (SEQ ID NO: 53);

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR H2 de SSGGSY (SEQ ID NO: 54); y
(c) unasecuencia de aminoacidos de CDR H3 de LGMITTGYAMDY (SEQ ID NO: 55).

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y
HA435A, en el que el resto de union a antigeno comprende una regidn variable de la cadena ligera que comprende
al menos uno de:

(d) unasecuencia de aminoacidos de la cadena ligera (CDR L) 1 de RSSQTIVHSTGHTYLE (SEQ ID NO: 56);
(e) unasecuencia de aminoacidos de CDR L2 de KVSNRFS (SEQ ID NO: 57); y
(f)  unasecuencia de aminoacidos de CDR L3 de FQRGSHVPYT (SEQ ID NO: 58).

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y
H435A, en el que el resto de union a antigeno comprende al menos una regién determinante de la
complementariedad (CDR) de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54y SEQ ID NO: 55y al menos una CDR de
la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el
resto de union a antigeno comprende la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
de SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55y las CDR de la cadena ligera de SEQ ID NO: 56, SEQ ID
NO: 57y SEQ ID NO: 58.

En un modo de realizacién preferente, el dominio extracelular del receptor de unién a antigeno comprende un resto
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de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A,
H310A y H435A, en el que el resto de unidén a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada que
comprende:

(a) una secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(CDR H) 1 de SYGMS (SEQ ID NO: 53);

(b) una secuencia de aminoacidos de CDR H2 de SSGGSY (SEQ ID NO: 54);

(c) una secuencia de aminoacidos de CDR H3 de LGMITTGYAMDY (SEQ ID NO: 55); y una region variable
de la cadena ligera que comprende:

(d) unasecuencia de aminoacidos de la cadena ligera (CDR L) 1 de RSSQTIVHSTGHTYLE (SEQ ID NO: 56);
(e) unasecuencia de aminoacidos de CDR L2 de KVSNRFS (SEQ ID NO: 57); y
(f)  unasecuencia de aminoacidos de CDR L3 de FQRGSHVPYT (SEQ ID NO: 58).

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y
HA435A, en el que el resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61 y una regién variable de la cadena ligera (VL)
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 62.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y
HA435A, en el que el resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada (VH) que
comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 61 y una region variable de la cadena ligera (VL) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 62.

En un modo de realizacion, el al menos un resto de unién a antigeno es un fragmento scFv, uno Fab, uno crossFab
0 uno scFab. En un modo de realizacidn, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un
resto de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones
1253A, H310A y H435A, en el que el al menos el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab. En un modo de
realizacién particular, el dominio extracelular del receptor de uniéon a antigeno comprende un resto de union a
antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y
H435A, en el que el fragmento Fab comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 64 y una cadena ligera de SEQ
ID NO: 65.

En un modo de realizacion, el dominio extracelular del receptor de union a antigeno comprende un resto de unién
a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y
HA435A, en el que el al menos un resto de unién a antigeno es un fragmento scFv. En un modo de realizacidn
particular, el dominio extracelular del receptor de unidén a antigeno comprende un resto de unién a antigeno que
se puede unir especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que
el fragmento scFv comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 60.

En otros modos de realizacién de acuerdo con la presente divulgacién, el resto de unién a antigeno comprendido
en el dominio extracelular es un fragmento Fab monocatenario o scFab.

Los fragmentos Fab y scFab se estabilizan por medio del enlace disulfuro natural entre el dominio CL y el dominio
CH1. Los restos de unién a antigeno que comprenden un dominio variable de la cadena pesada (VH) y un dominio
variable de la cadena ligera (VL), tales como los fragmentos Fab, crossFab, scFv y scFab como se describen en
el presente documento, se podrian estabilizar ademas introduciendo puentes disulfuro intercatenarios entre el
dominio VH y el VL. En consecuencia, en un modo de realizacion, el(los) fragmento(s) Fab, el(los) fragmento(s)
crossFab, el(los) fragmento(s) scFv y/o el(los) fragmento(s) scFab comprendidos en los receptores de unién a
antigeno de acuerdo con la presente divulgacion se podrian estabilizar ademas mediante la generacién de enlaces
disulfuro intercatenarios por medio de insercién de residuos de cisteina (por ejemplo, la posicién 44 en la cadena
pesada variable y la posicidon 100 en la cadena ligera variable de acuerdo con la humeracion de Kabat). En los
ejemplos y figuras adjuntos se hace referencia a dichos restos de unién a antigeno estabilizados mediante el
término "ds".

Dominio transmembranario de anclaje

En el contexto de la presente divulgacion, el dominio transmembranario de anclaje de los receptores de unién a
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antigeno de la presente divulgacién se puede caracterizar por no tener un sitio de escisién para proteasas de
mamiferos. En el contexto de la presente divulgacion, las proteasas se refieren a enzimas proteoliticas que pueden
hidrolizar la secuencia de aminoacidos de un dominio transmembranario que comprende un sitio de escision para
la proteasa. El término "proteasas" incluye tanto endopeptidasas como exopeptidasas. En el contexto de la
presente divulgacién, se puede usar cualquier dominio transmembranario de anclaje de una proteina
transmembranaria como se establece, entre otros, en la nomenclatura CD, para generar los receptores de unién a
antigeno de la presente divulgacién, que activan linfocitos T, preferentemente linfocitos T CD8+, al unirse a un
dominio Fc mutado como se define en el presente documento.

En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacién, el dominio transmembranario de anclaje puede
comprender parte de un dominio transmembranario murino/ratén o, preferentemente, humano. Un ejemplo de dicho
dominio transmembranario de anclaje es un dominio transmembranario de CD28, por ejemplo, que tiene la
secuencia de aminoacidos como se muestra en el presente documento en SEQ ID NO: 11 (codificada por la
secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 24). En el contexto de la presente divulgacion, el dominio
transmembranario del receptor de unidén a antigeno de la presente divulgacion puede comprender/consistir en una
secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 11 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en
SEQ ID NO: 24).

En un modo de realizacion ilustrativo de la presente divulgacion, como prueba de concepto, se proporciona un
receptor de union a antigeno que comprende un resto de unién a antigeno que comprende una secuencia de
aminoé&cidos de SEQ ID NO: 10 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 22), y un
fragmento/parte polipeptidica de CD28 (el numero de entrada de UniProt del CD28 humano es P10747 (con el
numero de version 173 y la versidon 1 de la secuencia)) como se muestra en el presente documento como SEQ ID
NO: 71 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 70). De forma alternativa, se puede usar
cualquier proteina que tenga un dominio transmembranario, como se proporciona, entre otros, en la nomenclatura
CD, como un dominio transmembranario de anclaje de la proteina receptora de union a antigeno de la presente
divulgacion. Como se describe anteriormente, el receptor de unién a antigeno proporcionado en el presente
documento puede comprender el dominio transmembranario de anclaje de CD28 que se localiza en los
aminoacidos 153 a 179, 154 a 179, 155 a 179, 156 a 179, 157 a 179, 158 a 179, 159 a 179, 160 a 179, 161 a 179,
162 a 179, 163 a 179, 164 a 179, 165 a 179, 166 a 179, 167 a 179, 168 a 179, 169 a 179, 170 a 179, 171 a 179,
172a 179,173 a 179,174 a 179, 175a 179, 176 a 179, 177 a 179 0 178 a 179 de la proteina CD28 humana de
longitud completa como se muestra en SEQ ID NO: 71 (codificada por el ADNc mostrado en SEQ ID NO: 70). En
consecuencia, en el contexto de la presente divulgacién, el dominio transmembranario de anclaje puede
comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 11 (codificada por la
secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 24).

En un modo de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones |253A, H310A y H435A, en el que el receptor de
unién a antigeno comprende una

(a) unacadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64 fusionada en el extremo
C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID NO: 11, opcionalmente a través del conector
peptidico de SEQ ID NO: 17; y

(b) unacadena ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G, en el que el receptor de unién a antigeno
comprende una

(a) una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 40 y SEQ
ID NO: 49 fusionada en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID NO: 11,
opcionalmente a través del conector peptidico de SEQ ID NO: 17; y

(b) una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 41 u SEQ ID
NO: 50.

En un modo de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el receptor de unién a antigeno
comprende una

(a) unacadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40 fusionada en el extremo
C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID NO: 11, opcionalmente a través del conector
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peptidico de SEQ ID NO: 17; y
(b) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 41.

En un modo de realizacion preferente, se proporciona un receptor de unidén a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacion P329G, en el que el receptor de unién a antigeno
comprende una

(a) unacadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49 fusionada en el extremo
C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID NO: 11, opcionalmente a través del conector
peptidico de SEQ ID NO: 17; y

(b) una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 50.

En un modo de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento scFv que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende las mutaciones |1253A, H310A y H435A pero no se puede unir
especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el receptor de unién a antigeno comprende el
aminoécido de SEQ ID NO: 60 fusionado en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje
de SEQ ID NO: 11, opcionalmente a través del conector peptidico de SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento scFv que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G pero no se puede unir especificamente al
dominio Fc original no mutado, en el que el receptor de unidn a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos
selecciona de SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 34 fusionada en el extremo C al extremo N del dominio
transmembranario de anclaje de SEQ ID NO: 11, opcionalmente a través del conector peptidico de SEQ ID NO:
17.

En un modo de realizacion preferente, se proporciona un receptor de unidén a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento scFv que se puede unir
especificamente a un dominio Fc que comprende la mutacién P329G pero no se puede unir especificamente al
dominio Fc original no mutado, en el que el receptor de unién a antigeno comprende la secuencia de aminoéacidos
de SEQ ID NO: 10 fusionada en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11, opcionalmente a través de un conector peptidico de SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacion, se proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio
transmembranario de anclaje y un dominio extracelular que comprende un fragmento scFv que se puede unir
especificamente a un dominio scFab que comprende la mutacién P329G pero no se puede unir especificamente
al dominio Fc original no mutado, en el que el fragmento scFv comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 34 fusionada en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID NO: 11,
opcionalmente a través de un conector peptidico de SEQ ID NO: 17.

Dominio de sefializaciéon estimulante (SSD) y dominio de sefalizacién coestimulante (CSD)

Preferentemente, el receptor de union a antigeno de la presente divulgacion comprende al menos un dominio de
sefializacidn estimulante y/o al menos un dominio de sefializacion coestimulante. En consecuencia, el receptor de
unién a antigeno proporcionado en el presente documento comprende preferentemente un dominio de sefializacién
estimulante, que proporciona activacion de linfocitos T. El receptor de unidn a antigeno proporcionado en el
presente documento puede comprender un dominio de sefializacion estimulante que es un fragmento/parte
polipeptidica de CD3z (la entrada de UniProt del CD3z humano es P20963 (numero de versién 177 con niumero
de secuencia 2; la entrada de UniProt del CD3z murino/ratén es P24161 (numero de acceso citable principal) o
Q9D3G3 (numero de acceso citable secundario) con el nimero de versiéon 143 y el numero de secuencia 1)),
FCGR3A (la entrada de UniProt del FCGR3A humano es P08637 (nUmero de versién 178 con numero de secuencia
2)) o NKG2D (la entrada de UniProt del NKG2D humano es P26718 (numero de versién 151 con numero de
secuencia 1); la entrada de UniProt del NKG2D murino/ratén es 054709 (nimero de version 132 con numero de
secuencia 2)) murino/ratéon o humano.

Por tanto, el dominio de sefializacion estimulante que esta comprendido en el receptor de unién a antigeno
proporcionado en el presente documento puede ser un fragmento/parte polipeptidica de la longitud completa de
CD3z, FCGR3A o NKG2D. Las secuencias de aminoacidos de CD3z o NKG2D murino/ratdn de longitud completa
se muestran en el presente documento como SEQ ID NO: 96 (CD3z), 100 (FCGR3A) 0 104 (NKG2D) (murino/ratén,
codificadas por las secuencias de ADN mostradas en SEQ ID NO: 97 (CD3z), 101 (FCGR3A) o 105 (NKG2D). Las
secuencias de aminoacidos del CD3z, FCGR3 A o NKG2D humano de longitud completa se muestran en el
presente documento como SEQ ID NO: 94 (CD3z), 98 (FCGR3A) o 102 (NKG2D) (humano, codificada por las
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secuencias de ADN mostradas en SEQ ID NO: 95 (CD3z), 99 (FCGR3A) o 103 (NKG2D)). El receptor de unién a
antigeno de la presente divulgacion puede comprender fragmentos de CD3z, FCGR3A o NKG2D como dominio
estimulante, siempre que comprenda al menos un dominio de sefializacion. En particular, cualquier parte/fragmento
de CD3z, FCGR3A o NKG2D es adecuada como dominio estimulante siempre que comprenda al menos un motivo
de sefializacidon. Sin embargo, mas preferentemente, el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién
comprende polipéptidos que se derivan de origen humano. Por tanto, mas preferentemente, el receptor de unién a
antigeno proporcionado en el presente documento comprende las secuencias de aminoacidos como se muestra
en el presente documento como SEQ ID NO: 94 (CD3z), 98 (FCGR3A) o 102 (NKG2D) (humano, codificada por
las secuencias de ADN mostradas en SEQ ID NO: 95 (CD3z), 99 (FCGR3A) o 103 (NKG2D)). Por ejempilo, el
fragmento/parte polipeptidica del CD3z humano que puede estar comprendida en el receptor de union a antigeno
de la presente divulgacién puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 13 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 26). En consecuencia, en un modo de
realizacién, el receptor de union a antigeno comprende la secuencia como se muestra en SEQ ID NO: 13 o una
secuencia que tiene hasta 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 o 30 sustituciones, deleciones o inserciones en comparacion con SEQ ID NO: 13y que se caracteriza
por tener una actividad de sefializacidén estimulante. A continuacién en el presente documento y en los ejemplos y
figuras se proporcionan configuraciones especificas de receptores de unidon a antigeno que comprenden un
dominio de sefializacion estimulante (SSD). La actividad de sefializacion estimulante se puede determinar, por
ejemplo, mediante liberacién de citocinas potenciada, medida por ELISA (IL-2, IFNy, TNFa), actividad proliferativa
potenciada (medida por numeros de células potenciados) o actividad litica potenciada medida por ensayos de
liberacién de LDH.

Ademas, el receptor de unién a antigeno proporcionado en el presente documento comprende preferentemente al
menos un dominio de sefializacién coestimulante que proporciona actividad adicional al linfocito T. El receptor de
unién a antigeno proporcionado en el presente documento puede comprender un dominio de sefalizacién
coestimulante que es un fragmento/parte polipeptidica de CD28 (la entrada de UniProt del CD28 humano es
P10747 (numero de version 173 con numero de secuencia 1); la entrada de UniProt del CD28 murino/raton es
P31041 (numero de versidn 134 con numero de secuencia 2)), CD137 (la entrada de UniProt del CD137 humano
es Q07011 (numero de version 145 con nuimero de secuencia 1); la entrada de UniProt del CD137 murino/ratén es
P20334 (numero de versién 139 con numero de secuencia 1)), OX40 (la entrada de UniProt del OX40 humano es
P23510 (numero de version 138 con numero de secuencia 1); la entrada de UniProt del OX40 murino/raton es
P43488 (numero de versidon 119 con numero de secuencia 1)), ICOS (la entrada de UniProt del ICOS humano es
Q9YBWSE (numero de versién 126 con numero de secuencia 1)); la entrada de UniProt del ICOS murino/raton es
Q9WV40 (numero de acceso citable principal) o0 Q9JL17 (nUmero de acceso citable secundario) con el nimero de
versién 102 y la version de secuencia 2)), CD27 (la entrada de UniProt del CD27 humano es P26842 (numero de
versién 160 con numero de secuencia 2); la entrada de UniProt del CD27 murino/ratén es P41272 (nimero de
versién 137 con version de secuencia 1)), 4-1-BB (la entrada de UniProt del 4-1-BB murino/ratén es P20334
(numero de versidn 140 con versién de secuencia 1); la entrada de UniProt del 4-1-BB humano es Q07011 (nimero
de versién 146 con version de secuencia)), DAP10 (la entrada de UniProt del DAP10 humano es Q9UBJS (nimero
de versidn 25 con numero de secuencia 1); la entrada de UniProt del DAP10 murino/ratén es Q9QUJO (nUimero de
acceso citable principal) o Q9R1E7 (numero de acceso citable secundario) con el numero de version 101 y el
numero de secuencia 1)) o DAP12 (la entrada de UniProt del DAP12 humano es 043914 (nimero de version 146
y el numero de secuencia 1); la entrada de UniProt del DAP12 murino/raton es O054885 (numero de acceso citable
principal) o QO9R1E7 (numero de acceso citable secundario) con el numero de versidn 123 y el numero de secuencia
1) murino/ratén o humano. En determinados modos de realizacion de la presente divulgacion, el receptor de union
a antigeno de la presente divulgacién puede comprender uno o mas, es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 de los dominios
de sefializacidn coestimulante definidos en el presente documento. En consecuencia, en el contexto de la presente
divulgacion, el receptor de unidn a antigeno de la presente divulgacion puede comprender un fragmento/parte
polipeptidica de un CD28 murino/ratén o, preferentemente, humano como primer dominio de sefalizacidn
coestimulante y el segundo dominio de sefializacion coestimulante se selecciona del grupo que consiste en el
CD27, CD28, CD137, OX40, ICOS, DAP10 y DAP12 murino/raton o, preferentemente, humano, o fragmentos de
los mismos. Preferentemente, el receptor de union a antigeno de la presente divulgacion comprende un dominio
de sefalizacién coestimulante que se deriva de un origen humano. Por tanto, mas preferentemente, el(los)
dominio(s) de sefializacién coestimulante que esta(n) comprendido(s) en el receptor de unién a antigeno de la
presente divulgacién puede(n) comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ
ID NO: 12 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 25).

Por lo tanto, el dominio de sefializacién coestimulante que puede estar opcionalmente comprendido en el receptor
de union a antigeno proporcionado en el presente documento es un fragmento/parte polipeptidica de CD27, CD28,
CD137, OX40, ICOS, DAP10y DAP12 de longitud completa. Las secuencias de aminoacidos de los CD27, CD28,
CD137, OX40, ICOS, CD27, DAP10 o DAP12 murino/ratén de longitud completa se muestran en el presente
documento como SEQ ID NO: 69 (CD27), 73 (CD28), 77 (CD137), 81 (OX40), 85 (ICOS), 89 (DAP10) 0 93 (DAP12)
(murino/raton, codificadas por las secuencias de ADN mostradas en SEQ ID NO: 68 (CD27), 72 (CD28), 76
(CD137), 80 (OX40), 84 (ICOS), 88 (DAP10) 0 92 (DAP12)). Sin embargo, debido a que las secuencias humanas
son las mas preferentes en el contexto de la presente divulgacién, el dominio de sefializacion coestimulante que
puede estar opcionalmente comprendido en la proteina receptora de unién a antigeno proporcionada en el presente
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documento es un fragmento/parte polipeptidica del CD27, CD28, CD137, OX40, ICOS, DAP10 o DAP12 humano
de longitud completa. Las secuencias de aminoacidos de los CD27, CD28, CD137, OX40, ICOS, DAP10 o DAP12
humano de longitud completa se muestran en el presente documento como SEQ ID NO: 67 (CD27), 71 (CD28),
75 (CD137), 79 (OX40), 83 (ICOS), 87 (DAP10) o 91 (DAP12) (humano, codificadas por las secuencias de ADN
mostradas en SEQ ID NO: 66 (CD27), 70 (CD28), 74 (CD137), 78 (OX40), 82 (ICOS), 86 (DAP10) o 90 (DAP12)).

En un modo de realizacién preferente, el receptor de unién a antigeno comprende CD28 o un fragmento del mismo
como dominio de sefalizacion coestimulante. El receptor de unidn a antigeno proporcionado en el presente
documento puede comprender un fragmento de CD28 como dominio de sefializacion coestimulante, siempre que
comprenda al menos un dominio de sefializacion de CD28. En particular, cualquier parte/ffragmento de CD28 es
adecuada para el receptor de unidén a antigeno de la presente divulgacién siempre que comprenda al menos uno
de los motivos de sefalizacién de CD28. Por ejemplo, el polipéptido de CD28 que esta comprendido en la proteina
receptora de unidén a antigeno de la presente divulgacién puede comprender o consistir en la secuencia de
aminodacidos mostrada en SEQ ID NO: 12 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 25). En
la presente divulgacién, el dominio intracelular de CD28, que funciona como un dominio de sefalizacién
coestimulante, puede comprender una secuencia derivada del dominio intracelular del polipéptido de CD28 que

tiene la(s) secuencia(s) YMNM (SEQ ID NO: 106) y/o By AR (SEQ ID NO: 107). Preferentemente, el receptor de
unién a antigeno de la presente divulgacién comprende polipéptidos que se derivan de origen humano. Por
ejemplo, el fragmento/parte polipeptidica del CD28 humano que puede estar comprendida en el receptor de unién
a antigeno de la presente divulgacién puede comprender o consistir en la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 12 (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 25). En consecuencia, en el contexto
de la presente divulgacién, el receptor de unién a antigeno comprende la secuencia como se muestra en SEQ ID
NO: 12 o una secuencia que tiene hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 sustituciones, deleciones o inserciones en
comparacion con SEQ ID NO: 12 y que se caracteriza por tener una actividad de sefializacién coestimulante. A
continuacién en el presente documento y en los ejemplos y figuras se proporcionan configuraciones especificas
de receptores de union a antigeno que comprenden un dominio de sefializacién coestimulante (CSD). La actividad
de sefializacion coestimulante se puede determinar, por ejemplo, por liberacion de citocinas potenciada, medida
por ELISA (IL-2, IFNy, TNFa), actividad proliferativa potenciada (medida por niumeros de células potenciados) o
actividad litica potenciada medida por ensayos de liberacién de LDH.

Como se menciona anteriormente, en un modo de realizacion de la presente divulgacion, el dominio de
sefializacidn coestimulante del receptor de unién a antigeno se puede derivar del gen CD28 humano (n.° de entrada
de UniProt: P10747 (nimero de acceso con la versién de entrada 173 y la versién 1 de la secuencia)) y proporciona
actividad CD28, definida como produccion de citocinas, proliferacién y actividad litica de la célula transducida
descrita en el presente documento, como un linfocito T transducido. La actividad CD28 se puede medir mediante
liberaciéon de citocinas por ELISA o citometria de flujo de citocinas tales como interferén-gamma (IFN-y) o
interleucina 2 (IL-2), proliferacién de linfocitos T medida, por ejemplo, por medicién de ki67, cuantificacion celular
por citometria de flujo o actividad litica evaluada por medicién de impedancia en tiempo real de la célula diana
(usando, por ejemplo, un instrumento ICELLligence como se describe, por ejemplo, en Thakur et al., Biosens
Bioelectron. 35(1) (2012), 503-506; Krutzik et al., Methods Mol Biol. 699 (2011), 179-202; Ekkens et al., Infect
Immun. 75(5) (2007), 2291-2296; Ge et al., Proc Natl Acad Sci USA. 99(5) (2002), 2983-2988; Duwell et al., Cell
Death Differ. 21(12) (2014), 1825-1837, Errata en: Cell Death Differ. 21(12) (2014), 161). Los dominios de

sefalizacion coestimulante ¥ AF (aa 208 a 211 de SEQ ID NO: 107y YMNM (g4 191 a 194 de SEQ ID NO: 106)
son beneficiosos para la funcion del polipéptido CD28 y los efectos funcionales enumerados anteriormente. La

secuencia de aminoacidos del dominio YMNMsge muestra en SEQ ID NO: 106 y la secuencia de aminoacidos del

dominio B¥ AFse muestra en SEQ ID NO: 107. En consecuencia, en el receptor de unién a antigeno de la presente
divulgacion, el polipéptido CD28 comprende preferentemente una secuencia derivada del dominio intracelular de

un polipéptido CD28 que tiene las secuencias YMNM (SEQ ID NO: 106) y/o ¥ 4F (SEQ ID NO: 107). En el
contexto de la presente divulgacién, un dominio intracelular de un polipéptido CD28 que tiene las secuencias

YMNM (SEQ ID NO: 106) y/o F¥ A (SEQ ID NO: 107) se caracteriza por una actividad CD28, definida como
produccién de citocinas, proliferacion y actividad litica de una célula transducida descrita en el presente documento
como, por ejemplo, un linfocito T transducido. En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacion, el
dominio de sefializacion coestimulante de los receptores de unién a antigeno de la presente divulgacion tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 (humana) (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID
NO: 25). Sin embargo, en el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién, uno o ambos de estos

dominios pueden estar mutados a FMNM (SEQ ID NO: 108) y/o AYAA (SEQ ID NO: 109), respectivamente.
Cualquiera de estas mutaciones reduce la capacidad de una célula transducida que comprende el receptor de
unién a antigeno para liberar citocinas sin afectar a su capacidad de proliferaciéon y se puede usar ventajosamente
para prolongar la viabilidad y, por tanto, el potencial terapéutico de las células transducidas. O, en otras palabras,
dicha mutacién no funcional potencia preferentemente la persistencia de las células que se transducen con el
receptor de unién a antigeno proporcionado en el presente documento. in vivo. Sin embargo, estos motivos de
seflalizacién pueden estar presentes en cualquier sitio dentro del dominio intracelular del receptor de unién a
antigeno proporcionado en el presente documento.
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Péptidos conectores vy sefial

Ademas, el receptor de unién a antigeno proporcionado en el presente documento puede comprender al menos
un conector (o "espaciador"). Un conector es, en general, un péptido que tiene una longitud de hasta 20
aminoacidos. En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacion, el conector puede tener una longitud de
1,2,3,4,56,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos. Por ejemplo, el receptor de unién a
antigeno proporcionado en el presente documento puede comprender un conector entre el dominio extracelular
que comprende al menos un resto de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado,
el dominio transmembranario de anclaje, el dominio de sefializacion coestimulante y/o el dominio de sefializacién
estimulante. Dichos conectores tienen la ventaja de que incrementan la probabilidad de que los diferentes
polipéptidos del receptor de unién a antigeno (es decir, el dominio extracelular que comprende al menos un resto
de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado, el dominio transmembranario de
anclaje, el dominio de sefalizacién coestimulante y/o el dominio de sefializacion estimulante) se plieguen
independientemente y se comporten como se espera. Por tanto, en el contexto de la presente divulgacion, el
dominio extracelular que comprende al menos un resto de union a antigeno que se puede unir especificamente a
un dominio Fc mutado, el dominio transmembranario de anclaje que no tiene un sitio de escisidn para proteasas
de mamiferos, el dominio de sefializacion coestimulante y el dominio de sefializacion estimulante pueden estar
comprendidos en un polipéptido multifuncional monocatenario. Una construccion de fusion monocatenaria, por
ejemplo, puede consistir en (un) polipéptido(s) que comprende(n) un) dominio(s) extracelular(es) qgue comprende(n)
al menos un resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado, (un) dominio(s)
transmembranario de anclaje, (un) dominio(s) de sefializacién coestimulante y/o (un) dominio(s) de sefializacion
estimulante. En modos de realizacion alternativos, el receptor de unién a antigeno comprende un resto de unién a
antigeno que no es una construccion de fusién monocatenaria, es decir, el resto de unién a antigeno es un
fragmento Fab o crossFab. En dichos modos de realizacién, el receptor de unidén a antigeno no es una construccion
de fusién monocatenaria que comprende solo una cadena polipeptidica. Preferentemente, dichas construcciones
comprenderan un polipéptido de fusién monocatenario de la cadena pesada combinado con una cadena ligera de
inmunoglobulina como se describen en el presente documento, por ejemplo, el polipéptido de fusion de la cadena
pesada comprende (una) cadena(s) pesada(s) de inmunoglobulina, (un) dominio(s) transmembranario de anclaje,
(un) dominio(s) de sefializacion coestimulante y/o (un) dominio(s) de sefializacién estimulante y se combina con
(una) cadena(s) ligera(s) de inmunoglobulina. En consecuencia, el resto de uniéon a antigeno, el dominio
transmembranario de anclaje, el dominio de sefalizacion coestimulante y el dominio de sefializacion estimulante
se pueden conectar por uno 0 mas conectores peptidicos idénticos o diferentes, como se describe en el presente
documento. Por ejemplo, en el receptor de union a antigeno proporcionado en el presente documento, el conector
entre el dominio extracelular que comprende al menos un resto de union a antigeno que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado y el dominio transmembranario de anclaje puede comprender o consistir
en la amino y secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 17. En consecuencia, el dominio
transmembranario de anclaje, el dominio de sefializacion coestimulante y/o el dominio estimulante se pueden
conectar entre si mediante conectores peptidicos o, de forma alternativa, mediante fusion directa de los dominios.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con la presente divulgacion, el resto de unién a antigeno comprendido
en el dominio extracelular es un fragmento variable monocatenario (scFv) que es una proteina de fusién de las
regiones variables de las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de un anticuerpo, conectada con un péptido conector
corto de diez a aproximadamente 25 aminoéacidos. Normalmente, el conector es rico en glicina para aportar
flexibilidad, asi como en serina o treonina para aportar solubilidad, y puede conectar el extremo N de VH con el
extremo C de VL, o viceversa. Por ejemplo, en el receptor de uniéon a antigeno proporcionado en el presente
documento, el conector puede tener la amino y secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 16. El
resto de unién a antigeno scFv como se describe en el presente documento retiene la especificidad del anticuerpo
original, a pesar de la retirada de las regiones constantes y la introduccion del conector. Los anticuerpos scFv se
describen, por ejemplo, en Houston, J.S., Methods in Enzymol. 203 (1991) 46-96.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con la presente divulgacion, el resto de unién a antigeno comprendido
en el dominio extracelular es un fragmento Fab monocatenario o scFab es un polipéptido que consiste en un
dominio variable de la cadena pesada (VH), un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo, un dominio variable de
la cadena ligera (VL) de anticuerpo, un dominio constante de la cadena ligera (CL) de anticuerpo y un conector, en
el que dichos dominios de anticuerpo y dicho conector tienen uno de los siguientes érdenes en sentido de N
terminal a C terminal: a) VH-CH1-conector-VL-CL, b) VL-CL-conector-VH-CH1, ¢) VH-CL-conector-VL-CH1 o d)
VL-CH1-conector-VH-CL; y en el que dicho conector es un polipéptido de al menos 30 aminoacidos,
preferentemente de entre 32 y 50 aminoacidos. Dichos fragmentos Fab monocatenarios se estabilizan por medio
del enlace disulfuro natural entre el dominio CL y el dominio CH1.

En algunos modos de realizacién de acuerdo con la presente divulgacion, el resto de unién a antigeno comprendido
en el dominio extracelular es un fragmento Fab monocatenario de entrecruzamiento es un polipéptido que consiste
en un dominio variable de la cadena pesada (VH) de anticuerpo, un dominio constante 1 (CH1) de anticuerpo, un
dominio variable de la cadena ligera (VL) de anticuerpo, un dominio constante de la cadena ligera (CL) de
anticuerpo y un conector, en el que dichos dominios de anticuerpo y dicho conector tienen uno de los siguientes
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ordenes en sentido de N terminal a C terminal: a) VH-CL-conector-VL-CH1 y b) VL-CH1-conector-VH-CL; en el
que VH y VL forman juntos un sitio de unién a antigeno que se une especificamente a un antigeno y en el que
dicho conector es un polipéptido de al menos 30 aminoacidos.

El receptor de union a antigeno proporcionado en el presente documento, o partes del mismo, puede comprender
un péptido sefial. Dicho péptido sefial llevara la proteina hasta la superficie de la membrana del linfocito T. Por
ejemplo, en el receptor de unién a antigeno proporcionado en el presente documento, el péptido sefial puede tener
la amino y secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ |ID NO: 110 (codificada por la secuencia de ADN
mostrada en SEQ ID NO: 111).

Receptores de unién a antigeno activadores de linfocitos T que se pueden unir especificamente a dominios Fc
mutados

Los componentes de los receptores de union a antigeno como se describen en el presente documento se pueden
fusionar entre si en una variedad de configuraciones para generar receptores de unién a antigeno activadores de
linfocitos T.

En algunos modos de realizacién, el receptor de unién a antigeno comprende un dominio extracelular compuesto
por un dominio variable de la cadena pesada (VH) y un dominio variable de la cadena ligera (VL) conectados a un
dominio transmembranario de anclaje. En algunos modos de realizacién, el dominio VH se fusiona en el extremo
C al extremo N del dominio VL, opcionalmente a través de un conector peptidico. En otros modos de realizacion,
el receptor de unién a antigeno comprende ademas un dominio de sefializacion estimulante y/o un dominio de
seflalizacidén coestimulante. En un modo de realizacién especifico de este tipo, el receptor de unién a antigeno
consiste esencialmente en un dominio VH y un dominio VL, un dominio transmembranario de anclaje v,
opcionalmente, un dominio de sefializacion estimulante conectados por uno 0 mas conectores peptidicos, en el
que el dominio VH se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio VL, y el dominio VL se fusiona en el extremo
C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje, en el que el dominio transmembranario de anclaje se
fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de sefializacién estimulante. Opcionalmente, el receptor de union
a antigeno comprende ademas un dominio de sefializacion coestimulante. En un modo de realizacion especifico
de este tipo, el receptor de unién a antigeno consiste esencialmente en un dominio VHy un dominio VL, un dominio
transmembranario de anclaje, un dominio de sefializacion estimulante y un dominio de sefializacion coestimulante
conectados por uno o mas conectores peptidicos, en el que el dominio VH se fusiona en el extremo C al extremo
N del dominio VL, y el dominio VL se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de
anclaje, en el que el dominio transmembranario de anclaje se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de
sefializacidon estimulante, en el que el dominio de sefializacidén estimulante se fusiona en el extremo C al extremo
N del dominio de sefializacion coestimulante. En un modo de realizacién alternativo, el dominio de sefializacién
coestimulante se conecta al dominio transmembranario de anclaje en lugar de al dominio de sefalizacién
estimulante. En un modo de realizacion preferente, el receptor de unidén a antigeno consiste esencialmente en un
dominio VH y un dominio VL, un dominio transmembranario de anclaje, un dominio de sefializacién coestimulante
y un dominio de sefializacion estimulante conectados por uno 0 mas conectores peptidicos, en el que el dominio
VH se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio VL, y el dominio VL se fusiona en el extremo C al extremo
N del dominio transmembranario de anclaje, en el que el dominio transmembranario de anclaje se fusiona en el
extremo C al extremo N del dominio de sefalizacién coestimulante, en el que el dominio de sefalizacidn
coestimulante se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de sefializacion estimulante.

En modos de realizacién preferentes, uno de los restos de unién es un fragmento Fab o un fragmento crossFab.
En un modo de realizacion preferente, el resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab o crossFab al extremo N del dominio transmembranario de anclaje, opcionalmente a través de un conector
peptidico. En un modo de realizacion alternativo, el resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C de la
cadena ligera de Fab o crossFab al extremo N del dominio transmembranario de anclaje, opcionalmente a través
de un conector peptidico. En otros modos de realizacién, el receptor de unién a antigeno comprende ademas un
dominio de sefializacion estimulante y/o un dominio de sefializacién coestimulante. En un modo de realizacién
especifico de este tipo, el receptor de union a antigeno consiste esencialmente en un fragmento Fab o crossFab,
un dominio transmembranario de anclaje y, opcionalmente, un dominio de sefializacién estimulante conectados
por uno o mas conectores peptidicos, en el que el fragmento Fab o crossFab se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada o ligera al extremo N del dominio transmembranario de anclaje, en el que el dominio
transmembranario de anclaje se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de sefalizacién estimulante.
Preferentemente, el receptor de unidén a antigeno comprende ademas un dominio de sefializacion coestimulante.
En un modo de realizacion de este tipo, el receptor de unién a antigeno consiste esencialmente en un fragmento
Fab o crossFab, un dominio transmembranario de anclaje, un dominio de sefializacién estimulante y un dominio
de sefializacién coestimulante conectados por uno o mas conectores peptidicos, en el que el fragmento Fab o
crossFab se fusiona en el extremo C de |a cadena pesada o ligera al extremo N del dominio transmembranario de
anclaje, en el que el dominio de sefializacion estimulante se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de
seflalizacidén coestimulante. En un modo de realizacién preferente, el dominio de sefializacién coestimulante se
conecta al dominio transmembranario de anclaje en lugar de al dominio de sefalizacién estimulante. En un modo
de realizacion preferente, el receptor de unién a antigeno consiste esencialmente en un fragmento Fab o crossFab,
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un dominio transmembranario de anclaje, un dominio de sefializacién coestimulante y un dominio de sefializacién
estimulante, en el que el fragmento Fab o crossFab se fusiona en el extremo C de la cadena pesada al extremo N
del dominio transmembranario de anclaje a través de un conector peptidico, en el que el dominio transmembranario
de anclaje se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de sefializacion coestimulante, en el que el dominio
de sefializacidon coestimulante se fusiona en el extremo C al extremo N del dominio de sefializacion estimulante.

El resto de unién a antigeno, el dominio transmembranario de anclaje y los dominios de sefializacién estimulante
y/o sefalizacién coestimulante se pueden fusionar entre si directamente o0 a través de uno 0 mas conectores
peptidicos, que comprenden uno 0 mas aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los
conectores peptidicos son conocidos en la técnica y se describen en el presente documento. Los conectores
peptidicos no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los conectores peptidicos (GaS)n, (SGa)n, (GaS)n 0
Ga(SGa)n, en los que "n" es, en general, un numero entre 1y 10, tipicamente entre 2 y 4. Un conector peptidico

preferente para conectar el resto de union a antigeno y el resto transmembranario de anclaje es GGGGS (G49)
de acuerdo con SEQ ID NO: 17. Un conector peptidico ejemplar adecuado para conectar la cadena pesada variable

(VH) y la cadena ligera variable (VL) es HHHISHHTRRITETE (G48)4 de acuerdo con SEQ ID NO: 16.

Adicionalmente, los conectores pueden comprender (una porcion de) una region bisagra de inmunoglobulina. En
particular, cuando un resto de unién a antigeno se fusiona al extremo N de un dominio transmembranario de
anclaje, se puede fusionar por medio de una region bisagra de inmunoglobulina o una porcién de la misma, con o
sin un conector peptidico adicional.

Como se describe en el presente documento, los receptores de unidn a antigeno de la presente divulgacidn
comprenden un dominio extracelular que comprende al menos un resto de unién a antigeno. Un receptor de unién
a antigeno con un Unico resto de union a antigeno que se puede unir especificamente a un antigeno de célula
diana es util y preferente, en particular en casos donde se necesita una alta expresion del receptor de unién a
antigeno. En dichos casos, la presencia de mas de un resto de unién a antigeno especifico para el antigeno de
célula diana puede limitar la eficacia de expresidn del receptor de unidn a antigeno. En otros casos, sin embargo,
sera ventajoso tener un receptor de unién a antigeno que comprenda dos 0 mas restos de unién a antigeno, por
ejemplo, para optimizar la direccidn al sitio diana o para permitir la reticulacion de antigenos de células diana.

En un modo de realizacion particular, el receptor de unién a antigeno comprende un resto de unién a antigeno que
se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado, en particular, un dominio Fc de 1gG1, que comprende la
mutacidén P329G. En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que se puede unir especificamente a un
dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado es un scFv, un Fab o
un crossFab.

En un modo de realizacidn, el resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C del fragmento scFv o en el
extremo C de la cadena pesada de Fab o crossFab al extremo N de un dominio transmembranario de anclaje,
opcionalmente a través de un conector peptidico. En un modo de realizacidn, el conector peptidico comprende la

secuencia de aminoacidos GGGGS (SEQ ID NO: 16). En un modo de realizacién, el dominio transmembranario de
anclaje es un dominio transmembranario seleccionado del grupo que consiste en el dominio transmembranario de
CD8, de CD3z, de FCGR3A, de NKG2D, de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10 o de DAP12
o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion preferente, el dominio transmembranario de anclaje es el
dominio transmembranario de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacién particular, el dominio
transmembranario de anclaje comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de

PWVTVVVCOVEACYSELVEVAPIWY Eq 1D NO: 11). En un modo de realizacion, el receptor de union a
antigeno comprende ademas un dominio de sefializacién coestimulante (CSD). En un modo de realizacion, el
dominio transmembranario de anclaje del receptor de unién a antigeno se fusiona en el extremo C al extremo N
de un dominio de sefializacion coestimulante. En un modo de realizacién, el dominio de sefializacién coestimulante
se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD27, de CD28, de CD137, de
0OX40, de ICOS, de DAP10 y de DAP12, o fragmentos de los mismos, como se describe anteriormente en el
presente documento. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefializacién coestimulante es el dominio
intracelular de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacién particular, el dominio de sefializacién
coestimulante comprende 0 consiste en la secuencia
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS (SEQ 1D NO: 12). En un modo de realizacion, el

receptor de unién a antigeno comprende ademas un dominio de sefalizacién estimulante. En un modo de
realizacién, el dominio de sefializacion coestimulante del receptor de unidén a antigeno se fusiona en el extremo C
al extremo N del dominio de sefalizacion estimulante. En un modo de realizacién, el al menos un dominio de
seflalizacidon estimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD3z,
FCGR3Ay NKG2D, o fragmentos de los mismos. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefializacidn
coestimulante es el dominio intracelular de CD3z o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular,
el dominio de sefializacién coestimulante comprende 0 consiste en la  secuencia:

RVKFSRSADAPAYQOQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRREKNPQ
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EGLYNELOKDEMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLY QGLSTATKDTYDALHMOQALP
PR (seq D NO: 13).

En un modo de realizacion, el receptor de unién a antigeno se fusiona a una proteina indicadora, en particular, a
GFP o analogos potenciados de la misma. En un modo de realizacién, el receptor de unidn a antigeno se fusiona
en el extremo C al extremo N de eGFP (proteina verde fluorescente potenciada), opcionalmente a través de un
conector peptidico como se describe en el presente documento. En un modo de realizacion preferente, el conector

peptidico es GEGRGILL TCGDVERNPGR (T2A) de acuerdo con SEQ ID NO: 18.

En un modo de realizacidn particular, el receptor de unién a antigeno comprende un dominio transmembranario de
anclaje y un dominio extracelular que comprende al menos un resto de unidén a antigeno, en el que el al menos un
resto de union a antigeno es un fragmento scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado pero
no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el dominio Fc mutado comprende la
mutacién P329G. La mutacion P329G reduce la unién al receptor de Fcy. En un modo de realizacion, el receptor
de unién a antigeno de la presente divulgacién comprende un dominio transmembranario de anclaje (ATD), un
dominio de sefializacidon coestimulante (CSD) y un dominio de sefializacion estimulante (SSD). En un modo de
realizacién de este tipo, el receptor de unidén a antigeno tiene la configuracién scFv-ATD-CSD-SSD. En un modo
de realizacion preferente, el receptor de unidén a antigeno tiene la configuracion scFv-G4S-ATD-CSD-SSD, en la

que G4S es un conector que comprende la secuencia GGGGS ge SEQ ID NO: 17. Opcionalmente, se puede
afiadir una proteina indicadora al extremo C del receptor de union a antigeno, opcionalmente a través de un
conector peptidico.

En un modo de realizacion particular, el resto de unién a antigeno es un fragmento scFv que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el resto de unioén a antigeno
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6.

En un modo de realizacién preferente, el resto de union a antigeno es un scFv que se puede unir especificamente
a un dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el resto de unién a antigeno comprende la

secuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad (CDR H) 1 RYWMN (SEQ ID NO:
1), la secuencia de aminoacidos de CDR H2 EITPDSSTINYTPSLKD (SEQ ID NO: 2), la secuencia de aminoécidos
de CDR H3 FYR¥LAWT AL (SEQ ID NO: 3), la secuencia de aminoécidos de la regién determinante de la
complementariedad de la cadena ligera (CDR L) 1 RSSTGAVTISNYAN (SEQ ID NO: 4), la secuencia de
aminoacidos de CDR L2 GTNKRAP (seq |p NO: 5) y la secuencia de aminoacidos de CDR L3
ALWYSNIWY (SEQID NO: 6).

En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C:

(i) un resto de unidén a antigeno que es un fragmento scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende la mutacion P329G, en el que el fragmento scFv comprende una regién variable de la
cadena pesada (VH) que comprende la region determinante de la complementariedad (CDR) 1 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 1, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 2, la CDR 3 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 3y una region variable de la cadena ligera (VH) que comprende la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 4, la CDR 2 de |la cadena ligera de SEQ ID NO: 5y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 6;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C:

(i) un resto de unidén a antigeno que es una molécula scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
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mutado que comprende la mutacion P329G, en el que el scFv comprende un dominio variable de la cadena pesada
(VH) seleccionado de SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 32y el dominio variable de la cadena ligera (VL) seleccionado
de SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 33;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidén preferente, la presente divulgacién proporciona un receptor de unidén a antigeno que
comprende, en orden desde el extremo N hasta el extremo C

(i) un resto de unidén a antigeno que es una molécula scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende la mutacion P329G, en el que el scFv comprende el dominio variable de la cadena pesada
(VH) SEQ ID NO: 8 y el dominio variable de la cadena ligera (VL) SEQ ID NO: 9;

(i)  un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacién preferente, la presente divulgacién proporciona un receptor de unidén a antigeno que
comprende, en orden desde el extremo N hasta el extremo C

(i) un resto de unidén a antigeno que es una molécula scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el scFv comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 34,

(i)  un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidn particular, el resto de union a antigeno se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el receptor de unién a antigeno comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de: SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion preferente, el resto de unidn a antigeno se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el receptor de unidn a antigeno comprende la secuencia
de aminoacidos de: SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacion preferente, el resto de uniéon a antigeno es un fragmento Fab. En un modo de
realizacién, el resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N del
dominio transmembranario de anclaje. En un modo de realizacion, el dominio transmembranario de anclaje es un
dominio transmembranario seleccionado del grupo que consiste en el dominio transmembranario de CD8, de CD3z,
de FCGR3A, de NKG2D, de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10 o de DAP12 o un fragmento
del mismo. En un modo de realizacién preferente, el dominio transmembranario de anclaje es el dominio
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transmembranario de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular, el dominio

transmembranario de anclaje es HW VLY ¥VGGVLACYSLLVIVARUYWY (SEQ 1D NO: 11). En un modo
de realizacion, el receptor de unién a antigeno comprende ademas un dominio de sefializacion coestimulante
(CSD). En un modo de realizacién, el dominio transmembranario de anclaje del receptor de unién a antigeno se
fusiona en el extremo C al extremo N de un dominio de sefializacién coestimulante. En un modo de realizacién, el
dominio de sefializacion coestimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio
intracelular de CD27, CD28, CD137, OX40, ICOS, DAP10y DAP12, o fragmentos de los mismos, como se describe
anteriormente en el presente documento. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefalizacién
coestimulante es el dominio intracelular de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular,
el dominio de sefializacién coestimulante comprende 0 consiste en la  secuencia:
RERKRSRLLHSDY MM TPRERPGPTREHY O AMPRIDF AAYRS (SEQ ID NO: 12). En un modo de realizacion,
el receptor de union a antigeno comprende ademas un dominio de sefializacion estimulante. En un modo de
realizacién, el dominio de sefializacion coestimulante del receptor de unidén a antigeno se fusiona en el extremo C
al extremo N del dominio de sefalizacion estimulante. En un modo de realizacién, el al menos un dominio de
seflalizacidon estimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD3z,
FCGR3Ay NKG2D, o fragmentos de los mismos. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefializacidn
coestimulante es el dominio intracelular de CD3z o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular,
el dominio de sefializacién coestimulante comprende 0 consiste en la  secuencia:

RVKFSRSADAPAYQOQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQ
EGLYNELQKDEKMAEFAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALP

PR (sEQ D NO: 13).

En un modo de realizacion, el receptor de unién a antigeno se fusiona a una proteina indicadora, en particular, a
GFP o analogos potenciados de la misma. En un modo de realizacién, el receptor de unidn a antigeno se fusiona
en el extremo C al extremo N de eGFP (proteina verde fluorescente potenciada), opcionalmente a través de un
conector peptidicq como se describe enel presente documento. En un modo de realizacién preferente, el conector
peptidico es GEGRGELLTOODNW EENPOGE (T2A) de SEQ ID NO: 18.

En un modo de realizacién particular, el receptor de union a antigeno comprende un dominio transmembranario de
anclaje y un dominio extracelular que comprende al menos un resto de unidén a antigeno, en el que el al menos un
resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado pero
no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el dominio Fc mutado comprende la
mutacidn P329G, en el que la mutacion P329G reduce la unién al receptor de Fcy. En un modo de realizacion, el
receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién comprende un dominio transmembranario de anclaje
(ATD), un dominio de sefializacién coestimulante (CSD) y un dominio de sefializacion estimulante (SSD). En un
modo de realizacién de este tipo, el receptor de unidn a antigeno tiene la configuracion Fab-ATD-CSD-SSD. En un
modo de realizacion preferente, el receptor de union a antigeno tiene la configuracion Fab-G4S-ATD-CSD-SSD, en

la que G4S es un conector que comprende la secuencia GGOGS ge SEQ ID NO: 17. Opcionalmente, se puede
afiadir una proteina indicadora al extremo C del receptor de union a antigeno, opcionalmente a través de un
conector peptidico.

En un modo de realizacidn particular, el resto de union a antigeno se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende la mutacion P329G, en el que el resto de union a antigeno es un fragmento Fab que
comprende al menos una regidén determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6.

En un modo de realizacién preferente, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el resto de unioén a antigeno

comprende la secuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad (CDR H) 1 RYWMN
(SEQ D NO: 1), la secuencia de aminoacidos de CDR H2 ETTPDSSTINYTPSLKD (SEQ ID NO: 2), la secuencia
de aminoacidos de CDR H3 FYDIYGAWFAS (SEQ ID NO: 3), la secuencia de aminoacidos de la regién
determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR L) 1 RSSTGAVTTSNYAN (SEQ ID NO: 4),
la secuencia de aminoacidos de CDR L2 HTNKRAP (SEQ ID NO: 5) y la secuencia de aminoécidos de CDR L3
ALWYSNHWYV (sEQ ID NO: 6).

En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C

(i)  un resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a un dominio Fc
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mutado que comprende la mutacion P329G, que comprende la regién determinante de la complementariedad
(CDR) 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 1, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 2, la CDR 3 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 3y la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 4, la CDR 2 de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 5y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 6;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidn, la presente divulgacién proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende:

a) un polipéptido de fusion de la cadena pesada que comprende, en orden desde el extremo N hasta el extremo
C:

(i) una cadena pesada que comprende la regidn determinante de la complementariedad (CDR) 1 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 1, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 2, la CDR 3 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 3;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13y

b) una cadena ligera que comprende el CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 4, la CDR 2 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 5y el CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 6.

En un modo de realizacidn, la presente divulgacién proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende:

a) un polipéptido de fusion de la cadena pesada que comprende, en orden desde el extremo N hasta el extremo
C:

(i) el dominio variable de la cadena pesada (VH) SEQ ID NO: 8;
(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13y

b) el dominio variable de la cadena ligera (VL) SEQ ID NO: 9.

En un modo de realizacién, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que comprende una cadena pesada
que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40 o SEQ ID NO: 49 y una cadena
ligera que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 50. En un modo
de realizacion preferente, el resto de union a antigeno es un fragmento Fab que comprende una cadena pesada
que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40 y una cadena ligera que
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41.
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En un modo de realizacion particular, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el receptor de unién a
antigeno comprende un polipéptido de fusién de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de
aminoécidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 39y SEQ ID NO: 48 y un polipéptido de la cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 41y SEQ ID NO: 50.

En un modo de realizacién preferente, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende la mutacién P329G, en el que el receptor de unidén a
antigeno comprende un polipéptido de fusién de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos
de SEQ ID NO: 39y un polipéptido de la cadena ligera que comprende |la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 41.

En un modo de realizacién alternativo, el receptor de unién a antigeno comprende un resto de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado, en particular, un dominio Fc de IgG1, que comprende
las mutaciones 1253A, H310A y H435A ("AAA"). En un modo de realizacion, el resto de unidon a antigeno que se
puede unir especificamente a un dominio Fc mutado pero no se puede unir especificamente al dominio Fc original
no mutado es un scFv, un Fab o un crossFab.

En un modo de realizacidn, el resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C del fragmento scFv o en el
extremo C de la cadena pesada de Fab o crossFab al extremo N de un dominio transmembranario de anclaje,
opcionalmente a través de un conector peptidico. En un modo de realizacidn, el conector peptidico comprende la

secuencia de aminoacidos L (SEQ ID NO: 16). En un modo de realizacion, el dominio transmembranario
de anclaje es un dominio transmembranario seleccionado del grupo que consiste en el dominio transmembranario
de CD8, de CD3z, de FCGR3A, de NKG2D, de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10 o de
DAP12 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacién preferente, el dominio transmembranario de anclaje
es el dominio transmembranario de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacidén particular, el
dominio transmembranario de anclaje comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de

FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIFWV (SEQ ID NO: 11). En un modo de realizacion, el receptor de unién a

antigeno comprende ademas un dominio de sefializacién coestimulante (CSD). En un modo de realizacion, el
dominio transmembranario de anclaje del receptor de unién a antigeno se fusiona en el extremo C al extremo N
de un dominio de sefializacion coestimulante. En un modo de realizacién, el dominio de sefializacién coestimulante
se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD27, de CD28, de CD137, de
0OX40, de ICOS, de DAP10 y de DAP12, o fragmentos de los mismos, como se describe anteriormente en el
presente documento. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefializacién coestimulante es el dominio
intracelular de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacién particular, el dominio de sefializacién
coestimulante comprende 0 consiste en la secuencia:

RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS (SEQ ID NO: 12). En un modo de realizacién

el receptor de union a antigeno comprende ademas un dominio de sefalizacion estimulante. En un modo de
realizacién, el dominio de sefializacion coestimulante del receptor de unidén a antigeno se fusiona en el extremo C
al extremo N del dominio de sefalizacion estimulante. En un modo de realizacién, el al menos un dominio de
seflalizacidon estimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD3z,
FCGR3Ay NKG2D, o fragmentos de los mismos. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefializacidn
coestimulante es el dominio intracelular de CD3z o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular,
el dominio de sefializacién coestimulante comprende 0 consiste en la  secuencia:

RYEFSRSADAPAYOQQGONOLYNRLNLGREEEY IPVLIMCRRGRODPEMGGRK PRRK NP
EGEYNELOKIDFOTATAY SENAKGERRRGE GHDGLY QGLETATR D TYRALHMO ALY

IR SEQ ID NO:
13).

En un modo de realizacion, el receptor de unién a antigeno se fusiona a una proteina indicadora, en particular, a
GFP o analogos potenciados de la misma. En un modo de realizacién, el receptor de unidn a antigeno se fusiona
en el extremo C al extremo N de eGFP (proteina verde fluorescente potenciada), opcionalmente a través de un
conector peptidico como se describe en el presente documento. En un modo de realizacion preferente, el conector

septidico es GEGRGSLETCGDVEENPGE (15p) de acuerdo con SEQ 1D NO: 18,

En un modo de realizacién particular, el receptor de unién a antigeno comprende un dominio transmembranario de
anclaje y un dominio extracelular que comprende al menos un resto de unidén a antigeno, en el que el al menos un
resto de union a antigeno es un fragmento scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado pero
no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el dominio Fc mutado comprende
las mutaciones 1253A, H310Ay H435A. Las mutaciones 1253A, H310Ay H435A reducen la unidn al receptor FcRn.
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En un modo de realizacién, el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacidon comprende un dominio
transmembranario de anclaje (ATD), un dominio de sefializacién coestimulante (CSD) y un dominio de sefializacion
estimulante (SSD). En un modo de realizacién de este tipo, el receptor de unién a antigeno tiene la configuracidn
scFv-ATD-CSD-SSD. En un modo de realizacion preferente, el receptor de unidon a antigeno tiene la configuracion

scFv-G4S-ATD-CSD-SSD, en la que G4S es un conector que comprende la secuencia LitaGis8 4o SEQ ID NO: 17.
Opcionalmente, se puede afiadir una proteina indicadora al extremo C del receptor de unién a antigeno,
opcionalmente a través de un conector peptidico.

En un modo de realizacion particular, el resto de unién a antigeno es un fragmento scFv que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el
resto de unién a antigeno comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54y SEQ ID NO: 55y al
menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58.

En un modo de realizacién preferente, el resto de union a antigeno es un scFv que se puede unir especificamente
a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el resto de unién a
antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de la regién determinante de la complementariedad (CDR H) 1
SYGMS (SEQ ID NO: 53), la secuencia de aminoacidos de CDR H2 SSGGSY (SEQ ID NO: 54), la secuencia
de aminoécidos de CDR H3 LGMITTGY AMBDY (SEQ ID NO: 55), la secuencia de aminoacidos de la region

determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR L) 1 RESOTIVISTGHTYLEL (SEQID NO:
56), la secuencia de aminoacidos de CDR L2 KVSNRFS (SEQ ID NO: 57) y la secuencia de aminoacidos de
cDR L3 FRGSHYPYT (seq D NO: 58).

En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C:

(i)  un resto de unidén a antigeno que es un fragmento scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende las mutaciones [253A, H310Ay H435A, en el que el fragmento scFv comprende una regién
variable de la cadena pesada (VH) que comprende la regién determinante de la complementariedad (CDR) 1 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 53, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 54, la CDR 3 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 55 y una regidn variable de la cadena ligera (VH) que comprende la CDR 1 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 56, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 57 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 58;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv)  un dominio de sefializacidn estimulante, en particular, el dominio de sefializacion estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C:

(i)  un resto de unidén a antigeno que es una molécula scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el scFv comprende el dominio variable
de la cadena pesada (VH) de SEQ ID NO: 61y el dominio variable de la cadena ligera (VL) de SEQ ID NO: 62;
(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.
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En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C:

(i)  un resto de unidén a antigeno que es una molécula scFv que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el scFv comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 60;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidn particular, el resto de union a antigeno se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el receptor de union a antigeno
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de: SEQ ID NO: 59.

En un modo de realizacion preferente, el resto de unidn a antigeno se puede unir especificamente a un dominio
Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el receptor de unién a antigeno
comprende la secuencia de aminoacidos de: SEQ ID NO: 595.

En un modo de realizacion preferente, el resto de uniéon a antigeno es un fragmento Fab. En un modo de
realizacién, el resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N del
dominio transmembranario de anclaje. En un modo de realizacion, el dominio transmembranario de anclaje es un
dominio transmembranario seleccionado del grupo que consiste en el dominio transmembranario de CD8, de CD3z,
de FCGR3A, de NKG2D, de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10 o de DAP12 o un fragmento
del mismo. En un modo de realizacién preferente, el dominio transmembranario de anclaje es el dominio
transmembranario de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular, el dominio

transmembranario de anclaje es FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIFWYV (SEQ ID NO: 11). En un

modo de realizacion, el receptor de union a antigeno comprende ademas un dominio de sefializacion coestimulante
(CSD). En un modo de realizacién, el dominio transmembranario de anclaje del receptor de unién a antigeno se
fusiona en el extremo C al extremo N de un dominio de sefializacién coestimulante. En un modo de realizacién, el
dominio de sefializacion coestimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio
intracelular de CD27, CD28, CD137, OX40, ICOS, DAP10y DAP12, o fragmentos de los mismos, como se describe
anteriormente en el presente documento. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefalizacién
coestimulante es el dominio intracelular de CD28 o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular,
el dominio de sefializacién coestimulante comprende 0 consiste en la secuencia
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS (SEQ ID NO: 12). En un modo de realizacion,

el receptor de union a antigeno comprende ademas un dominio de sefalizacion estimulante. En un modo de
realizacién, el dominio de sefializacion coestimulante del receptor de unidén a antigeno se fusiona en el extremo C
al extremo N del dominio de sefalizacion estimulante. En un modo de realizacién, el al menos un dominio de
seflalizacidon estimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio intracelular de CD3z,
FCGR3Ay NKG2D, o fragmentos de los mismos. En un modo de realizacion preferente, el dominio de sefializacidn
coestimulante es el dominio intracelular de CD3z o un fragmento del mismo. En un modo de realizacion particular,
el dominio de sefializacién coestimulante comprende 0 consiste en la  secuencia:

RVEFSRSADAPAYQUGONQLYNELNLORREEYDWEDRKRRGEDPEMGOEPRRENPO
EGLYNELOKDRMARAYSEIGMEGERRRGRGHDGEYQGLATATRERDTY RALHMOALP

PR (SEQ ID NO: 13).

En un modo de realizacion, el receptor de unién a antigeno se fusiona a una proteina indicadora, en particular, a
GFP o analogos potenciados de la misma. En un modo de realizacién, el receptor de unidn a antigeno se fusiona

en el extremo C al extremo N de eGFP (proteina verde fluorescente potenciada), opcionalmente a través de un
conector peptidico como se describe en el presente documento. En un modo de realizacion preferente, el conector

En un modo de realizacién particular, el receptor de union a antigeno comprende un dominio transmembranario de
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anclaje y un dominio extracelular que comprende al menos un resto de unidén a antigeno, en el que el al menos un
resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado pero
no se puede unir especificamente al dominio Fc original no mutado, en el que el dominio Fc mutado comprende
las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que las mutaciones 1253A, H310A y H435A reducen la unién al
receptor FcRn. En un modo de realizacion, el receptor de unidén a antigeno de la presente divulgacién comprende
un dominio transmembranario de anclaje (ATD), un dominio de sefializacién coestimulante (CSD) y un dominio de
seflalizacidon estimulante (SSD). En un modo de realizacidén de este tipo, el receptor de unidén a antigeno tiene la
configuracion Fab-ATD-CSD-SSD. En un modo de realizacidén preferente, el receptor de unidén a antigeno tiene la

configuracién Fab-G4S-ATD-CSD-SSD, en la que G4S es un conector que comprende la secuencia GGGGS de
SEQ ID NO: 17. Opcionalmente, se puede afiadir una proteina indicadora al extremo C del receptor de union a
antigeno, opcionalmente a través de un conector peptidico.

En un modo de realizacidn particular, el resto de unidén a antigeno se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el resto de unidén a antigeno es un
fragmento Fab que comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55y al menos una
CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 38.

En un modo de realizacién preferente, el resto de union a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el
resto de unién a antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de la region determinante de la
complementariedad (CDR H) 1 SYGMS (SEQ ID NO: 53), la secuencia de aminoacidos de CDR H2 SSGGSY

(SEQ ID NO: 54), la secuencia de aminoacidos de CDR H3 LGMITTIGYAMDY (SEQ ID NO: 55), la secuencia de
aminoacidos de la regidon determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR L) 1

RSSQTIVHSTGHTYLE (SEQ ID NO: 56), la secuencia de aminoacidos de CDR L2 KVSNRFS (sEqQ ID NO:
57) y la secuencia de aminoacidos de CDR L3 FRGSHVPYT (sgq b NO: 58).

En un modo de realizacidn, la presente divulgacion proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende,
en orden desde el extremo N hasta el extremo C

(i)  un resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a un dominio Fc
mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, que comprende la region determinante de la
complementariedad (CDR) 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 53, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 54, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 55 y la CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 56, la
CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 57 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 58;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13.

En un modo de realizacidn, la presente divulgacién proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende:

a) un polipéptido de fusion de la cadena pesada que comprende, en orden desde el extremo N hasta el extremo
C:

(i) una cadena pesada que comprende la regidn determinante de la complementariedad (CDR) 1 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 53, la CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 54, la CDR 3 de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 55;

(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y
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(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13y

b) una cadena ligera que comprende el CDR 1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 56, la CDR 2 de |la cadena
ligera de SEQ ID NO: 57 y el CDR 3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 58.

En un modo de realizacidn, la presente divulgacién proporciona un receptor de unién a antigeno que comprende:

a) un polipéptido de fusion de la cadena pesada que comprende, en orden desde el extremo N hasta el extremo
C:

(i) el dominio variable de la cadena pesada (VH) SEQ ID NO: 61,
(i) un conector peptidico, en particular, el conector peptidico de SEQ ID NO: 17;

(iii) un dominio transmembranario de anclaje, en particular, el dominio transmembranario de anclaje de SEQ ID
NO: 11;

(iii) un dominio de sefalizacion coestimulante, en particular, el dominio de sefializacion coestimulante de SEQ ID
NO: 12y

(iv) un dominio de sefializacién estimulante, en particular, el dominio de sefializacién estimulante de SEQ ID NO:
13y

b) el dominio variable de la cadena ligera (VL) SEQ ID NO: 62.

En un modo de realizacion particular, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que comprende una cadena
pesada que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64 y una cadena ligera que
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacion particular, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el
receptor de union a antigeno comprende un polipéptido de fusién de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 y un polipéptido de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 65.

En un modo de realizacién preferente, el resto de unién a antigeno es un fragmento Fab que se puede unir
especificamente a un dominio Fc mutado que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, en el que el
receptor de union a antigeno comprende un polipéptido de fusién de la cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63 y un polipéptido de la cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 65.

En determinados modos de realizacidn alternativos, el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion, el
polipéptido de la cadena ligera de Fab y el polipéptido de fusién de la cadena pesada de Fab se fusionan entre si,
opcionalmente por medio de un péptido conector. La fusion de las cadenas pesada y ligera de Fab puede mejorar
el emparejamiento de cadenas pesada y ligera de Fab y también reduce el nimero de plasmidos necesarios para
la expresién de algunos de los receptores de unién a antigeno de la presente divulgacién. Una estrategia alternativa
para reducir el niumero de plasmidos necesarios para la expresion del receptor de unién a antigeno es el uso de
un sitio interno de entrada ribosomal para permitir la expresion de construcciones tanto de la cadena pesada como
de la ligera a partir del mismo plasmido, como se ilustra, por ejemplo, en la figura 2.

En determinados modos de realizacion, el receptor de unién a antigeno comprende un polipéptido en el que la
region variable de la cadena ligera de Fab del resto de unidn a antigeno comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la regidn constante de la cadena pesada de Fab del resto de union a antigeno (es decir, el
resto de unién a antigeno comprende una cadena pesada de crossFab, en la que la regién variable de la cadena
pesada se reemplaza por una regién variable de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con el dominio transmembranario de anclaje (VLx)-CH1¢1)-ATD). En algunos modos de realizacién,
el receptor de unién a antigeno comprende ademas un polipéptido en el que la region variable de la cadena pesada
de Fab del primer resto de unidén a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante
de la cadena ligera de Fab del primer resto de union a antigeno (VH#-CL¢)). En determinados modos de
realizacién, los polipéptidos se enlazan covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro. En modos de
realizacién alternativos, el receptor de unidén a antigeno comprende un polipéptido en el que la region variable de
la cadena pesada de Fab del resto de unidn a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién
constante de la cadena ligera de Fab del resto de unién a antigeno (es decir, el resto de union a antigeno
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comprende una cadena pesada de crossFab, en la que la regién constante de la cadena pesada se reemplaza por
una regioén constante de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con el
dominio transmembranario de anclaje (VH)-CL1)-ATD). En algunos modos de realizacién, el receptor de unién a
antigeno comprende ademas un polipéptido en el que la regién variable de la cadena ligera de Fab del resto de
unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada de
Fab del resto de unién a antigeno (VL#)-CH1)). En determinados modos de realizacién, los polipéptidos se enlazan
covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.

De acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores, los componentes del receptor de unién a
antigeno (por ejemplo, VH y VL, resto de unién a antigeno, dominio transmembranario de anclaje, dominio de
seflalizacidén coestimulante, dominio de sefializacion estimulante) se pueden fusionar directamente o a través de
diversos conectores, en particular, conectores peptidicos que comprenden uno 0 mas aminoacidos, tipicamente
aproximadamente 2-20 aminoacidos, que se describen en el presente documento o son conocidos en la técnica.
Los conectores peptidicos no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los conectores peptidicos (GaS)n,
(SGa)n, (GaS)n 0 Ga(SGa)n, en los que "n" es, en general, un numero entre 1y 10, preferentemente entre 1y 4.

Receptores de unién a antigeno activadores de linfocitos T ejemplares

Como se muestra ilustrativamente en los ejemplos adjuntos y en la figura 1A, como prueba de concepto de la
presente divulgacidn, se construyd el receptor de unién a antigeno "anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD pETR17096" (SEQ ID NO: 7) que comprende un resto de unién a antigeno de scFv estabilizado que se
une a / se dirige contra / interactiia con o sobre un anticuerpo que comprende la mutacion P329G en el dominio
Fc. La construccién comprende ademas el dominio transmembranario de CD28, un fragmento de CD28 como
dominio de sefalizacion coestimulante y un fragmento de CD3z como dominio de sefializacion estimulante. Las
secuencias (aminoacidos y ADNc) de la molécula de unién a anticuerpo "anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD pETR17096" se muestran en las tablas 2y 3.

Ademas, como se ilustra en la Fig. 1B, como otra prueba de concepto de la presente divulgacion, se construyé el
receptor de unién a antigeno "anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD pETR17100" (SEQ ID NO: 39,
41) que comprende un resto de union a antigeno de Fab estabilizado que se une a / se dirige contra / interactla
con o sobre un anticuerpo que comprende la mutacion P329G en el dominio Fc. La construccién comprende
ademas el dominio transmembranario de CD28, un fragmento de CD28 como dominio de sefalizacién
coestimulante y un fragmento de CD3z como dominio de sefializacion estimulante. Las secuencias (aminoacidos
y ADN) de la molécula de unién a antigeno "anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD pETR17100" se
muestran en las tablas 4y 5.

Como otra prueba de concepto de la presente divulgacién, se construyé el receptor de unidn a antigeno "anti-
P329G-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD pETR17594" (SEQ ID NO: 48, 50) que comprende un resto de union
a antigeno de Fab que se une a / se dirige contra/interactlia con o sobre un anticuerpo que comprende la mutacién
P329G en el dominio Fc. La construccion comprende ademas el dominio transmembranario de CD28, un fragmento
de CD28 como dominio de sefalizacion coestimulante y un fragmento de CD3z como dominio de sefalizacién
estimulante. Las secuencias (aminoacidos y ADNCc) del receptor de union a antigeno "anti-P329G-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD pETR17594" se muestran en las tablas 6y 7.

Como otra prueba de concepto de la presente divulgacién, se construyo el receptor de unién a antigeno "anti-AAA
scFv" (SEQ ID NO: 59) que comprende un resto de unién a antigeno de scFv que se une a / se dirige contra /
interactla con o sobre un anticuerpo que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A en el dominio Fc. La
construccién comprende ademas el dominio transmembranario de CD28, un fragmento de CD28 como dominio de
seflalizacidén coestimulante y un fragmento de CD3z como dominio de sefializacion estimulante. Las secuencias
(aminoacidos y ADNCc) de la molécula de union a anticuerpo "anti-AAA scFv" se muestran a continuacién en las
tablas 8y 9.

Como otra prueba de concepto de la presente divulgacién, se construyo el receptor de unién a antigeno "anti-AAA
scFv" (SEQ ID NO: 63, 65) que comprende un resto de unidn a antigeno de Fab que se une a / se dirige contra /
interactlia con o sobre un anticuerpo que comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A en el dominio Fc. La
construccién comprende ademas el dominio transmembranario de CD28, un fragmento de CD28 como dominio de
seflalizacidén coestimulante y un fragmento de CD3z como dominio de sefializacion estimulante. Las secuencias
(aminoacidos y ADNCc) de la molécula de union a anticuerpo "anti-AAA scFv" se muestran a continuacién en las
tablas 10y 11.

La presente divulgacion también proporciona (una) molécula(s) de acido nucleico que codifica(n) receptores de
unién a antigeno de la presente divulgacién como se describe en el presente documento. La presente divulgacién
también abarca (una) molécula(s) de acido nucleico que codifica(n) los receptores de unién a antigeno de la
presente divulgacion y kits que comprenden (una) molécula(s) de acido nucleico de acuerdo con la presente
divulgacion como se describe ademas en el presente documento.
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Kits

Otro aspecto de la presente divulgacion son kits que comprenden o consisten en un acido nucleico que codifica un
receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién y/o células, preferentemente linfocitos T transducidos con
receptores de unidon a antigeno de la presente divulgacién y, opcionalmente, (un) anticuerpo(s) que comprende(n)
un dominio Fc mutado, en el que el receptor de unidn a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc
mutado.

En consecuencia, se proporciona un kit que comprende
(A) un linfocito T transducido que puede expresar un receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién; y
(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado;

en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc mutado pero no se puede
unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

Se proporciona ademas un kit que comprende

(A) un polinucleotido y/o un vector aislados que codifican un receptor de unién a antigeno de la presente
divulgacion; y

(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado;

en el que el receptor de unién a antigeno se puede unir especificamente al dominio Fc mutado pero no se puede
unir especificamente al dominio Fc original no mutado.

En el contexto de la presente divulgacion, los kits de la presente divulgacion pueden comprender linfocitos T
transducidos, polinucledtidos y/o vectores aislados y uno o mas anticuerpos que comprenden un dominio Fc
mutado. En modos de realizacion particulares, el anticuerpo es un anticuerpo terapéutico, por ejemplo, un
anticuerpo especifico de tumor. Los antigenos especificos de tumor son conocidos en la técnica y se describen en
el presente documento. En el contexto de la presente divulgacion, el anticuerpo se administra antes de,
simultdneamente con o después de la administracién de un linfocito T transducido que expresa un receptor de
unién a antigeno de la presente divulgacion. Los kits de acuerdo con la presente divulgacién comprenden linfocitos
T transducidos o polinucleétidos/vectores para generar linfocitos T transducidos. En este contexto, los linfocitos T
transducidos son linfocitos T universales, ya que no son especificos para un tumor determinado sino que se pueden
dirigir a cualquier tumor dependiendo del anticuerpo terapéutico que comprenda el dominio Fc mutado. En el
presente documento se proporcionan ejemplos de anticuerpos que comprenden un dominio Fc mutado; sin
embargo, en los Kkits proporcionados en el presente documento se puede incluir cualquier anticuerpo que
comprenda un dominio Fc mutado como se describe en el presente documento. En modos de realizacién
particulares, el dominio Fc mutado de los anticuerpos presenta afinidad de unidon reducida por un receptor de Fc
yfo funcion efectora reducida, en comparacién con un dominio Fc de 1gG+1 natural. En un modo de realizacidén de
este tipo, el dominio Fc mutado (o el anticuerpo que comprende dicho dominio Fc mutado) presenta menos de un
50 %, preferentemente menos de un 20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente
menos de un 5 % de la afinidad de unidn por un receptor de Fc, en comparacion con un dominio Fc de IgG+ natural
(o un anticuerpo que comprende un dominio Fc de IgG+ natural), y/o menos de un 50 %, preferentemente menos
de un 20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos de un 5 % de la funcién
efectora, en comparacion con un dominio Fc de 19G+ natural (o un anticuerpo que comprende un dominio Fc de
19G+ natural). En un modo de realizacién, el dominio Fc mutado (o el anticuerpo que comprende dicho dominio Fc
mutado) no se une sustancialmente a un receptor de Fc y/o induce funcién efectora. En un modo de realizacién
particular, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En un modo de realizacién, el receptor de Fc es un receptor de
Fc humano. En un modo de realizacion, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador. En un modo de realizacién
especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano activador, mas especificamente, FcyRllla, FcyRI o
FcyRlla humano, lo mas especificamente FcyRllla humano. En un modo de realizacién, la funcion efectora es una
0 mas seleccionada del grupo de CDC, ADCC, ADCP y secrecién de citocinas. En un modo de realizacidn
particular, la funcion efectora es ADCC. En un modo de realizacién, el dominio Fc mutado presenta una afinidad
de union sustancialmente alterada por el receptor de Fc neonatal (FcRn), en comparacién con un dominio Fc de
19G+1 natural. En un modo de realizacidn, el anticuerpo que comprende el dominio Fc mutado presenta menos de
un 20 %, en particular menos de un 10 %, mas en particular menos de un 5 % de la afinidad de unién por un
receptor de Fc en comparacion con un anticuerpo que comprende un dominio Fc no genomanipulado. En un modo
de realizacién particular, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En algunos modos de realizacion, el receptor de
Fc es un receptor de Fc humano. En algunos modos de realizacién, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador.
En un modo de realizacion especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano activador, mas
especificamente, FcyRllla, FcyRI o FeyRlla humano, lo mas especificamente FcyRllla humano. Preferentemente,
se reduce la unién a cada uno de estos receptores. En algunos modos de realizacidn, también se reduce la afinidad
de unién por un componente del complemento, especificamente la afinidad de unién por C1q.
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En determinados modos de realizacion, se muta el dominio Fc del anticuerpo para que tenga una funcién efectora
reducida, en comparacion con un dominio Fc no mutado. La funcién efectora reducida puede incluir, pero no se
limita a, uno o mas de los siguientes: citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida, citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) reducida, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP)
reducida, secrecion de citocinas reducida, captacion reducida de antigenos mediada por inmunocomplejos por
células presentadoras de antigenos, union reducida a linfocitos NK, unién reducida a macréfagos, unién reducida
a monocitos, union reducida a células polimorfonucleares, sefializacién directa que induce apoptosis reducida,
reticulaciéon de anticuerpos unidos a diana reducida, maduracién de células dendriticas reducida o sensibilizacién
de linfocitos T reducida. En un modo de realizacion, la funcién efectora reducida es una o mas seleccionadas del
grupo de CDC reducida, ADCC reducida, ADCP reducida y secrecion de citocinas reducida. En un modo de
realizacién particular, la funcion efectora reducida es ADCC reducida. En un modo de realizacidn, la ADCC reducida
es menos de un 20 % de la ADCC inducida por un dominio Fc no genomanipulado (o un anticuerpo que comprende
un dominio Fc no genomanipulado).

En un modo de realizacion, la mutacion aminoacidica que reduce la afinidad de unién del dominio Fc por un
receptor de Fc y/o la funcidn efectora es una sustitucidén aminoacidica. En un modo de realizacién, el dominio Fc
comprende una sustitucion aminoacidica en una posicién seleccionada del grupo de E233, L234, L235, N297,
P331y P329. En un modo de realizacion mas especifico, el dominio Fc comprende una sustitucién aminoacidica
en una posicién seleccionada del grupo de L234, L235 y P329. En algunos modos de realizacion, el dominio Fc
comprende las sustituciones aminoacidicas L234Ay L235A. En un modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc
es un dominio Fc de 1gG+, en particular, un dominio Fc de IgG+ humana. En un modo de realizacién, el dominio Fc
comprende una sustitucion aminoacidica en la posicion P329. En un modo de realizacion mas especifico, la
sustitucién aminoacidica es P329A o P329G, en particular, P329G. En un modo de realizacion, el dominio Fc
comprende una sustitucién aminoacidica en la posicién P329 y otra sustitucion aminoacidica en una posicidén
seleccionada de E233, L234, L235, N297 y P331. En un modo de realizacidon mas especifico, la otra sustitucion
aminoacidica es E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En modos de realizacion particulares, el
dominio Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones P329, L234 y L235. En un modo de
realizacién, el dominio Fc comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G ("P329G LALA"). En
un modo de realizacidon de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG+, en particular, un dominio Fc de I1gG+
humana. La combinacién "P329G LALA" de sustituciones aminoacidicas suprime casi completamente la union al
receptor de Fcy (asi como al complemento) de un dominio Fc de IgG+ humana, como se describe en la publicacion
PCT n.° WO 2012/130831. El documento WO 2012/130831 también describe procedimientos de preparacidon de
dichos dominios Fc mutantes y procedimientos para determinar sus propiedades, tales como unién al receptor de
Fc o funciones efectoras.

En un modo de realizacion particular, el dominio Fc que presenta afinidad de unién reducida por un receptor de Fc
yf/o funcion efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc de IgG1 natural, es un dominio Fc de IgG1 humana
que comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A vy, opcionalmente, P329G, o un dominio Fc de 1gG4
humana que comprende las mutaciones aminoacidicas S228P, L235E y, opcionalmente, P329G.

En determinados modos de realizacion se ha eliminado la N-glucosilacion del dominio Fc. En un modo de
realizacién de este tipo, el dominio Fc comprende una mutacion aminoacidica en la posicion N297, en particular
una mutacién aminoacidica que reemplaza asparagina por alanina (N297A) o acido aspartico (N297D).

Ademas de los dominios Fc descritos anteriormente en el presente documento y en la publicacion PCT n.°© WO
2012/130831, los dominios Fc con unién al receptor de Fc y/o funcion efectora reducidas también incluyen aquellos
con mutacidén en uno o mas de los residuos 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 del dominio Fc (patente de EE. UU.
n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con mutaciones en dos 0 mas de las posiciones
aminoacidicas 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado mutante de Fc "DANA" con mutacién en los residuos
265y 297 a alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581).

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecion, sustitucion, insercién o modificacién de aminoacidos
usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden
incluir mutagénesis especifica de sitio de la secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica y similares. Los
cambios de nucledtidos correctos se pueden verificar, por ejemplo, por secuenciacion.

La unidn a receptores de Fc se puede determinar facilmente, por ejemplo, por ELISA, o por resonancia de plasmén
superficial (RPS) usando instrumentacién estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores
de Fc tales como los que se pueden obtener por expresion recombinante. De forma alternativa, se puede evaluar
la afinidad de union de dominios Fc 0 moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos que
comprenden un dominio Fc por los receptores de Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores
de Fc particulares, tales como linfocitos NK humanos que expresan el receptor de Fceyllla.

La funcién efectora de un dominio Fc, o un anticuerpo que comprende un dominio Fc, se puede medir por
procedimientos conocidos en la técnica. Otros ejemplos de ensayos in vitro para evaluar la actividad ADCC de una
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molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362; Hellstrom ef al., Proc Natl Acad Sci USA
83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985), patente de EE. UU. n.°
5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med 166, 1351-1361 (1987). De forma alternativa, se pueden emplear
procedimientos de ensayos no radioactivos (véanse, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radioactivo ACTI™
para citometria de flujo (CellTechnology, Inc., Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad no radioactivo
CytoTox 96%® (Promega, Madison, WI)). Las células efectoras Utiles para dichos ensayos incluyen leucocitos
monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma alternativa, o
adicionalmente, se puede evaluar la actividad ADCC de la molécula de interés in vivo, por ejemplo, en un modelo
animal tal como el divulgado en Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunos modos de realizacién se reduce la unién del dominio Fc a un componente del complemento,
especificamente a C1q. En consecuencia, en algunos modos de realizacién en los que el dominio Fc se
genomanipula para que tenga una funcién efectora reducida, dicha funcién efectora reducida incluye una CDC
reducida. Se pueden llevar a cabo ensayos de uniéon a C1q para determinar si el anticuerpo se puede unir a C1q
y, por tanto, tiene actividad CDC. Véanse, por ejemplo, ELISA de unién a C1q y C3c en los 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 et al., Blood 101,
1045-1052 (2003); y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743 (2004)).

En un modo de realizacién, se reduce la afinidad de unidn por el receptor de Fc neonatal (FcRn). En modos de
realizacién particulares, un dominio Fc mutado de acuerdo con la presente divulgacion presenta una afinidad de
unién reducida por el receptor de FcRn, en comparacion con un dominio Fc de 1gG+ natural. En un modo de
realizacién de este tipo, el dominio Fc (o el anticuerpo que comprende dicho dominio Fc) presenta menos de un
50 %, preferentemente menos de un 20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente
menos de un 5 % de la afinidad de unién por un receptor de Fc neonatal, en comparacidén con un dominio Fc de
IgG1 natural (o un anticuerpo que comprende un dominio Fc de 1gG+ natural), y/o menos de un 50 %,
preferentemente menos de un 20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos
de un 5 % de la funcién efectora, en comparacion con un dominio Fc de 1gG+1 natural (0 un anticuerpo que
comprende un dominio Fc de IgG+ natural). En un modo de realizacién, el dominio Fc mutado (o el anticuerpo que
comprende dicho dominio Fc mutado) no se une sustancialmente a un receptor de Fc neonatal. En un modo de
realizacién particular, el receptor de Fc es un receptor FcRn. En un modo de realizacién, el receptor de Fc es un
receptor FcRn humano. En modos de realizacion particulares, el dominio Fc comprende sustituciones
aminoacidicas en las posiciones 1253, H310 y H435. En modos de realizacion mas particulares, el dominio Fc
comprende las mutaciones aminoacidicas 1253A, H310A y H435A ("AAA"). En un modo de realizacidn de este tipo,
el dominio Fc es un dominio Fc de IgG+, en particular, un dominio Fc de IgG1 humana. La combinacion "AAA" de
sustituciones aminoacidicas suprime casi por completo la unién al receptor FcRn de un dominio Fc de IgG+
humana.

En un modo de realizacion especifico, el anticuerpo que comprende la regién Fc mutada se puede unir
especificamente a CD20 y comprende la secuencia de la cadena pesada de SEQ ID NO: 112 y la secuencia de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 113. En un modo de realizacién, el anticuerpo que comprende la regién Fc mutada
se puede unir especificamente a FAP y comprende la secuencia de la cadena pesada de SEQ ID NO: 114 y la
secuencia de la cadena ligera de SEQ ID NO: 115. En un modo de realizacion, el anticuerpo que comprende la
region Fc mutada se puede unir especificamente a CEA y comprende la secuencia de la cadena pesada de SEQ
ID NO: 116 y la secuencia de la cadena ligera de SEQ ID NO: 117, la secuencia de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 118 y la secuencia de la cadena ligera de SEQ ID NO: 119, la secuencia de la cadena pesada de SEQ ID NO:
120 y la secuencia de |la cadena ligera de SEQ ID NO: 121 o la secuencia de la cadena pesada de SEQ ID NO:
122 y la secuencia de la cadena ligera de SEQ ID NO: 123. En otros modos de realizacién, el anticuerpo que
comprende la regién Fc mutada se puede unir especificamente a tenascina (TNC) y comprende |la secuencia de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 124 y la secuencia de la cadena ligera de SEQ ID NO: 125.

En otro modo de realizacién, el anticuerpo que comprende la region Fc mutada es un anticuerpo biespecifico, por
ejemplo, un anticuerpo biespecifico activador de linfocitos T. En un modo de realizacién de este tipo, el anticuerpo
biespecifico comprende un primer resto de unién que se puede unir especificamente a una diana activadora de
linfocitos T, en particular CD3, y un segundo resto de unién que se puede unir especificamente a un antigeno
tumoral como se describe en el presente documento.

En un modo de realizacidn, el anticuerpo que comprende la regién Fc mutada es biespecifico y se puede unir
especificamente a Her2, en el que el anticuerpo biespecifico comprende una secuencia de una primera cadena
pesada de SEQ ID NO: 126, una secuencia de una primera cadena ligera de SEQ ID NO: 127, una secuencia de
una segunda cadena pesada de SEQ ID NO: 128 y una secuencia de una segunda cadena ligera de SEQ ID NO:
129.

En un modo de realizacién ilustrativo de la presente divulgacion, como prueba de concepto, se proporciona un kit

que comprende una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 7 ("anti-P329G-ds-scFv-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD" (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 19)) combinada
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con el anticuerpo que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 112 y una cadena ligera de SEQ ID NO:
113. De forma alternativa, el kit puede comprender una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID
NO: 31 ("anti-P329G-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD" (codificada por la secuencia de ADN mostrada en
SEQ ID NO: 35)) combinada con el anticuerpo que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 112 y una
cadena ligera de SEQ ID NO: 113. Ademas, en el contexto de la presente divulgacion, el kit puede comprender
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 39 ("anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD" (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ |D NO: 44)) combinada con el anticuerpo que
comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 112 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 113. De forma alternativa,
el kit puede comprender una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 48 ("anti-P329G-Fab-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD" (codificada por la secuencia de ADN mostrada en SEQ ID NO: 51)) combinada
con un anticuerpo que comprende una cadena pesada de SEQ ID NO: 112 y una cadena ligera de SEQ ID NO:
113. De forma alternativa, el kit puede comprender una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID
NO: 59 ("anti-AAA-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD") combinada con un anticuerpo que comprende una
cadena pesada de SEQ ID NO: 112y una cadena ligera de SEQ ID NO: 113. Ademas, en el contexto de la presente
divulgacion, el kit puede comprender una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 63 ("anti-
AAA-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD") combinada con un anticuerpo que comprende una cadena pesada de
SEQ ID NO: 112 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 113. Ademas, en el contexto de la presente divulgacion, el
kit puede comprender al menos una molécula de anticuerpo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 112 y SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114y SEQ ID
NO: 115, SEQID NO: 116y SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 120y SEQ ID NO:
121, SEQ ID NO: 122 y SEQ ID NO: 123, y SEQ ID NO: 124 y SEQ ID NO: 125. Ademas, en el contexto de la
presente divulgacion, el kit puede comprender una molécula de anticuerpo biespecifico, en particular un anticuerpo
biespecifico que comprende una primera cadena pesada de SEQ ID NO: 128, una primera cadena ligera de SEQ
ID NO: 129, una segunda cadena pesada de SEQ ID NO: 130 y una segunda cadena ligera de SEQ ID NO: 131.

Ademas, partes del kit de la presente divulgacién se pueden envasar individualmente en viales o frascos o en
combinacién en recipientes o unidades multirrecipiente. Adicionalmente, el kit de la presente divulgacion puede
comprender un sistema de incubacién de células en bolsa (cerrada) donde se pueden transducir las células del
paciente, preferentemente linfocitos T como los descritos en el presente documento, con (un) receptor(es) de unién
a antigeno de la presente divulgacién e incubar en condiciones GMP (préacticas correctas de fabricacion, como se
describe en las directrices sobre practicas correctas de fabricacion publicadas por la Comisién Europea en
http://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/index_en.htm). Ademas, el kit de la presente divulgacién
comprende un sistema de incubacién de células en bolsa (cerrada) donde se pueden transducir los linfocitos T de
pacientes aislados/obtenidos con (un) receptor(es) de unién a antigeno de la presente divulgacion e incubar en
condiciones GMP. Ademas, en el contexto de la presente divulgacién, el kit también puede comprender un vector
que codifica (el) receptor(es) de unién a antigeno como se describe(n) en el presente documento. El kit de la
presente divulgacién se puede usar de forma ventajosa, entre otros, para llevar a cabo el procedimiento de la
presente divulgacion y se podria emplear en una variedad de aplicaciones a las que se hace referencia en el
presente documento, por ejemplo, como herramientas de investigacion o herramientas médicas. La fabricacién de
los kits sigue preferentemente procedimientos estandar que son conocidos por el experto en la técnica.

En este contexto, se pueden transducir las células derivadas del paciente, preferentemente linfocitos T, con un
receptor de unioén a antigeno de la presente divulgacion que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado
como se describe en el presente documento usando el kit como se describe anteriormente. El dominio extracelular
que comprende un resto de union a antigeno que se puede unir especificamente a un dominio Fc mutado no se
encuentra de forma natural en o sobre los linfocitos T. En consecuencia, las células derivadas del paciente
transducidas con los kits de |la presente divulgacion adquiriran la capacidad de unirse especificamente a un dominio
Fc mutado de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo terapéutico, y seran capaces de inducir la eliminacién/lisis
de células diana por medio de interaccién con un anticuerpo terapéutico que comprende el dominio Fc mutado, en
el que el anticuerpo terapéutico se puede unir a un antigeno especifico de tumor que se encuentra de forma natural
(que se expresa de forma enddgena) sobre la superficie de una célula tumoral. La unién del dominio extracelular
del receptor de unién a antigeno como se describe en el presente documento activa ese linfocito T y la pone en
contacto fisico con la célula tumoral a través del anticuerpo terapéutico que comprende el dominio Fc mutado. Los
linfocitos T no transducidos o endégenos (por ejemplo, linfocitos T CD8+) no se pueden unir al dominio Fc mutado
del anticuerpo terapéutico que comprende el dominio Fc mutado. Los linfocitos T transducidos que expresan el
receptor de unién a antigeno que comprende el dominio extracelular que se puede unir especificamente a un
dominio Fc mutado no se ven afectados por un anticuerpo terapéutico que no comprende las mutaciones en el
dominio Fc como se describen en el presente documento. En consecuencia, los linfocitos T que expresan la
molécula de receptor de unidn a antigeno segun la invencion tienen la capacidad de lisar las células diana en
presencia de un anticuerpo que comprende las mutaciones en el dominio Fc como se describen en el presente
documento in vivo y/o in vitro. Las células diana correspondientes comprenden células que expresan una molécula
de superficie, es decir, un antigeno especifico de tumor que se encuentra de forma natural sobre la superficie de
una célula tumoral, que es reconocida por al menos uno, preferentemente dos, dominios de union del anticuerpo
terapéutico como se describen en el presente documento. A continuaciéon en el presente documento se
caracterizan dichas moléculas de superficie.
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La lisis de la célula diana se puede detectar mediante procedimientos conocidos en la técnica. En consecuencia,
dichos procedimientos comprenden, entre otros, ensayos fisioldgicos in vitro. Dichos ensayos fisiolégicos pueden
monitorizar la muerte celular, por ejemplo, por pérdida de integridad de la membrana celular (por ejemplo, ensayo
con yoduro de propidio basado en FACS, ensayo de entrada de azul tripano, ensayos fotométricos de liberacién
de enzimas (LDH), ensayo radiométrico de liberacién de 51Cr, ensayos fluorométricos de liberacién de europio y
liberacion de CalceinAM). Otros ensayos incluyen monitorizar la viabilidad celular, por ejemplo, mediante ensayos
fotométricos MTT, XTT, WST-1 y alamarBlue, ensayo radiométrico de incorporacion de 3H-Thd, ensayo
clonogénico que mide la actividad de divisidén celular y ensayo fluorométrico de rodamina 123 que mide el gradiente
transmembranario mitocondrial. Ademas, se puede monitorizar la apoptosis, por ejemplo, mediante un ensayo de
exposicion a fosfatidilserina basado en FACS, una prueba TUNEL basada en ELISA, un ensayo de actividad
caspasa (fotométrico, fluorométrico o basado en ELISA) o analizando la morfologia celular modificada
(encogimiento, vesiculacion de la membrana).

Linfocitos T transducidos que pueden expresar receptores de unién a antigeno de la presente divulgacion

Otro aspecto de la presente divulgacion son linfocitos T transducidos que pueden expresar un receptor de unién a
antigeno de la presente divulgacidén. Los receptores de unidn a antigeno como se describen en el presente
documento se refieren a moléculas que no estan comprendidas en y/o sobre la superficie de los linfocitos T de
forma natural y que no se expresan (de forma enddgena) en o sobre linfocitos T normales (no transducidos). Por
tanto, el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion en y/o sobre los linfocitos T se introduce
artificialmente en los linfocitos T. En el contexto de la presente divulgacion, dichos linfocitos T, preferentemente
linfocitos T CD8+, se pueden aislar/obtener de un sujeto al que se va a tratar como se define en el presente
documento. En consecuencia, los receptores de unidén a antigeno como se describen en el presente documento
que se introducen artificialmente y posteriormente se presentan en y/o sobre la superficie de dichos linfocitos T
comprenden dominios que comprenden uno o mas restos de unién a antigeno accesibles (/n vitro o in vivo) a
inmunoglobulinas (derivadas de 1g), preferentemente anticuerpos, en particular al dominio Fc de los anticuerpos.
En el contexto de la presente divulgacién, estas moléculas introducidas artificialmente se presentan en y/o sobre
la superficie de dichos linfocitos T después de la transduccion (retrovirica o lentivirica) como se describe a
continuacién en el presente documento. En consecuencia, después de la transduccién, los linfocitos T de acuerdo
con la presente divulgacion se pueden activar por inmunoglobulinas, preferentemente anticuerpos (terapéuticos)
que comprenden mutaciones especificas en el dominio Fc, como se describe en el presente documento.

La presente divulgacion también se refiere a linfocitos T transducidos que expresan un receptor de union a antigeno
codificado por (una) molécula(s) de acido nucleico que codifica(n) el receptor de unién a antigeno de la presente
divulgacion. En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacion, la célula transducida puede comprender
una molécula de acido nucleico que codifica el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion o un vector
de la presente divulgacion que expresa un receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion.

En el contexto de la presente divulgacién, el término "linfocito T transducido" se refiere a un linfocito T
genéticamente modificado (es decir, un linfocito T en el que se ha introducido deliberadamente una molécula de
acido nucleico). El linfocito T transducido proporcionado en el presente documento puede comprender el vector de
la presente divulgacion. Preferentemente, el linfocito T transducido proporcionado en el presente documento
comprende la molécula de acido nucleico que codifica el receptor de unidén a antigeno de la presente divulgacidn
y/o el vector de la presente divulgacion. El linfocito T transducido de la presente divulgacion puede ser un linfocito
T que expresa de forma transitoria o estable el ADN exégeno (es decir, la molécula de acido nucleico que se ha
introducido en el linfocito T). En particular, la molécula de acido nucleico que codifica el receptor de union a
antigeno de la presente divulgacién se puede integrar de forma estable en el genoma del linfocito T usando una
transduccién retrovirica o lentivirica. Usando transfeccion de ARNm, se puede expresar transitoriamente la
molécula de acido nucleico que codifica el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién.
Preferentemente, el linfocito T transducido proporcionado en el presente documento se ha modificado
genéticamente introduciendo una molécula de acido nucleico en el linfocito T por medio de un vector virico (por
ejemplo, un vector retrovirico o un vector lentivirico). En consecuencia, la expresidon de los receptores de unién a
antigeno puede ser constituyente y el dominio extracelular del receptor de union a antigeno puede ser detectable
sobre la superficie celular. Este dominio extracelular del receptor de unién a antigeno puede comprender el dominio
extracelular completo de un receptor de unién a antigeno como se define en el presente documento, pero también
partes del mismo. El tamafio minimo requerido es el sitio de unién a antigeno del resto de unidén a antigeno en el
receptor de unién a antigeno.

La expresidon también puede ser secundaria o inducible en el caso de que el receptor de unién a antigeno se
introduzca en los linfocitos T bajo el control de un promotor inducible o reprimible. Ejemplos de dichos promotores
inducibles o reprimibles pueden ser un sistema transcripcional que contenga el promotor del gen de la alcohol
deshidrogenasa | (alcA) y la proteina transactivadora AlcR. Se usan diferentes formulaciones a base de alcohol
agricola para controlar la expresion de un gen de interés enlazado al promotor de alcA. Ademas, los sistemas
promotores sensibles a la tetraciclina pueden funcionar para activar o bien reprimir el sistema de expresion génica
en presencia de tetraciclina. Algunos de los elementos de los sistemas incluyen una proteina represora de
tetraciclina (TetR), una secuencia operadora de tetraciclina (tetO) y una proteina de fusion transactivadora de
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tetraciclina (tTA), que es la fusidn de TetR y una secuencia de activacion de la proteina 16 del virus del herpes
simple (VP16). Ademas, se pueden usar promotores sensibles a esteroides, promotores relacionados con
proteinas reguladas por metales o relacionadas con la patogenia (PR).

La expresién puede ser constitutiva o inespecifica, dependiendo del sistema usado. Los receptores de union a
antigeno de la presente divulgacién se pueden expresar sobre la superficie del linfocito T transducido
proporcionado en el presente documento. La porcion extracelular del receptor de unidn a antigeno (es decir, el
dominio extracelular del receptor de unién a antigeno) se puede detectar sobre la superficie celular, mientras que
la porcién intracelular (es decir, el(los) dominio(s) de sefializacién coestimulante y el dominio de sefializacién
estimulante) no son detectables sobre la superficie celular. La deteccion del dominio extracelular del receptor de
unién a antigeno se puede llevar a cabo usando un anticuerpo que se una especificamente a este dominio
extracelular o mediante el dominio Fc mutado al que se puede unir el dominio extracelular. Se puede detectar el
dominio extracelular usando estos anticuerpos o dominios Fc mediante citometria de flujo 0 microscopia.

Las células transducidas de la presente divulgacion pueden ser cualquier célula inmunitaria. Estas incluyen, entre
otras, linfocitos B, linfocitos T, linfocitos citoliticos naturales (NK), linfocitos T citoliticos naturales (NK), linfocitos T
yd, células linfoides innatas, macréfagos, monocitos, células dendriticas o neutrofilos. Preferentemente dicha célula
inmunitaria seria un linfocito, preferentemente un linfocito NK o linfocito T. Dichos linfocitos T incluyen linfocitos T
CD4 vy linfocitos T CD8. La activacidn del receptor de unidn a antigeno de la presente divulgacién sobre la superficie
del leucocito hara que la célula se vuelva citotéxica contra una célula diana junto con un anticuerpo terapéutico
que comprende un dominio Fc mutado, independientemente del linaje del que se origind la célula. La citotoxicidad
aparecera independientemente del dominio de sefializacién estimulante o dominio de sefializacion coestimulante
elegido para el receptor de union a antigeno y no depende del suministro exégeno de citocinas adicionales. En
consecuencia, la célula transducida de la presente divulgacion puede ser, por ejemplo, un linfocito T CD4+, un
linfocito T CD8+, un linfocito T ¥, un linfocito T citolitico natural (NK), un linfocito citolitico natural (NK), una célula
linfocitica infiltrante de tumores (TIL), una célula mieloide o una célula madre mesenquimal. Preferentemente, la
célula transducida proporcionada en el presente documento es un linfocito T (por ejemplo, un linfocito T autdlogo),
mas preferentemente, la célula transducida es un linfocito T CD8+. En consecuencia, en el contexto de la presente
divulgacion, la célula transducida es un linfocito T CD8+. Ademas, en el contexto de la presente divulgacién, la
célula transducida es un linfocito T autdlogo. En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacién, la célula
transducida es, preferentemente, un linfocito T CD8+ autélogo. Ademas del uso de células autélogas (por ejemplo,
linfocitos T) aisladas del sujeto, la presente divulgacién también comprende el uso de células alogénicas. En
consecuencia, en el contexto de la presente divulgacion, la célula transducida también puede ser una célula
alogénica, tal como un linfocito T CD8+ alogénico. El uso de células alogénicas se basa en el hecho de que las
células, preferentemente linfocitos T, pueden reconocer un epitopo de antigeno especifico presentado por células
presentadoras de antigeno (APC) exdgenas, siempre que las APC expresen la molécula MHC, clase | o clase Il, a
la que esta restringida la poblacién de células sensibles especificas, es decir, la poblacién de linfocitos T, junto con
el epitopo de antigeno reconocido por los linfocitos T. Por tanto, el término "alogénico” se refiere a células
procedentes de un individuo/sujeto donante no relacionado que es compatible en antigenos leucocitarios humanos
(HLA) con el individuo/sujeto al que se tratara, por ejemplo, mediante la célula transducida que expresa el receptor
de union a antigeno descrito en el presente documento. Células autdlogas se refiere a células que se
aislan/obtienen como se describen anteriormente en el presente documento del sujeto al que se va a tratar con la
célula transducida descrita en el presente documento.

La célula transducida de la presente divulgacion se puede cotransducir con otras moléculas de acido nucleico, por
ejemplo, con una molécula de acido nucleico que codifica un receptor de linfocitos T.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para la produccion de un linfocito T transducido que
expresa un receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién, que comprende las etapas de transducir un
linfocito T con un vector de la presente divulgacién, cultivar el linfocito T transducido en condiciones que permitan
la expresion del receptor de union a antigeno en o sobre dicha célula transducida y recuperar dicho linfocito T
transducido.

En el contexto de la presente divulgacién, la célula transducida de la presente divulgacion se produce,
preferentemente, mediante el siguiente procedimiento: las células (por ejemplo, linfocitos T, preferentemente
linfocitos T CD8+) se aislan/obtienen de un sujeto (preferentemente un paciente humano). Los procedimientos
para aislar/obtener células (por ejemplo, linfocitos T, preferentemente linfocitos T CD8+) de pacientes o de
donantes son bien conocidos en la técnica y, en el contexto de la presente, las células (por ejemplo, linfocitos T,
preferentemente linfocitos T CD8+) de pacientes o de donantes se pueden aislar mediante extraccion de sangre o
extraccion de médula 6sea. Después de aislar/obtener células como una muestra del paciente, las células (por
ejemplo, linfocitos T) se separan de los demas componentes de la muestra. Se conocen varios procedimientos
para separar células (por ejemplo, linfocitos T) de la muestra e incluyen, sin limitarse a, por ejemplo, leucocitaféresis
para obtener células de la muestra de sangre periférica de un paciente o de un donante, aislar/obtener células
usando un aparato FACSort, separar células vivas de células muertas en muestras de biopsias en fresco que
albergan células vivas a mano o usando un micromanipulador (véase, por ejemplo, Dudley, Immunother. 26 (2003),
332-342; Robbins, Clin. Oncol. 29 (2011), 917-924 o Leisegang, J. Mol. Med. 86 (2008), 573-58). Posteriormente,
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se cultivan y expanden los linfocitos T aislados/obtenidos, preferentemente linfocitos T CD8+, por ejemplo, usando
un anticuerpo anti-CD3, usando anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 y/o usando un anticuerpo anti-
CD3, un anticuerpo anti-CD28 e interleucina-2 (IL-2) (véase, por ejemplo, Dudley, Immunother. 26 (2003), 332-342
o Dudley, Clin. Oncol. 26 (2008), 5233-5239).

En una etapa posterior, se modifican/transducen artificialmente/genéticamente las células (por ejemplo, linfocitos
T) mediante procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Lemoine, J Gene Med 6 (2004), 374-
386). Los procedimientos para transducir células (por ejemplo, linfocitos T) son conocidos en la técnica e incluyen,
sin estar limitados a, en un caso en el que se transduce un acido nucleico o un acido nucleico recombinante, por
ejemplo, un procedimiento de electroporacién, un procedimiento con fosfato de calcio, un procedimiento con lipidos
catidnicos o un procedimiento con liposomas. El acido nucleico que se va a transducir se puede transducir de forma
convencional y altamente eficaz usando un reactivo de transfeccidn disponible comercialmente, por ejemplo,
Lipofectamina (fabricada por Invitrogen, n.° de catélogo: 11668027). En un caso en el que se usa un vector, el
vector se puede transducir de la misma manera que el acido nucleico mencionado anteriormente, siempre que el
vector sea un vector plasmidico (es decir, un vector que no sea un vector virico). En el contexto de la presente
divulgacion, los procedimientos para transducir células (por ejemplo, linfocitos T) incluyen la transduccién de
linfocitos T retroviricos o lentiviricos, vectores no viricos (por ejemplo, vector minicircular basado en el transposén
Sleeping Beauty,) asi como transfeccién de ARNm. "Transfeccion de ARNm" se refiere a un procedimiento bien
conocido por los expertos en la técnica para expresar de forma transitoria una proteina de interés, como en el
presente caso es el receptor de union a antigeno de la presente divulgacion, en una célula que se va a transducir.
En resumen, las células se pueden someter a electroporacién con el ARNm que codifica el receptor de unién a
antigeno del presente documento usando un sistema de electroporacién (tal como, por ejemplo, Gene Pulser, Bio-
Rad) y, después de esto, cultivarse mediante un protocolo estandar de cultivo de células (por ejemplo, linfocitos T)
como se describe anteriormente (véase Zhao et al., Mol Ther. 13(1) (2006), 151-159). La célula transducida de la
presente divulgacion es un linfocito T, mas preferentemente un linfocito T CD8+, y se genera mediante transduccién
de linfocitos T lentiviricos o, mas preferentemente, retroviricos.

En este contexto, son conocidos en la técnica vectores retroviricos adecuados para la transduccion de linfocitos T,
tales como SAMEN CMV/SRa (Clay et al., J. Immunol. 163 (1999), 507-513), LZRS-id3-IHRES (Heemskerk et al.,
J. Exp. Med. 186 (1997), 1597-1602), FelLV (Neil et al., Nature 308 (1984), 814-820), SAX (Kantoff et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986), 6563-6567), pDOL (Desiderio, J. Exp. Med. 167 (1988), 372-388), N2 (Kasid et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 473-477), LNL6 (Tiberghien et a/., Blood 84 (1994), 1333-1341), pZipNEO
(Chen et al., J. Immunol. 153 (1994), 3630-3638), LASN (Mullen et al., Hum. Gene Ther. 7 (1996) , 1123-
1129), pG1XsNa (Taylor et al., J. Exp. Med. 184 (1996), 2031-2036), LCNX (Sun et al., Hum. Gene Ther. 8 (1997),
1041-1048), SFG (Gallardo et al., Blood 90 (1997), and LXSN (Sun et al.,, Hum. Gene Ther. 8 (1997), 1041-1048),
SFG (Gallardo et al., Blood 90 (1997), 952-957), HMB-Hb-Hu (Vieillard et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94 (1997),
11595-11600), pMV7 (Cochlovius et al., Cancer Immunol. Immunother. 46 (1998), 61-66), pSTITCH (Weitjens et
al., Gene Ther 5 (1998), 1195-1203), pLZR (Yang et al.,, Hum. Gene Ther. 10 (1999), 123-132), pBAG (Wu et al.,
Hum. Gene Ther. 10 (1999), 977-982), rKat.43.267bn (Gilham et al., J. Immunother. 25 (2002), 139-151), pLGSN
(Engels et al., Hum. Gene Ther. 14 (2003), 1155-1168), pMP71 (Engels et al., Hum. Gene Ther. 14 (2003), 1155-
1168), pPGCSAM (Morgan et al., J. Immunol. 171 (2003), 3287-3295), pMSGV (Zhao et al., J. Immunol. 174 (2005),
4415-4423), o pMX (de Witte et al., J. Immunol. 181 (2008), 5128-5136). En el contexto de la presente divulgacion,
los vectores lentiviricos adecuados para transducir células (por ejemplo, linfocitos T) son, por ejemplo, el vector
lentivirico PL-SIN (Hotta ef al/, Nat Methods 6(5) (2009), 370-376), p156RRL-sinPPT-CMV-GFP-PRE/Nhel
(Campeau et al., PLoS One 4(8) (2009), e6529), pCMVRS8.74 (Addgene, n.° de catalogo: 22036), FUGW (Lois et
al., Science 295(5556) (2002), 868-872, pLVX-EF1 (Addgene, n.° de catalogo: 64368), pLVE (Brunger et al., Proc
Natl Acad Sci U S A 111(9) (2014), E798-806), pCDHI-MCSI-EFI (Hu et al., Mol Cancer Res. 7(11) (2009), 1756-
1770), pSLIK (Wang et al., Nat Cell Biol. 16(4) (2014), 345-356), pLJM1 (Solomon et al., Nat Genet. 45(12) (2013),
1428-30), pLX302 (Kang et al., Sci Signal. 6(287) (2013), rs13), pHR-IG (Xie et al., J Cereb Blood Flow Metab.
33(12) (2013), 1875-85), pRRLSIN (Addgene, n.° de catalogo: 62053), pLS (Miyoshi et al., J Virol. 72(10) (1998),
8150-8157), pLL3.7 (Lazebnik et al., J Biol Chem. 283(7) (2008), 11078-82), FRIG (Raissi et a/., Mol Cell Neurosci.
57 (2013), 23-32), pWPT (Ritz-Laser et al., Diabetologia. 46(6) (2003), 810-821), pBOB (Marr et al., J Mol Neurosci.
22(1-2) (2004), 5-11) o pLEX (Addgene, n.° de catalogo: 27976).

El(los) linfocito(s) T transducido(s) de la presente divulgacién se cultiva(n) preferentemente en condiciones
controladas, fuera de su entorno natural. En particular, el término "cultivar” significa que las células (por ejemplo,
la(s) célula(s) transducida(s) de la presente divulgacién) que se derivan de eucariotas multicelulares
(preferentemente de un paciente humano) se cultivan in vitro. El cultivo de células es una técnica de laboratorio
que consiste en mantener vivas células que se han separado de su fuente de tejido original. En el presente
documento, la célula transducida de la presente divulgacion se cultiva en condiciones que permiten la expresién
del receptor de unidn a antigeno de la presente divulgacion en o sobre dichas células transducidas. Las condiciones
que permiten la expresion de un transgén (es decir, del receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion)
son comunmente conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28 y
la adicidén de citocinas tales como interleucina 2 (IL-2), interleucina 7 (IL-7), interleucina 12 (IL-12) y/o interleucina
15 (IL-15). Después de la expresion del receptor de unidn a antigeno de la presente divulgacién en la célula
transducida cultivada (por ejemplo, un linfocito T CD8+), se recupera (es decir, se vuelve a extraer) la célula
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transducida del cultivo (es decir, del medio de cultivo).

En consecuencia, la presente divulgacion también engloba una célula transducida, preferentemente un linfocito T,
en particular un linfocito T CD8+, que expresa un receptor de unién a antigeno codificado por una molécula de
acido nucleico de la presente divulgacién obtenible mediante el procedimiento de la presente divulgacién.

Moléculas de acido nucleico

Otro aspecto de la presente divulgacidén son acidos nucleicos y vectores que codifican uno o varios receptores de
unién a antigeno de la presente divulgacion. Las moléculas de acido nucleico ejemplares que codifican los
receptores de union a antigeno de la presente divulgacion se muestran en las SEQ ID NO: 19, 30, 35, 38, 44, 47,
51y 52. Las moléculas de acido nucleico de la presente divulgacién pueden estar bajo el control de secuencias
reguladoras. Por ejemplo, se pueden emplear promotores, potenciadores transcripcionales y/o secuencias que
permitan la expresidn inducida del receptor de unidén a antigeno de la divulgacion. En el contexto de la presente
divulgacion, las moléculas de acido nucleico se expresan bajo el control de un promotor constitutivo o inducible.
Los promotores adecuados son, por ejemplo, el promotor CMV (Qin et al., PLoS One 5(5) (2010), e10611), el
promotor UBC (Qin et al., PLoS One 5(5) (2010), e10611), PGK (Qin et al., PLoS One 5(5) (2010), e10611), el
promotor EF1A (Qin et al., PLoS One 5(5) (2010), e10611), el promotor CAGG (Qin et a/., PLoS One 5(5) (2010),
e10611), el promotor SV40 (Qin et al., PLoS One 5(5) (2010), e10611), el promotor COPIA (Qin et al., PLoS One
5(5) (2010), e10611), el promotor ACTSC (Qin et al., PLoS One 5(5) (2010), e10611), el promotor TRE (Qin et al.,
PLoS One 5(5) (2010), e10611), el promotor Oct3/4 (Chang et al., Molecular Therapy 9 (2004), S367-S367 (doi:
10.1016/j.ymthe.2004.06.904)) o el promotor Nanog (Wu et al., Cell Res. 15(5) (2005), 317-24). Por lo tanto, la
presente divulgacién también se refiere a (un) vector(es) que comprende(n) la(s) molécula(s) de acido nucleico
descrita(s) en la presente divulgacion. En el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de
acido nucleico circular o lineal que se puede replicar de forma auténoma en una célula huésped (es decir, en una
célula transducida) en la que se ha introducido. Los expertos en biologia molecular conocen muchos vectores
adecuados, cuya eleccidén dependera de la funcién deseada e incluira plasmidos, césmidos, virus, bacteriéfagos y
otros vectores usados convencionalmente en genomanipulacion. Se pueden usar procedimientos que son bien
conocidos por los expertos en la técnica para construir diversos plasmidos y vectores; véanse, por ejemplo, las
técnicas descritas en Sambrook et al. (foc. cit.) y Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing
Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1989), (1994). De forma alternativa, los polinucledtidos y vectores de la
presente divulgacion se pueden reconstituir en liposomas para su administracién a células diana. Como se analiza
con mas detalle a continuacién, se usé un vector de clonacidn para aislar secuencias individuales de ADN. Las
secuencias relevantes se pueden transferir a vectores de expresion en los que se requiera la expresién de un
polipéptido particular. Los vectores de clonacidn tipicos incluyen pBluescript SK, pGEM, pUC9, pBR322, pGA18y
pPGBTY. Los vectores de expresion tipicos incluyen pTRE, pCAL-n-EK, pESP-1, pOP13CAT.

La presente divulgacién también se refiere a (un) vector(es) que comprende(n) (una) molécula(s) de acido nucleico
que es(son) una secuencia reguladora enlazado(s) de forma funcional a dicha(s) molécula(s) de acido nucleico
que codifica(n) un receptor de union a antigeno como se define en el presente documento. En el contexto de la
presente divulgacion, el vector puede ser policistrénico. Dichas secuencias reguladoras (elementos de control) son
conocidas para el experto en la técnica y pueden incluir un promotor, un casete de empalme, un codén de inicio
de la traduccién y un sitio de traduccion e insercién para introducir un inserto en el(los) vector(es). En el contexto
de la presente divulgacion, dicha(s) molécula(s) de acido nucleico se enlaza(n) de forma funcional a dichas
secuencias de control de expresidn, permitiendo la expresién en células eucariotas o procariotas. Se prevé que
dicho(s) vector(es) sea(n) (un) vector(es) de expresion que comprende(n) la(s) molécula(s) de acido nucleico que
codifica(n) el receptor de unién a antigeno como se define en el presente documento. "Enlazado de forma funcional"
se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes asi descritos estan en una relacion que les permite
funcionar de su manera pretendida. Una secuencia de control enlazada de forma funcional a una secuencia
codificante se liga de tal manera que la expresién de la secuencia codificante se logra en condiciones compatibles
con las secuencias de control. En caso de que la secuencia de control sea un promotor, es obvio para un experto
en la técnica que se usa preferentemente un acido nucleico bicatenario.

En el contexto de la presente divulgacién, el(los) vector(es) citado(s) es(son) (un) vector(es) de expresién. Un
vector de expresidn es una construccion que se puede usar para transformar una célula seleccionada y permite la
expresion de una secuencia codificante en la célula seleccionada. (Un) vector(es) de expresion puede(n) ser, por
ejemplo, (un) vector(es) de clonacién, (un) vector(es) binario(s) o (un) vector(es) de integracion. La expresién
comprende la transcripcién de la molécula de acido nucleico, preferentemente en un ARNm traducible. Los
elementos reguladores que garantizan la expresion en células procariotas y/o eucariotas son bien conocidos por
los expertos en la técnica. En el caso de las células eucariotas, normalmente comprenden promotores que
garantizan el inicio de la transcripcién y, opcionalmente, sefiales poli-A que garantizan la finalizacién de la
transcripcidn y la estabilizacién del transcrito. Los posibles elementos reguladores que permiten la expresién en
células huésped procariotas comprenden, por ejemplo, el promotor PL, lac, trp o tac en E. coli, y ejemplos de
elementos reguladores que permiten la expresién en células huésped eucariotas son el promotor AOX1 o GAL1
en levadura o el promotor CMV, SV40, RSV (virus del sarcoma de Rous), el potenciador CMV, el potenciador SV40
o un intron de globina en células de mamiferos y de otros animales.
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Ademas de los elementos que son responsables del inicio de la transcripcidon, dichos elementos reguladores
también pueden comprender sefiales de finalizacidén de la transcripcion, tales como el sitio SV40-poli-A o el sitio
tk-poli-A, corriente abajo del polinucleétido. Ademas, dependiendo del sistema de expresién usado, a la secuencia
codificante de la secuencia de acido nucleico citada se le pueden afiadir secuencias lideres que codifiquen péptidos
sefial que puedan dirigir el polipéptido hacia un compartimento celular o secretarlo al medio, y son bien conocidas
en la técnica; véanse también, por ejemplo, los ejemplos adjuntos.

La(s) secuencia(s) lider(es) se ensambla(n) en la fase apropiada con secuencias de traduccién, iniciacion y
finalizacion, y, preferentemente, una secuencia lider que pueda dirigir la secrecién de la proteina traducida, o una
porcion de la misma, hacia el espacio periplasmico o el medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia heterdloga
puede codificar un receptor de unién a antigeno que incluye un péptido de identificacion N terminal que imparte
caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacion o purificacion simplificada del producto recombinante
expresado; véase supra. En este contexto, vectores de expresion adecuados son conocidos en la técnica, tales
como el vector de expresion de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNAT,
pcDNAS3 (Invitrogene), pEF-DHFR, pEF-ADA o pEF-neo (Raum et al. Cancer Immunol Immunother 50 (2001), 141-
150) o pSPORT1 (GIBCO BRL).

En el contexto de la presente divulgacion, las secuencias de control de expresién seran sistemas promotores
eucariotas en vectores que pueden transformar o transfectar células eucariotas, pero también se pueden usar
secuencias de control para células procariotas. Una vez que el vector se ha incorporado a la célula apropiada, la
célula se mantiene en condiciones adecuadas para la expresién a alto nivel de las secuencias de nucledtidos, y
como se desee. Los elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores tanto transcripcionales, asi
como traduccionales. De forma ventajosa, los vectores descritos anteriormente de la presente divulgacidn
comprenden un marcador seleccionable y/o puntuable. Los genes marcadores seleccionables utiles para la
seleccién de células transformadas y, por ejemplo, tejido vegetal y plantas son bien conocidos por los expertos en
la técnica y comprenden, por ejemplo, resistencia a antimetabolitos como base de la seleccidn para dhfr, que
confiere resistencia a metotrexato (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci. Adv.) 13 (1994), 143-149), npt, que confiere
resistencia a los aminoglucésidos neomicina, kanamicina y paromicina (Herrera-Estrella, EMBO J. 2 (1983), 987-
995) e hygro, que confiere resistencia a higromicina (Marsh, Gene 32 (1984), 481-485). Se han descrito genes
seleccionables adicionales, a saber, trpB, que permite que las células utilicen indol en lugar de triptéfano; hisD,
que permite que las células utilicen histinol en lugar de histidina (Hartman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988),
8047); manosa-6-fosfato isomerasa que las células utilicen manosa (documento WO 94/20627) y ODC (ornitina
descarboxilasa) que confiere resistencia al inhibidor de la ornitina descarboxilasa, 2-(difluorometil)-DL-ornitina,
DFMO (McConlogue, 1987, rn: (Current Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.)
o desaminasa de Aspergillus terreus que confiere resistencia a Blasticidina S (Tamura, Biosci. Biotechnol. Biochem.
59 (1995), 2336-2338).

Los marcadores puntuables utiles también son conocidos por los expertos en la técnica y estan disponibles
comercialmente. De forma ventajosa, dicho marcador es un gen que codifica luciferasa (Giacomin, PI. Sci. 116
(1996), 59-72; Scikantha, J. Bact. 178 (1996), 121), proteina verde fluorescente (Gerdes, FEBS Lett. 389 (1996),
44-47) o R-glucuronidasa (Jefferson, EMBO J. 6 (1987), 3901-3907). Este modo de realizacién es en particular util
para el cribado simple y rapida de células, tejidos y organismos que contienen un vector citado.

Como se describe anteriormente, la(s) molécula(s) de acido nucleico citadas se pueden usar solas o como parte
de (un) vector(es) para expresar los receptores de union a antigeno de la presente divulgacién en células, por
ejemplo, para tratamiento adoptivo con linfocitos T, pero también para fines de tratamiento génico. Las moléculas
de &cido nucleico o vector(es) que contienen la(s) secuencia(s) de ADN que codifica(n) cualquiera de los receptores
de unidén a antigeno descritos en el presente documento se introducen en las células, que a su vez producen el
polipéptido de interés. El tratamiento génico, que se basa en la introduccién de genes terapéuticos en las células
mediante técnicas ex vivo o in vivo, es una de las aplicaciones mas importantes de la transferencia génica. Los
vectores, procedimientos o sistemas de administracién de genes adecuados para procedimientos o sistemas de
administracién de genes para tratamiento génico in vitro o in vivo se describen en la literatura y son conocidos por
los expertos en la técnica; véase, por ejemplo, Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res.
79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813; Verma, Nature 389 (1994), 239; Isner, Lancet 348
(1996), 370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodera, Blood 91 (1998), 30-36; Verma, Gene
Ther. 5 (1998), 692-699; Nabel, Ann. N.Y. Acad. Sci. 811 (1997), 289-292; Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9 (1998),
2243-51; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; documento WO 94/29469; documento WO 97/00957;
documento US 5.580.859; documento US 5.589.466; o Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-
640. La(s) molécula(s) de acido nucleico y el(los) vector(es) citados se pueden disefiar para introduccion directa o
para introduccién por medio de liposomas, o vectores viricos (por ejemplo, adenoviricos, retroviricos) en la célula.
En el contexto de la presente divulgacién, dicha célula es un linfocito T, tal como linfocitos T CD8+, linfocitos T
CD4+, linfocitos T CD3+, linfocitos yd o linfocitos T citoliticos naturales (NK), preferentemente linfocitos T CD8+.

De acuerdo con lo anterior, la presente divulgacién proporciona procedimientos para derivar vectores, en particular
plasmidos, cosmidos y bacteriéfagos usados convencionalmente en genomanipulacion que comprenden una
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molécula de acido nucleico que codifica la secuencia polipeptidica de un receptor de unién a antigeno definido en
el presente documento. En el contexto de la presente divulgacion, dicho vector es un vector de expresién y/o un
vector de transferencia o focalizacion de genes. Se pueden usar vectores de expresién derivados de virus, tales
como retrovirus, virus vaccinia, virus adenoasociados, virus del herpes o virus del papiloma bovino, para
administrar los polinucleotidos o vectores citados a poblaciones de células seleccionadas.

Se pueden usar procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica para construir (un) vector(es)
recombinante(s); véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al. (/oc. cit.), Ausubel (1989, foc. cit.)
u otros libros de texto estandar. De forma alternativa, las moléculas de acido nucleico y los vectores citados se
pueden reconstituir en liposomas para su administracion a células diana. Los vectores que contienen las moléculas
de acido nucleico de la presente divulgacion se pueden transferir a la célula huésped mediante procedimientos
bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de huésped celular. Por ejemplo, la transfeccion con cloruro de
calcio se utiliza comlnmente para células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o la
electroporacidn se pueden usar para otros huéspedes celulares; véase Sambrook, supra. El vector citado puede
ser, entre otros, pEF-DHFR, pEF-ADA o pEF-neo. Los vectores pEF-DHFR, pEF-ADA y pEF-neo se han descrito
en la técnica, por ejemplo, en Mack et al. Proc. Natl. Sci. USA 92 (1995), 7021-7025 y Raum et al. Cancer Immunol
Immunother 50 (2001), 141-150.

La presente divulgacion también proporciona un linfocito T transformado o transfectado con un vector como se
describe en el presente documento. Dicho linfocito T se puede producir introduciendo al menos uno de los vectores
descritos anteriormente o al menos una de las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente en el linfocito
T o su célula precursora. La presencia de dicho al menos un vector 0 al menos una molécula de acido nucleico en
el linfocito T puede mediar la expresion de un gen que codifica el receptor de unidon a antigeno descrito
anteriormente que comprende un dominio extracelular que comprende un resto de unién a antigeno que se puede
unir especificamente a un dominio Fc mutado. El vector de la presente divulgacion puede ser policistronico.

La(s) molécula(s) de acido nucleico o vector(es) descrito(s) que se introduce(n) en el linfocito T o su célula
precursora se pueden integrar en el genoma de la célula o bien se pueden mantener extracromosdmicamente.

Antigenos especificos de tumor

Como se menciona anteriormente, el(los) dominio(s) (derivado(s) de Ig) del anticuerpo descrito en el presente
documento que comprende un dominio Fc mutado puede(n) comprender un sitio de interaccion con el antigeno
con especificidad por una molécula de superficie celular, es decir, un antigeno especifico de tumor que se
encuentra de forma natural sobre la superficie de una célula tumoral. En el contexto de la presente divulgacion,
dichos anticuerpos pondran los linfocitos T transducidos como se describen en el presente documento que
comprenden el receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion en contacto fisico con una célula tumoral,
en la que el linfocito T transducido se activa. La activacién de los linfocitos T transducidos de la presente divulgacién
puede dar como resultado la lisis de la célula tumoral como se describe en el presente documento.

A continuacién en el presente documento se proporcionan ejemplos de marcadores tumorales que se encuentran
de forma natural sobre la superficie de las células tumorales y que comprenden, pero no se limitan a, FAP (proteina
de activacion de fibroblastos), CEA (antigeno carcinoembrionario), p95 (p95HER2), BCMA (antigeno de
maduracion de linfocitos B), EpCAM (molécula de adhesién de células epiteliales), MSLN (mesotelina), MCSP
(proteoglucano de sulfato de condroitina de melanoma), HER-1 (factor de crecimiento epidérmico humano 1), HER-
2 (factor de crecimiento epidérmico humano 2), HER-3 (factor de crecimiento epidérmico humano 3), CD19, CD20,
CD22, CD33, CD38, CD52FIt3, receptor de folato 1 (FOLR1), antigeno de superficie celular de trofoblasto humano
2 (Trop-2), antigeno de cancer 12-5 (CA-12-5), antigeno leucocitario humano relacionado con antigeno D (HLA-
DR), MUC-1 (mucina 1), antigeno A33, PSMA (antigeno de membrana especifico de la prostata), tirosina cinasa 3
similara FMS (FLT-3), PSMA (antigeno de membrana especifico de la préstata), PSCA (antigeno de células madre
de la préstata), receptor de transferrina, TNC (tenascina), anhidrasa carbdnica IX (CA-I1X) y/o péptidos unidos a
una molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) humano.

En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacion, el receptor de union a antigeno como se describe en
el presente documento se une al dominio Fc mutado de un anticuerpo, es decir, un anticuerpo terapéutico que se
puede unir especificamente a un antigeno/marcador que se encuentra de forma natural sobre la superficie de las
células tumorales seleccionadas del grupo que consiste en FAP (proteina de activacién de fibroblastos), CEA
(antigeno carcinoembrionario), p95 (p95HERZ2), BCMA (antigeno de maduracion de linfocitos B), EpCAM (molécula
de adhesién de células epiteliales), MSLN (mesotelina), MCSP (proteoglucano de sulfato de condroitina de
melanoma), HER-1 (factor de crecimiento epidérmico humano 1), HER-2 (factor de crecimiento epidérmico humano
2), HER-3 (factor de crecimiento epidérmico humano 3), CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, CD52FIt3, receptor de
folato 1 (FOLR1), antigeno de superficie celular de trofoblasto humano 2 (Trop-2), antigeno de cancer 12-5 (CA-
12-5), antigeno leucocitario humano relacionado con antigeno D (HLA-DR), MUC-1 (mucina 1), antigeno A33,
PSMA (antigeno de membrana especifico de la préstata), tirosina cinasa 3 similar a FMS (FLT-3), PSMA (antigeno
de membrana especifico de la préostata), PSCA (antigeno de células madre de la prostata), receptor de transferrina,
TNC (tenascina), anhidrasa carbénica IX (CA-IX) y/o péptidos unidos a una molécula del complejo principal de
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histocompatibilidad (MHC) humano.

La(s) secuencia(s) de los miembros (humanos) del antigeno A33, BCMA (antigeno de maduracién de linfocitos B),
antigeno de cancer 12-5 (CA-12-5), anhidrasa carbonica IX (CA-I1X), CD19, CD20, CD22, CD33, CD38, CEA
(antigeno carcinoembrionario), EpCAM (molécula de adhesidn de células epiteliales), FAP (proteina de activacién
de fibroblastos), tirosina cinasa 3 similar a FMS (FLT-3), receptor de folato 1 (FOLR1), HER-1 (factor de crecimiento
epidérmico humano 1), HER-2 (factor de crecimiento epidérmico humano 2), HER-3 (factor de crecimiento
epidérmico humano 3), antigeno leucocitario humano relacionado con antigeno D (HLA-DR), MSLN (mesotelina),
MCSP (proteoglucano de sulfato de condroitina de melanoma), MUC-1 (mucina 1), PSMA (antigeno de membrana
especifico de la prostata), PSMA (antigeno de membrana especifico de la préstata), PSCA (antigeno de células
madre de la prostata), p95 (p95HER?2), receptor de transferrina, TNC (tenascina), antigeno de superficie celular de
trofoblasto humano 2 (Trop-2) esta(n) disponible(s) en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot y se pueden
recuperar en http:/Awww.uniprot.org/uniprot/?query=reviewed%3Ayes. Estas secuencias (de proteinas) también se
refieren a secuencias modificadas anotadas. La presente divulgacidon también proporciona técnicas y
procedimientos en los que se usan secuencias homdélogas y también variantes génicas alélicas y similares de las
secuencias concisas proporcionadas en el presente documento. En el presente documento se usan
preferentemente dichas variantes y similares de las secuencias concisas. Preferentemente, dichas variantes son
variantes génicas. El experto en la técnica puede deducir facilmente la regidn codificante relevante de estas
secuencias (de proteinas) en estas entradas del banco de datos, que también puede comprender la entrada de
ADN gendmico, asi como de ARNmM/ADNCc. La(s) secuencia(s) de la FAP (proteina de activacion de fibroblastos)
(humana) se pueden obtener de la entrada Q12884 de la base de datos Swiss-Prot (version de entrada 168, versién
de secuencia 5); la(s) secuencia(s) del CEA (antigeno carcinoembrionario) (humano) se puede(n) obtener de la
entrada P06731 la base de datos Swiss-Prot (version de entrada 171, versién de secuencia 3); la(s) secuencia(s)
de la EpCAM (molécula de adhesién de células epiteliales) (humana) se puede(n) obtener de la entrada P16422
de la base de datos Swiss-Prot (versién de entrada 117, version de secuencia 2); la(s) secuencia(s) de la MSLN
(mesotelina) (humana) se puede(n) obtener de la entrada niumero Q13421 de UniProt (numero de version 132;
versién de secuencia 2); la(s) secuencia(s) de la tirosina cinasa 3 similar a FMS (humana) (FLT-3) se puede(n)
obtener de la entrada P36888 (numero de acceso citable principal) 0 Q13414 (nimero de acceso secundario) de
la base de datos Swiss-Prot con el nimero de version 165 y la version de secuencia 2; las secuencias de MCSP
(humano) (proteoglucano de sulfato de condroitina de melanoma) se pueden obtener de la entrada numero
QBUVK1 de UniProt (numero de version 118; versidén de secuencia 2); la(s) secuencia(s) del receptor de folato 1
(FOLR1) (humano) se puede(n) obtener de la entrada numero P15328 (nUmero de acceso citable principal) o
Q53EW?2 (numero de acceso secundario) de UniProt con el nimero de versidn 153 y la versién de secuencia 3;
la(s) secuencia(s) del antigeno de superficie celular de trofoblasto 2 (Trop-2) (humano) se puede(n) obtener de la
entrada numero P09758 (nimero de acceso citable principal) o Q15658 (numero de acceso secundario) de UniProt
con el nimero de versién 172 y la version de secuencia 3; la(s) secuencia(s) del PSCA (antigeno de células madre
de la préstata) (humano) se puede(n) obtener de la entrada numero 043653 (nUmero de acceso citable principal)
0 QBUWO2 (numero de acceso secundario) de UniProt con el numero de versién 134 y la versidn de secuencia 1;
la(s) secuencia(s) del ITER-1 (receptor del factor de crecimiento epidérmico) (humano) se puede(n) obtener de la
entrada P00533 de la base de datos Swiss-Prot (versién de entrada 177, version de secuencia 2); la(s) secuencia(s)
del HER-2 (receptor de la proteina tirosina cinasa erbB-2) (humano) se puede(n) obtener de la entrada P04626 de
la base de datos Swiss-Prot (versién de entrada 161, version de secuencia 1); la(s) secuencia(s) del HER-3
(receptor de la proteina tirosina cinasa erbB-3) (humano) se puede(n) obtener de la entrada P21860 de la base de
datos Swiss-Prot (version de entrada 140, versidn de secuencia 1); la(s) secuencia(s) del CD20 (antigeno de
linfocitos B CD20) (humano) se puede(n) obtener de la entrada P11836 de la base de datos Swiss-Prot (versién
de entrada 117, version de secuencia 1); la(s) secuencia(s) del CD22 (antigeno de linfocitos B CD22) (humano) se
puede(n) obtener de la entrada P20273 de |la base de datos Swiss-Prot (versidon de entrada 135, versién de
secuencia 2); la(s) secuencia(s) del CD33 (antigeno de linfocitos B CD33) (humano) se puede(n) obtener de la
entrada P20138 de la base de datos Swiss-Prot (versién de entrada 129, version de secuencia 2); la(s) secuencia(s)
de la CA-12-5 (mucina 16) (humana) se puede(n) obtener de la entrada Q8WXI7 de la base de datos Swiss-Prot
(versién de entrada 66, version de secuencia 2); la(s) secuencia(s) del HLA-DR (humano) se puede(n) obtener de
la entrada Q29900 de la base de datos Swiss-Prot (versidon de entrada 59, versién de secuencia 1); la(s)
secuencia(s) de la MUC-1 (mucina-1) (humana) se puede(n) obtener de la entrada P15941 de |la base de datos
Swiss-Prot (versién de entrada 135, version de secuencia 3); la(s) secuencia(s) del A33 (antigeno de superficie
celular A33) (humano) se puede(n) obtener de la entrada Q99795de la base de datos Swiss-Prot (versidn de
entrada 104, versién de secuencia 1); la(s) secuencia(s) del PSMA (glutamato carboxipeptidasa 2) (humano) se
puede(n) obtener de la entrada Q04609 de la base de datos Swiss-Prot (versién de entrada 133, version de
secuencia 1), la(s) secuencia(s) del receptor de transferrina (humano) se puede(n) obtener de las entradas
QOUP52 (versidon de entrada 99, versién de secuencia 1) y P02786 (versién de entrada 152, versidn de secuencia
2) de la base de datos Swiss-Prot; la secuencia de la TNC (tenascina) (humana) se puede obtener de la entrada
P24821 de la base de datos Swiss-Prot (version de entrada 141, version de secuencia 3); o la(s) secuencia(s) de
la CA-IX (anhidrasa carbdnica IX) (humana) se puede(n) obtener de la entrada Q16790 de la base de datos Swiss-
Prot (versidon de entrada 115, versidn de secuencia 2).

Uso terapéutico vy procedimientos de tratamiento
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Las moléculas o construcciones (es decir, receptores de uniéon a antigeno, linfocitos T transducidos y kits)
proporcionados en el presente documento son en particular Utiles en entornos médicos, en particular para el
tratamiento de una neoplasia maligna. Por ejemplo, se puede tratar un tumor con un linfocito T transducido que
expresa un receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién junto con un anticuerpo terapéutico especifico
para la célula tumoral y que comprende un dominio Fc mutado. En consecuencia, en determinados modos de
realizacién, se usan el receptor de unién a antigeno, el linfocito T transducido o el kit en el tratamiento de una
neoplasia maligna, en particular, en los que la neoplasia maligha se selecciona entre cancer de origen epitelial,
endotelial o mesotelial y cancer hematico.

La especificidad tumoral del tratamiento es proporcionada por el anticuerpo terapéutico que comprende un dominio
Fc mutado, en el que el anticuerpo se administra antes de, simultaneamente con o después de la administracién
de un linfocito T transducido que expresa un receptor de unién a antigeno de la presente divulgacion. En este
contexto, los linfocitos T transducidos son linfocitos T universales, ya que no son especificos para un tumor
determinado sino que se pueden dirigir a cualquier tumor dependiendo del anticuerpo terapéutico que comprenda
el dominio Fc mutado usado de acuerdo con la presente divulgacién.

En este contexto, la neoplasia maligna puede ser un cancer/carcinoma de origen epitelial, endotelial o mesotelial
0 un cancer hematico. En el contexto de la presente divulgacion, el cancer/carcinoma se selecciona del grupo que
consiste en cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de
mama, cancer de ovarios, cancer de piel, cancer bucal, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, linfoma de
linfocitos B y T, leucemia mielégena, cancer de ovarios, leucemia, leucemia linfocitica, carcinoma nasofaringeo,
cancer de colon, cancer de prostata, cancer de células renales, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel
(melanoma), canceres de las vias genitourinarias, por ejemplo, cancer de testiculos, cancer de ovarios, cancer
endotelial, cancer de cuello uterino y cancer de rifién, cancer de las vias biliares, cancer de eséfago, cancer de las
glandulas salivales y cancer de la glandula tiroides u otras enfermedades tumorales como tumores hematicos,
gliomas, sarcomas u osteosarcomas.

Por ejemplo, se pueden tratar las enfermedades tumorales y/o linfomas con una construccién especifica dirigida
contra estas indicaciones médicas. La indicacion para un linfocito T transducido de la presente divulgacidn
combinado con un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado viene dada por la especificidad
del anticuerpo terapéutico por un antigeno tumoral. Por ejemplo, se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer
de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel y/o
cancer bucal con un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra
EpCAM (humano) (como el antigeno especifico de tumor que se encuentra de forma natural sobre la superficie de
una célula tumoral).

Se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer
de mama, cancer de ovarios, cancer de piel y/o cancer bucal con un linfocito T transducido de la presente
divulgacion administrado antes de, simultaneamente con o después de la administracién de un anticuerpo
terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra HER1, preferentemente
HER1 humano. Ademas, se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular,
cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel, glioblastoma y/o cancer bucal con un
linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con o después de la
administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado en la que el anticuerpo esta
dirigido contra MCSP, preferentemente MCSP humano. Se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer de
pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel,
glioblastoma y/o cancer bucal con un linfocito T transducido de la presente divulgacion administrado antes de,
simultdneamente con o después de la administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc
mutado en la que el anticuerpo esta dirigido contra FOLR1, preferentemente FOLR1 humano. Se puede tratar el
cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer
de ovarios, cancer de piel, glioblastoma y/o cancer bucal con un linfocito T transducido de la presente divulgacién
administrado antes de, simultineamente con o después de la administracion de un anticuerpo terapéutico que
comprende un dominio Fc mutado en la que el anticuerpo esta dirigido contra Trop-2, preferentemente Trop-2
humano. Se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmon,
cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel, glioblastoma y/o cancer bucal con un linfocito T transducido
de la presente divulgacién administrado antes de, simultdneamente con o después de la administracion de un
anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado en la que el anticuerpo esta dirigido contra PSCA,
preferentemente PSCA humano. Se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer
colangiocelular, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel, glioblastoma y/o cancer
bucal con un linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con o
después de la administracion de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado en la que el
anticuerpo esta dirigido contra EGFRUvIIl, preferentemente EGFRvIII humano. Se puede tratar el cancer
gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de
ovarios, cancer de piel, glioblastoma y/o cancer bucal con un linfocito T transducido de la presente divulgacion
administrado antes de, simultineamente con o después de la administracion de un anticuerpo terapéutico que
comprende un dominio Fc mutado en la que el anticuerpo esta dirigido contra MSLN, preferentemente MSLN
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humano. Se puede tratar el cancer gastrico, cancer de mama y/o cancer de cuello uterino con un linfocito T
transducido de la presente divulgacion administrado antes de, simultdneamente con o después de la administracion
de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra HER2,
preferentemente HER2 humano. Se puede tratar el cancer gastrico y/o el cancer de pulmén con un linfocito T
transducido de la presente divulgacion administrado antes de, simultdneamente con o después de la administracion
de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra HERS,
preferentemente HER3 humano. Se puede tratar el linfoma de linfocitos B y/o linfoma de linfocitos T con un linfocito
T transducido de la presente divulgacion administrado antes de, simultaneamente con o después de la
administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se
dirige contra CD20, preferentemente CD20 humano. Se puede tratar el linfoma de linfocitos B y/o linfoma de
linfocitos T con un linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con
0 después de la administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el
anticuerpo se dirige contra CD22, preferentemente CD22 humano. Se puede tratar la leucemia mielégena con un
linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con o después de la
administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se
dirige contra CD33, preferentemente CD33 humano. Se puede tratar el cancer de ovarios, cancer de pulmoén,
cancer de mama y/o cancer gastrointestinal con un linfocito T transducido de la presente divulgacion administrado
antes de, simultdneamente con o después de la administracion de un anticuerpo terapéutico que comprende un
dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra CA12-5, preferentemente CA12-5 humana.

Se puede tratar el cancer gastrointestinal, leucemia y/o carcinoma nasofaringeo con un linfocito T transducido de
la presente divulgacion administrado antes de, simultaneamente con o después de la administracion de un
anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra HLA-DR,
preferentemente HLA-DR humano. Se puede tratar el cancer de colon, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer
de pulmoén y/o cancer de pancreas con un linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de,
simultdneamente con o después de la administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc
mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra MUC-1, preferentemente MUC-1 humana. Se puede tratar el
cancer de colon con un linfocito T transducido de la presente divulgacion administrado antes de, simultaneamente
con o después de la administracidén de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que
el anticuerpo se dirige contra A33, preferentemente A33 humano. Se puede tratar el cancer de préstata con un
linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con o después de la
administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se
dirige contra PSMA, preferentemente PSMA humano. Se puede tratar el cancer gastrointestinal, cancer de
pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel y/o cancer
bucal con un linfocito T transducido de la presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con o
después de la administracién de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el
anticuerpo se dirige contra el receptor de transferrina, preferentemente el receptor de transferrina humano. Se
puede tratar el cancer de pancreas, cancer de pulmén y/o cancer de mama con un linfocito T transducido de la
presente divulgacién administrado antes de, simultaneamente con o después de la administracion de un anticuerpo
terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo se dirige contra el receptor de
transferrina, preferentemente el receptor de transferrina humano. Se puede tratar el cancer renal con un linfocito T
transducido de la presente divulgacion administrado antes de, simultdneamente con o después de la administracion
de un anticuerpo terapéutico que comprende un dominio Fc mutado, en el que el anticuerpo esta dirigido contra
CA-IX, preferentemente CA-IX humana. En consecuencia, la presente divulgaciéon también se refiere a un
procedimiento para el tratamiento de una enfermedad, una neoplasia maligna tal como cancer de origen epitelial,
endotelial 0 mesotelial y/o cancer hematico. En el contexto de la presente divulgacién, dicho sujeto es un ser
humano.

En el contexto de la presente divulgacion, un procedimiento particular para el tratamiento de una enfermedad
comprende las etapas de

(a) aislar linfocitos T, preferentemente linfocitos T CD8+, de un sujeto;

(b) transducir dichos linfocitos T aislados, preferentemente linfocitos T CD8+, con un receptor de unién a antigeno
como se describe en el presente documento; y

(c¢) administrar los linfocitos T transducidos, preferentemente linfocitos T CD8+, a dicho sujeto.

En el contexto de la presente divulgacién, dichos linfocitos T transducidos, preferentemente linfocitos T CD8+, y/o
anticuerpo(s) terapéutico(s) se coadministran a dicho sujeto mediante infusién intravenosa.

Ademas, en el contexto de la presente divulgacién, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para el
tratamiento de una enfermedad que comprende las etapas de

(a) aislar linfocitos T, preferentemente linfocitos T CD8+, de un sujeto;
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(b) transducir dichos linfocitos T aislados, preferentemente linfocitos T CD8+, con un receptor de unién a antigeno
como se describe en el presente documento;

(c) opcionalmente, cotransducir dichos linfocitos T aislados, preferentemente linfocitos T CD8+, con un receptor
de linfocitos T;

(d) expandir los linfocitos T, preferentemente linfocitos T CD8+, mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28; y
(e) administrar los linfocitos T transducidos, preferentemente linfocitos T CD8+, a dicho sujeto.

La etapa (d) mencionada anteriormente (que se refiere a la etapa de expansion de los linfocitos T, tal como TIL,
por anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28) también se puede realizar en presencia de citocinas (estimulantes) tales
como interleucina-2 y/o interleucina-15 (IL-15). En el contexto de la presente divulgacién, la etapa (d) mencionada
anteriormente (que se refiere a la etapa de expansidn de los linfocitos T, tal como TIL, por anticuerpos anti-CD3
y/o anti-CD28) también se puede realizar en presencia de interleucina-12 (IL-12), interleucina-7 (IL-7) y/o
interleucina-21 (IL-21).

El procedimiento para el tratamiento comprende, ademas, la administracién del anticuerpo usado de acuerdo con
la presente divulgacion. Dicho anticuerpo se puede administrar antes de, simultdneamente con o después de que
se vayan a administrar los linfocitos T transducidos. En el contexto de la presente divulgacién, la administracion de
los linfocitos T transducidos se realizara mediante infusién intravenosa. En el contexto de la presente divulgacién,
los linfocitos T transducidos se aislan/obtienen del sujeto al que se va a tratar.

Composiciones

Ademas, la presente divulgacién proporciona composiciones (medicamentos) que comprenden (una) molécula(s)
de anticuerpo con (un) dominio(s) Fc mutado(s), (un) linfocito(s) T transducido(s) que comprende(n) un receptor
de unién a antigeno de la presente divulgacion, (una) molécula(s) de acido nucleico y (un) vector(es) que codifica(n)
los receptores de union a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion, y/o kits que comprenden una o mas de
dichas composiciones. En el contexto de la presente divulgacién, la composicion es una composicién farmacéutica
que comprende ademas, opcionalmente, formulaciones adecuadas de vehiculo, estabilizadores y/o excipientes.
En consecuencia, en el contexto de la presente divulgacién, se proporciona una composiciéon farmacéutica
(medicamento) que comprende una molécula de anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado como se define
en el presente documento que se ha de administrar en combinacién con un linfocito T transducido que comprende
un receptor de unién a antigeno como se describe en el presente documento y/o una composiciéon que comprende
dicho linfocito T transducido, en la que dicha molécula de anticuerpo se ha de administrar antes de,
simultdneamente con o después de la administracion de linfocitos T transducidos que comprenden un receptor de
unién a antigeno de la presente divulgacién.

De acuerdo con la presente divulgacion, el término "composicién farmacéutica” se refiere a una composicion para
su administracion a un paciente, preferentemente un paciente humano. Ademas, en el contexto de la presente
divulgacion, ese paciente padece una enfermedad, en la que la enfermedad es una neoplasia maligna,
especialmente canceres/carcinomas de origen epitelial, endotelial o mesotelial o un cancer hematico. En el
contexto de la presente divulgacion, los canceres/carcinomas se seleccionan del grupo que consiste en cancer
gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de
ovarios, cancer de piel, cancer bucal, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, linfoma de linfocitos By T, leucemia
mieldgena, cancer de ovarios, leucemia, leucemia linfocitica, carcinoma nasofaringeo, cancer de colon, cancer de
préstata, cancer de células renales, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel (melanoma), canceres de las vias
genitourinarias, por ejemplo, cancer de testiculos, cancer endotelial, cancer de cuello uterino y cancer de rifidn,
cancer de las vias biliares, cancer de esofago, cancer de las glandulas salivales y cancer de la glandula tiroides u
otras enfermedades tumorales como tumores hematicos, gliomas, sarcomas u osteosarcomas.

En un modo de realizacién preferente, la composicion farmacéutica / medicamento comprende un anticuerpo y/o
un linfocito T transducido como se define en el presente documento para administracién parenteral, transdérmica,
intraluminal, intraarterial, intravenosa, intratecal o mediante inyeccién directa en el tejido o tumor. En el contexto
de la presente divulgacion, la composicién/medicamento comprende un anticuerpo que comprende un dominio Fc
mutado como se define en el presente documento que se ha de administrar antes de, simultaneamente con o
después de la administracién de linfocitos T transducidos que comprenden un receptor de unién a antigeno como
se define en el presente documento. En el contexto de la presente divulgacién, la composicion farmacéutica /
medicamento que comprende un anticuerpo como se define en el presente documento se ha de administrar en
combinacién con una composicién/medicamento que comprende un linfocito T transducido que comprende un
receptor de unién a antigeno como se define en el presente documento, en la que dicho linfocito T se obtuvo de
un sujeto al que se va a tratar.

El uso del término "en combinacion” no restringe el orden en que se han de administrar los componentes de la
pauta de tratamiento al sujeto. En consecuencia, la composicion farmacéutica / medicamento descritos en el
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presente documento engloba la administracion de un anticuerpo como se define en el presente documento antes
de, simultaneamente con o después de la administracion de linfocitos T transducidos que comprenden un receptor
de unidén a antigeno de la presente divulgacién. "En combinacion”, como se usa en el presente documento, tampoco
restringe el tiempo entre la administracién de un anticuerpo como se define en el presente documento
anteriormente y de los linfocitos T transducidos que comprenden un receptor de unién a antigeno como se define
en el presente documento. Por tanto, cuando los dos componentes no se administren
simultdneamente/concurrentemente, las administraciones se pueden separar 1 minuto, 5 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas o 72 horas o cualquier
diferencia de tiempo adecuada facilmente determinada por un experto en la técnica y/o descrita en el presente
documento.

En el contexto de la presente divulgacién, el término "en combinacién" también engloba la situacién en la que se
preincuban juntos el anticuerpo como se define en el presente documento y los linfocitos T transducidos que
comprenden un receptor de unién a antigeno de acuerdo con la presente divulgacidén antes de la administracién al
sujeto. Por tanto, se pueden preincubar los dos componentes antes de la administracion durante, por ejemplo, 1
minuto, 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos o 1 hora o durante cualquier tiempo adecuado
faciimente determinado por un experto en la técnica. La presente divulgacion también proporciona una pauta de
tratamiento en la que el anticuerpo como se define en el presente documento y los linfocitos T transducidos que
comprenden un receptor de union a antigeno como se definen en el presente documento se han de administrar
simultdneamente/concurrentemente. En el contexto de la presente divulgacion, el anticuerpo como se define en el
presente documento se puede administrar después de que se hayan administrado los linfocitos T transducidos que
comprenden un receptor de union a antigeno.

Ademas, "en combinacién”, como se usa en el presente documento, no restringe las pautas de tratamiento
divulgadas a la administracion de un anticuerpo como se define en el presente documento y de linfocitos T
transducidos, preferentemente linfocitos T CD8+, que comprenden un receptor de unién a antigeno de la presente
divulgacion en secuencia inmediata (es decir, la administracién de uno de los dos componentes, seguida (después
de un determinado intervalo de tiempo) por la administracion del otro sin la administracién y/o préactica de ningun
otro protocolo de tratamiento entre ellas. Por lo tanto, las presentes pautas de tratamiento también engloban la
administracién separada de una molécula de anticuerpo como se define en el presente documento y de linfocitos
T transducidos, preferentemente linfocitos T CD8+, que comprenden un receptor de union a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacion, en las que las administraciones se separan por uno o mas protocolos de tratamiento
necesarios y/o adecuados para el tratamiento o la prevencion de la enfermedad, o de un sintoma de la misma. Los
ejemplos de dichos protocolos de tratamiento intercalados incluyen, pero no se limitan a, la administracién de
analgésicos, la administracion de quimioterapicos y el tratamiento quirdrgico de la enfermedad o de un sintoma de
la misma. En consecuencia, las pautas de tratamiento como se divulgan en el presente documento engloban la
administracién de un anticuerpo como se define en el presente documento y de linfocitos T transducidos,
preferentemente linfocitos T CD8+, que comprenden un receptor de uniéon a antigeno como se definen en el
presente documento conjuntamente con ninguno, uno 0 mas de un protocolo de tratamiento adecuado para el
tratamiento o la prevencién de una enfermedad, o un sintoma de la misma, como se describe en el presente
documento o como se conoce en la técnica.

Se prevé en particular que dicha(s) composicién(es) farmacéutica(s) / medicamento(s) se administre(n) a un
paciente mediante infusion o inyeccion. En el contexto de la presente divulgacion, los linfocitos T transducidos que
comprenden un receptor de union a antigeno como se describen en el presente documento se han de administrar
a un paciente mediante infusién o inyeccidn. La administracion de las composiciones/medicamentos adecuados
se puede efectuar por diferentes vias: administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular,
topica o intradérmica.

La composicion farmacéutica / medicamento de la presente divulgacion puede comprender ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la
técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones
aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden
dichos vehiculos se pueden formular mediante procedimientos convencionales bien conocidos. Estas
composiciones farmacéuticas se pueden administrar al sujeto a una dosis adecuada. La pauta posoldgica se
determinara por el médico especialista y por factores clinicos. Como es bien conocido en la técnica médica, las
dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores, incluyendo la talla del paciente, area de
superficie corporal, edad, el compuesto particular que se va a administrar, sexo, tiempo y via de administracion,
salud general y otros farmacos que se estén administrando concurrentemente.

En general, la pauta como administracion regular de la composicion farmacéutica debe estar en el intervalo de
1 Mg a 5 g unidades por dia. Sin embargo, una dosificacion mas preferente para infusion continua podria estar en
el intervalo de 0,01 ug a 2 mg, preferentemente de 0,01 ug a 1 mg, mas preferentemente de 0,01 ug a 100 pg,
incluso mas preferentemente de 0,01 ug a 50 ug y lo mas preferentemente de 0,01 ug a 10 ug unidades por
kilogramo de peso corporal por hora. A continuacién en el presente documento se citan las dosificaciones en
particular preferentes. Se puede realizar un seguimiento del progreso mediante evaluacion periddica. Las
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dosificaciones variaran, pero la dosificacion preferente para la administraciéon intravenosa de ADN es de
aproximadamente 108 a 10'2 copias de la molécula de ADN.

Las composiciones de la presente divulgacion se pueden administrar local o sistematicamente. La administracién
se realizara, en general, por via parenteral, por ejemplo, intravenosa, los linfocitos T transducidos también se
pueden administrar dirigidos al sitio diana, por ejemplo, mediante un catéter en un sitio de una arteria. Las
preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no
acuosas estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen
agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucién salina y medios
tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio, lactato de Ringer o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y
nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer) y similares. También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes y gases inertes y similares. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente divulgacién
podria comprender vehiculos proteinicos, como, por ejemplo, seroalbimina o inmunoglobulina, preferentemente
de origen humano. Se prevé que la composicion farmacéutica de la presente divulgacion podria comprender,
ademas de las construcciones de anticuerpos proteinicos 0 moléculas de acido nucleico o vectores que codifican
los mismos (como se describe en el presente documento) y/o células, otros agentes biologicamente activos,
dependiendo del uso previsto de la composicion farmacéutica. Dichos agentes podrian ser farmacos que actlan
sobre el sistema gastrointestinal, farmacos que actuan como citostaticos, farmacos que previenen la hiperuricemia,
farmacos que inhiben las reacciones inmunitarias (por ejemplo, corticoesteroides), farmacos que actuan sobre el
aparato circulatorio y/o agentes tales como moléculas coestimulantes de linfocitos T o citocinas conocidas en la
técnica.

Las posibles indicaciones para la administracion de la(s) composicion(es) / medicamento(s) de la presente
divulgacion son neoplasias malignas tales como cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y cancer
hematico, especialmente canceres/carcinomas epiteliales tales como cancer de mama, cancer de colon, cancer
de prostata, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel (melanoma), canceres de las vias genitourinarias, por
ejemplo, cancer de ovarios, cancer de testiculos, cancer endotelial, cancer de cuello uterino y cancer de rifidn,
cancer de pulmén, cancer gastrico, cancer de las vias biliares, cancer de eséfago, cancer de las glandulas salivales
y cancer de la glandula tiroides u otras enfermedades tumorales como tumores hematicos, gliomas, sarcomas u
osteosarcomas.

La presente divulgacion prevé ademas los protocolos de coadministracién con otros compuestos, por ejemplo,
moléculas que pueden proporcionar una sefial de activacion para las células efectoras inmunitarias, para la
proliferacién celular o para la estimulacién celular. Dicha molécula puede ser, por ejemplo, otra sefial de activacién
primaria para linfocitos T (por ejemplo, otra molécula coestimulante: moléculas de la familia B7, Ox40L, 4.1 BBL,
CDA40L, anti-CTLA-4, anti-PD-1) u otra citocina interleucina (por ejemplo, IL-2).

La composicién de la presente divulgacién, como se describe anteriormente, también puede ser una composicién
diagnéstica que comprende ademas, opcionalmente, medios y procedimientos para deteccién.

En consecuencia, en modos de realizacion preferentes, se proporcionan el kit, los receptores de unién a antigeno
o el linfocito T transducido como se describen en el presente documento para su uso como medicamento. En el
contexto de la presente divulgacion, se proporciona el receptor de unién a antigeno de acuerdo con la presente
divulgacion para su uso como medicamento, en el que se deben administrar uno 0 mas anticuerpos que
comprenden un dominio Fc mutado como se describe en el presente documento antes de, simultdneamente con o
después de la administracion de linfocitos T transducidos, preferentemente linfocitos T CD8+, que comprenden y/o
expresan un receptor de unién a antigeno como se definen en el presente documento y en los que dichos linfocitos
T, preferentemente linfocitos T CD8+, se obtuvieron de un sujeto al que se va a tratar. Dicho medicamento se
puede emplear en un procedimiento de tratamiento de neoplasias malignas, especialmente canceres/carcinomas
de origen epitelial, endotelial o mesotelial 0 hematicos. En el contexto de la presente divulgacion, el
cancer/carcinoma se selecciona del grupo que consiste en cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer
colangiocelular, cancer de pulmdn, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel, cancer bucal, cancer
gastrico, cancer de cuello uterino, linfoma de linfocitos B y T, leucemia mielégena, cancer de ovarios, leucemia,
leucemia linfocitica, carcinoma nasofaringeo, cancer de colon, cancer de prostata, cancer de células renales,
cancer de cabeza y cuello, cancer de piel (melanoma), canceres de las vias genitourinarias, por ejemplo, cancer
de testiculos, cancer de ovarios, cancer endotelial, cancer de cuello uterino y cancer de rifion, cancer de las vias
biliares, cancer de eséfago, cancer de las glandulas salivales y cancer de la glandula tiroides u otras enfermedades
tumorales como tumores hematicos, gliomas, sarcomas u osteosarcomas.

Ademas, en el contexto de la presente divulgacion, el anticuerpo como se describe en el presente documento que
comprende un dominio Fc mutado se une a un antigeno especifico de tumor que se encuentra de forma natural
sobre la superficie de una célula tumoral, en el que dicha molécula de anticuerpo se ha de administrar antes de,
simultdneamente con o después de la administracién de linfocitos T transducidos, preferentemente linfocitos T
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CD8+, de dicho sujeto que comprenden un receptor de unidon a antigeno como se definen en el presente
documento. En el contexto de la presente divulgacion, el cancer/carcinoma se selecciona del grupo que consiste
en cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer
de ovarios, cancer de piel, cancer bucal, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, linfoma de linfocitos By T,
leucemia mielégena, cancer de ovarios, leucemia, leucemia linfocitica, carcinoma nasofaringeo, cancer de colon,
cancer de préstata, cancer de células renales, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel (melanoma), canceres de
las vias genitourinarias, por ejemplo, cancer de testiculos, cancer de ovarios, cancer endotelial, cancer de cuello
uterino y cancer de rifién, cancer de las vias biliares, cancer de eséfago, cancer de las glandulas salivales y cancer
de la glandula tiroides u otras enfermedades tumorales como tumores hematicos, gliomas, sarcomas u
osteosarcomas.

Ademas, de acuerdo con la presente divulgacién, se proporciona una molécula o construccién (es decir, una
molécula de anticuerpo descrita en el presente documento) que comprende uno o dos dominios de unién dirigidos
a/que se unen a/ que interactian con un antigeno tumoral, preferentemente un antigeno tumoral humano, (como
el antigeno especifico de tumor que se encuentra de forma natural sobre la superficie de una célula tumoral) y que
comprende un dominio Fc mutado, en la que los dominios extracelulares definidos en el presente documento del
receptor de unién a antigeno de la presente divulgacién se dirigen a / se unen a / interactlan con el dominio Fc
mutado, para el tratamiento del cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de
pulmon, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel y/o cancer bucal. Por tanto, en el contexto de la
presente divulgacion, se proporciona una molécula de anticuerpo que comprende dos dominios de unién dirigidos
a/que se unen a/ que interactlan con un antigeno tumoral, preferentemente un antigeno tumoral humano, y que
comprenden un dominio Fc mutado, en la que los dominios extracelulares definidos en el presente documento del
receptor de unién a antigeno se dirigen a / se unen a / interactian con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento de cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende dos dominios de union dirigidos a /
que se unen a / que interactian con un antigeno tumoral, preferentemente un antigeno tumoral humano, y un
dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de union a antigeno de acuerdo con la presente divulgacién dirigido a / que
se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el tratamiento del cancer gastrointestinal,
cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de piel
y/o cancer bucal.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
HER1, preferentemente HER1 humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmon, cancer de
mama, cancer de ovarios, cancer de piel y/o cancer bucal.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
HER2, preferentemente HER2 humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento de cancer gastrico, cancer de mama y/o cancer de cuello uterino.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
HERS, preferentemente HER3 humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer gastrico y/o cancer de pulmon.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CEA, preferentemente CEA humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
p95, preferentemente p95 humano, y un dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo con
la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
BCMA, preferentemente BCMA humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra

MSLN, preferentemente MSLN humana, y un dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
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tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
MCSP, preferentemente MCSP humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CD19, preferentemente CD19 humano, y un dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CD20, preferentemente CD20 humano, y un dominio Fc mutado; v (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del linfoma de linfocitos B y/o del linfoma de linfocitos T.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CD22, preferentemente CD22 humano, y un dominio Fc mutado; v (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a/ que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del linfoma de linfocitos B y/o del linfoma de linfocitos T.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CD38, preferentemente CD38 humano, y un dominio Fc mutado; v (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a/ que interactla con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial o mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CD52FIt3, preferentemente CD52FIt3 humano, y un dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de unidén a antigeno de
acuerdo con la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para su
uso en el tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
FolR1, preferentemente FolR1 humano, y un dominio Fc mutado; v (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a/ que interactla con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial o mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
Trop-2, preferentemente Trop-2 humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de union a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a/ que interactla con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer gastrointestinal, cancer de pancreas, cancer colangiocelular, cancer de pulmon, cancer de
mama, cancer de ovarios, cancer de piel, glioblastoma y/o cancer bucal.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CA-12-5, preferentemente CA-12-5 humano, y un dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de unién a antigeno de
acuerdo con la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para su
uso en el tratamiento del cancer de ovarios, cancer de pulmén, cancer de mama y/o cancer gastrointestinal.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
HLA-DR, preferentemente HLA-DR humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de
acuerdo con la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para su
uso en el tratamiento del cancer gastrointestinal, leucemia y/o carcinoma nasofaringeo.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
MUC-1, preferentemente MUC-1 humana, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a/ que interactla con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer de colon, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de pulmén y/o cancer de pancreas.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) una molécula de anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de
unién contra A33, preferentemente A33 humano, y un dominio Fc mutado; v (ii) el receptor de unidén a antigeno de
acuerdo con la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para su
uso en el tratamiento del cancer de colon.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra

PSMA, preferentemente PSMA humano, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a/ que interactla con el dominio Fc mutado, para su uso en el

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES30101177T3

tratamiento del cancer de préstata.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) una molécula de anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de
unién contra PSCA, preferentemente PSCA humano, y un dominio Fc mutado; vy (ii) el receptor de unién a antigeno
de acuerdo con la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para
su uso en el tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacién, se proporciona (i) una molécula de anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de
unién contra el receptor de transferrina, preferentemente el receptor de transferrina humano, y un dominio Fc
mutado; v (ii) el receptor de unidén a antigeno de acuerdo con la presente divulgacion dirigido a/ que se une a/ que
interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial o
mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
tenascina, preferentemente tenascina humana, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de
acuerdo con la presente divulgacion dirigido a / que se une a / que interactla con el dominio Fc mutado, para su
uso en el tratamiento del cancer de origen epitelial, endotelial 0 mesotelial y el cancer hematico.

En un modo de realizacidn, se proporciona (i) un anticuerpo, que comprende uno o dos dominios de unién contra
CA-IX, preferentemente XA-IX humana, y un dominio Fc mutado; y (ii) el receptor de unién a antigeno de acuerdo
con la presente divulgacién dirigido a / que se une a / que interactia con el dominio Fc mutado, para su uso en el
tratamiento del cancer renal.

Otra literatura en relacion con uno cualquiera de los anticuerpos, procedimientos, usos y compuestos que se van
a emplear de acuerdo con la presente divulgacion se puede recuperar de colecciones y bases de datos publicas,
usando, por ejemplo, dispositivos electrénicos. Por ejemplo, la base de datos publica "Medline", disponible en
internet, se puede usar, por ejemplo, en http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/medline.html. Otras base de datos y
direcciones, tales como http:/imww.ncbi.nim.nih.gov/, http:/mww.infobiogen.fr/,
http:/imww.fmi.ch/biology/research_tools.html, http://www.tigr.org/, son conocidas por el experto en la técnica y
también se pueden obtener usando, por ejemplo, http:/Mmww.lycos.com.

Ejemplos

Los siguientes son ejemplos de los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion. Se entiende que
se pueden poner en practica otros modos de realizacion diversos, dada la descripcién general proporcionada
anteriormente.

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandar para manipular ADN, como se describe en Sambrook et al., Molecular cloning:
A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989. Se usaron los
reactivos biolégicos moleculares de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La informacién general con
respecto a las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina humana se da en:
Kabat, E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta ed., publicacion NIH n.° 91-3242.

Secuenciacién de ADN
Se determinaron secuencias de ADN por secuenciacion de doble hebra.
Sintesis génica

Se generaron segmentos génicos deseados por PCR usando moldes apropiados o bien se sintetizaron por Geneart
AG (Ratisbona, Alemania) a partir de oligonucleétidos sintéticos y productos de PCR por sintesis génica
automatizada. Se clonaron los segmentos génicos flanqueados por sitios de escision de endonucleasas de
restriccion singulares en vectores de clonacién/secuenciacion estandar. Se purifico el ADN plasmidico a partir de
bacterias transformadas y se determiné la concentracion por espectroscopia UV. Se confirmd la secuencia de ADN
de los fragmentos génicos subclonados por secuenciacion de ADN. Se disefiaron segmentos génicos con sitios de
restriccidon adecuados para permitir la subclonacidn en los respectivos vectores de expresién. Se disefiaron todas
las construcciones con una secuencia de ADN del extremo 5' que codifica un péptido lider que se dirige a proteinas
para su secrecién en células eucariotas.

Purificacién de proteinas
Se purificaron proteinas a partir de sobrenadantes de cultivo celular filtrados en referencia a protocolos estandar.

En resumen, se aplicaron anticuerpos a una columna Sepharose de proteina A (GE Healthcare) y se lavaron con
PBS. Se logro la elucion de anticuerpos a pH 2,8, seguida de neutralizacion inmediata de la muestra. Se separd la
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proteina agregada de los anticuerpos monoméricos por cromatografia de exclusion por tamafio (Superdex 200;
GE Healthcare) en PBS o0 en histidina 20 mM, NaCl 150 mM, pH 6,0. Se combinaron las fracciones de anticuerpos
monomeéricos, se concentraron (si se requirid) usando, por ejemplo, un concentrador centrifugo MILLIPORE
Amicon Ultra (30 MWCO), se congelaron y se almacenaron a -20 °C o -80°C. Parte de las muestras se
proporcionaron para posterior analisis de proteinas y caracterizacién analitica, por ejemplo, por SDS-PAGE,
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC).

SDS-PAGE

Se uso el sistema de gel NUPAGE® Pre-Cast (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
particular, se usaron geles NUPAGE® Novex® Bis-TRIS Pre-Cast al 10 % o al 4-12 % (pH 6,4) y un tampén de
migracién NUPAGE® MES (geles reducidos, con aditivo de tampoén de migracion antioxidante NUPAGE®) o MOPS
(geles no reducidos).

Cromatografia de exclusién por tamaifio analitica

Se realizdé una cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para la determinacion de la agregacién y del estado
oligomérico de los anticuerpos por cromatografia HPLC. En resumen, se aplicaron anticuerpos purificados con
proteina A a una columna Tosoh TSKgel G3000SW en NaCl 300 mM, KH2PO4/K2HPO4 50 mM, pH 7,5 en un
sistema Agilent HPLC 1100 o a una columna Superdex 200 (GE Healthcare) en 2 x PBS en un sistema Dionex
HPLC. Se cuantificé la proteina eluida por absorbancia UV e integracion de areas de picos. El patron de filtracién
en gel de BioRad 151-1901 sirvié como patrén.

Produccién de anticuerpos

Se introdujeron las mutaciones Pro329Gly, Leu234Ala y Leu235Ala en la regidn constante para anular la unién a
los receptores gamma Fc de acuerdo con el procedimiento descrito en la publicacién de patente internacional n.°
WO2012/130831A1. En consecuencia, se introdujeron las mutaciones 1253A, H310A y H435A ("AAA") en la region
constante para anular la union a FcRn. Se produjeron los anticuerpos respectivos cotransfectando células HEK293-
EBNA con los vectores de expresién de mamifero usando polietilenimina. Se transfectaron las células con los
correspondientes vectores de expresién ara las cadenas pesada y ligera en una proporcion 1:1.

Transduccién lentivirica de linfocitos T Jurkat NFAT

Para producir vectores lentiviricos, se clonaron las secuencias de ADN respectivas para el ensamblaje correcto del
receptor de unién a antigeno dentro del marco de lectura en un vector polinucleotidico lentivirico bajo un promotor
temprano inmediato del citomegalovirus humano (CMV) constitutivamente activo. El vector retrovirico contenia un
elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE), un elemento del tracto
central de polipurina (cPPT), un origen de replicacion pUC y un gen que codifica la resistencia a los antibiéticos,
facilitando la propagacién y seleccién en bacterias.

Para producir particulas viricas funcionales, se realizé una transfeccion basada en Lipofectamine LTX™ usando
células Hek293T confluentes al 60-70 % (ATCC CRL3216) y vectores que contenian CAR, asi como vectores de
transferencia pCMV-VSV-G.pRSV-REV:pCgpV en una proporcion 3:1:1:1. Después de 48 h, se recogié el
sobrenadante, se centrifugd durante 5 minutos a 250 g para eliminar los restos celulares y se filtré a través de un
filtro de polietersulfona de 0,45 o 0,22 ym. Se usaron particulas viricas concentradas (Lenti-x-Concentrator,
Takara) para transducir células Jurkat NFAT (Signosis). Se clasificaron las células transducidas positivas como
clones individuales o agrupados usando el clasificador FACSARIA (BD Bioscience). Después de la expansién
celular a la densidad adecuada, se usaron los linfocitos T Jurkat NFAT para los experimentos.

Ejemplo 1

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
SUDHDL4 que expresan CD20 como células diana y una poblacion separada de linfocitos T Jurkat NFAT que
expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 6A) o una poblacion de linfocitos T Jurkat
NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 6B) como células diana. Se uso6
1gG de GA101 con mutacion P329G LALA como IgG que, por una parte, reconoce el antigeno tumoral y, por otra
parte, es reconocida por los linfocitos T Jurkat NFAT transducidos. Como control positivo, se recubrié una placa
de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio-One, n.° de cat. 655185) con 10 ug/ml de anticuerpo CD3 (de Biolegend®) en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a 4 °C durante la noche o bien durante al menos 1 h a 37 °C. Se
lavaron los pocillos recubiertos con CD3 dos veces con PBS; después de la etapa de lavado final, se elimind por
completo el PBS. Se contaron las células efectoras o las células Jurkat NFAT naturales y se verifico su viabilidad
usando Cedex HiRes. Se ajustd el numero de células a 1x108 células viables/ml. Por lo tanto, se dejo sedimentar
una alicuota apropiada de la suspension celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente (TA) y se
resuspendié en RPMI-160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de crecimiento) fresco. Se contaron las células
diana que expresan el antigeno de interés y también se verificd su viabilidad. Se ajustd el nUmero de células, de
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manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml en medio de crecimiento.
Se sembraron las células diana y las células efectoras en una proporcién E:T 5:1 o bien 1:1 (110.000 células por
pocillo en total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensiéon de 96 pocillos (Greiner Bio-One). Como
siguiente etapa, se preparé una dilucién seriada de GA101 con la mutacion P329G LALA, dirigido al antigeno de
interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para obtener
concentraciones finales que oscilaban entre 1 ug/ml y 0,0001 yg/ml en un volumen final de 200 ul por pocillo, se
pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugo la placa de 96
pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafilm®, se incubé la placa a 37 °Cy CO2 al 5 % en un ambiente
humedo. Después de 20 h de incubacion, se mezclé el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia
abajo 10 veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 ul de suspensién celular a una nueva placa de
96 pocillos de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™
Luciferase Assay (Promega). Después de 15 min de incubacién en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y
TA, se midid la luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de
deteccién.

Tras el cocultivo de células diana y efectoras en una proporcién 5:1 (puntos) o 1:1 (cuadrados) durante 20 h, los
graficos muestran una activacion dependiente de la dosis de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-
ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD, asi como de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-
scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD cuando se us6 1gG de GA101 con mutacion P329G LALA como anticuerpo
(figuras 6 Ay B, representadas en negro). Cuando se uso la IgG de GA101 sin la mutacion P329G LALA (figuras
6 A y B, representadas en gris), no se pudo detectar ninguna activacion de los linfocitos T Jurkat NFAT
transducidos. Cada punto representa el valor medio de los duplicados biolégicos, cada uno realizado como
duplicado técnico. Todos los valores se representan con el valor de referencia corregido. La desviacidén estandar
se indica por barras de error.

Ejemplo 2

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT que usa células tumorales
SUDHDLA4 (figura 7Cy 7D) o WSUDLCL2 (figura 7A 'y 7B) que expresan CD20 como células diana y células Jurkat
NFAT de clon unico que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD como células diana. Se
usé IgG de GA101 con mutacion P329G LALA como IgG que, por una parte, reconoce el antigeno tumoral y, por
otra parte, es reconocida por los linfocitos T Jurkat NFAT. Se contaron las células efectoras o las células Jurkat
NFAT naturales y se verificé su viabilidad usando Cedex HiRes. Se ajusté el nimero de células a 1x10° células
viables/ml. Por lo tanto, se dejo sedimentar una alicuota apropiada de la suspension celular a 210 g durante 5 min
a temperatura ambiente (TA) y se resuspendié en RPMI-160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de
crecimiento) fresco. Se contaron las células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificé su
viabilidad. Se ajustd el numero de células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a
1x10° células viables/ml en medio de crecimiento. Se sembraron las células diana y las células efectoras en una
proporcion E:T 10:1, 5:1 o 1:1 (110.000 células por pocillo en total) por triplicado en una placa de cultivo en
suspension de 96 pocillos (Greiner Bio-One). Como siguiente etapa, se preparé una dilucion seriada de GA101
con la mutacion P329G LALA, dirigido al antigeno de interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos
profundos de 2 ml (Axygen®). Para obtener concentraciones finales que oscilaban entre 1 pg/ml y 0,0001 ug/ml
en un volumen final de 200 ul por pocillo, se pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos
respectivos. Se centrifugé la placa de 96 pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafiim®, se incubd la
placa a 37 °C y COz2 al 5 % en un ambiente humedo. Después de 20 h de incubacién, se mezclé el contenido de
cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10 veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 pl
de suspension celular a una nueva placa de 96 pocillos de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner
Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™ Luciferase Assay (Promega). Después de 15 min de incubacién en
oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y TA, se midié la luminiscencia usando un lector de placas Tecan®
Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion.

Tras el cocultivo de células diana y efectoras en una proporcién 10:1 (puntos), 5:1 (cuadrados) o 1:1 (triangulos)
durante 20 h, los graficos muestran una activacién dependiente de la dosis de IgG de GA101 con P329G LALA de
los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figuras 7A-D,
representadas en negro). Cuando se usé la IgG de GA101 sin la mutacién P329G LALA (figuras 7A-D,
representadas en gris), entonces solo se pudo detectar una escasa activacién de los linfocitos T Jurkat NFAT
transducidos a la concentraciéon de anticuerpos mas alta de 1 pg/ml. Cada punto representa el valor medio de los
duplicados técnicos. Todos los valores se representan con el valor de referencia corregido. La desviacién estandar
se indica por barras de error.

Ejemplo 3
Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT realizado usando células
tumorales NIH/3T3-huFAP cl 19 que expresan FAP adherentes como células diana. Como células efectoras, se

usé una poblacién separada de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD (figura 8A) o linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-
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CD3zSSD (figura 8C). Se uso IgG de FAP 4B9 con mutacién P329G LALA como IgG que, por una parte, reconoce
el antigeno tumoral y, por otra parte, es reconocida por los linfocitos T Jurkat NFAT. Se incluy6 1gG de DP47/vk3
que alberga la mutacion P329G LALA como control de isotipo. Como control positivo, se recubrieron los pocillos
de una placa de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio-One, n.° de cat. 655185) con 10 pug/ml de anticuerpo CD3 (de
Biolegend®) en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante al menos 1 h a 37 °C. Se lavaron los pocillos
recubiertos con CD3 dos veces con PBS; después de la etapa de lavado final, se elimind por completo el PBS. Se
lavaron las células diana NIH/3T3-huFAP cl 19 adherentes una vez con PBS y se separaron con tripsina. Las
células separadas se resuspendieron en DMEM + 4,5 g de LD-glucosa + L-glutamina + HEPES 25 mM + FCS al
10 % y Glutamax al 1 %. Se contaron las células efectoras o los linfocitos T Jurkat NFAT naturales y se verifico su
viabilidad usando Cedex HiRes. Se ajusté el numero de células a 1x108 células viables/ml. Por lo tanto, se dejé
sedimentar una alicuota apropiada de la suspensién celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente (TA) y
se resuspendié en RPMI-160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de crecimiento) fresco. Se contaron las
células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificd su viabilidad. Se ajustd el numero de
células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml en medio de
crecimiento. Se sembraron las células dianay las células efectoras en una proporcién E:T 5:1 (110.000 células por
pocillo en total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensiéon de 96 pocillos (Greiner Bio-One). Como
siguiente etapa, se preparé una dilucidn seriada de un anticuerpo con la mutacion P329G LALA, dirigido al antigeno
de interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para obtener
concentraciones finales que oscilaban entre 1 ug/ml y 0,0001 yg/ml en un volumen final de 200 ul por pocillo, se
pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugo la placa de 96
pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafilm®, se incubé la placa a 37 °Cy CO2 al 5 % en un ambiente
humedo. Después de 20 h de incubacion, se mezclé el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia
abajo 10 veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 ul de suspensién celular a una nueva placa de
96 pocillos de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™
Luciferase Assay (Promega). Después de 15 min de incubacién en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y
TA, se midid la luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de
deteccién.

Las figuras 8 By 8 D representan datos de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 8 D) o linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 8 B), ambos cocultivados con células diana y 1 ug/ml de anticuerpo FAP 4B9 en
comparacién con diferentes condiciones de control.

Tras la incubacion con 1 ug/ml de FAP 4B9 P329G LALA, los linfocitos T Jurkat NFAT (figura 8 By 8 D, triangulo
negro), asi como solo las células diana (figura 8 By 8 D, triangulo negro invertido) no muestran ninguna sefial de
luminiscencia detectable.

Ademas, los linfocitos T Jurkat NFAT no muestran sefial de luminiscencia tras el cocultivo con células diana y
1 ug/ml de anticuerpo FAP 4B9 (figura 8 By figura 8 D, rombo negro). Mientras, la activacion dependiente de CD3
de las células Jurkat NFAT cocultivadas con células diana y 1 ug/ml de anticuerpo FAP 4B9 demuestra su
funcionalidad a través de una sefial de luminiscencia detectable (puntos blancos). La activacion dependiente de
CD3 de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 8 B,
cuadrados blancos) y la activacién de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 8 D, representados en cuadrados blancos) cocultivados con células diana y 1 ug/mi
del anticuerpo FAP 4B9 muestra las sefiales de luminiscencia mas altas de todas, ya que combina la activacién
mediada por CAR con la activacion mediada por CD3. La sefial de luminiscencia mediada por CD3 también es
visible cuando los CAR se incuban con células diana y 1 ug/ml de anticuerpo DP47/vk3 (figura 8 B y figura 8 D,
triangulos blancos invertidos). Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. Todos los valores
se representan con el valor de referencia corregido. La desviacién estandar se indica por barras de error.

Ejemplo 4

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
MKN45 que expresan CEA adherente como células diana. Como células efectoras, se us6 una poblacion separada
de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 9A) o
linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 9C). Se usé
IgG de CEA A5B7 o IgG de CEA T84 LCHA, ambas con mutacion P329G LALA. Se incluyé ademas 1gG de
DP47/Kk3 que alberga la mutacion P329G LALA como control de isotipo.

Como control positivo, se recubrieron los pocillos de una placa de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio-One, n.° de cat.
655185) con 10 ug/ml de anticuerpo CD3 (de Biolegend®) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante
1 h a 37 °C. Se lavaron los pocillos recubiertos con CD3 dos veces con PBS; después de la etapa de lavado final,
se elimind por completo el PBS.

Se lavaron las células diana MKN45 adherentes una vez con PBS y se separaron con tripsina. Las células
separadas se resuspendieron en DMEM + 4,5 g de LD-glucosa + L-glutamina + HEPES 25 mM + FCS al 10 % vy
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Glutamax al 1 %.

Se contaron las células efectoras o las células Jurkat NFAT naturales y se verificé su viabilidad usando Cedex
HiRes. Se ajusto el numero de células a 1x10° células viables/ml. Por lo tanto, se dejo sedimentar una alicuota
apropiada de la suspensién celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente (TA) y se resuspendidé en RPMI-
160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de crecimiento) fresco.

Se contaron las células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificé su viabilidad. Se ajusto el
numero de células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml
en RPMI-1640 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 %.

Se sembraron las células diana y las células efectoras en una proporcion E:T 5:1 (110.000 células por pocillo en
total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensién de 96 pocillos (Greiner Bio-One).

Como siguiente etapa, se preparé una dilucion seriada de un anticuerpo con la mutacion P329G LALA, dirigido al
antigeno de interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para
obtener concentraciones finales que oscilaban entre 1 pg/ml y 0,0001 yg/ml en un volumen final de 200 ul por
pocillo, se pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugé la
placa de 96 pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafiim®, se incubd la placa a 37 °Cy COz al 5 %
en un ambiente humedo.

Después de 20 h de incubacion, se mezcld el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10
veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 ul de suspension celular a una nueva placa de 96 pocillos
de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™ Luciferase
Assay (Promega). Después de 15 min de incubacidén en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y TA, se
midié la luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion.

Tras el cocultivo de células diana y efectoras en una proporcion 5:1 (figura 9 Ay C, puntos) durante 20 h, los
graficos muestran una activacion dependiente de la dosis de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-
ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD, asi como de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-
scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD cuando se us6 CEA A5B7 con mutacién P329G LALA como anticuerpo
(figuras 9 Ay C, puntos grises). El uso de CEA T84 LCHA con mutacion P329G LALA mostrd, solo paralos linfocitos
T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD, una activacion dependiente de
la dosis (figura 9 A, puntos negros). Mientras, cuando se usé el anticuerpo con la mutacion P329G LALA, se pudo
detectar activacion de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD solo a la concentracién de anticuerpo mas alta de 1 pg/ml.

Cuando se us6 |gG de DP47/vk3 con mutacion P329G LALA como anticuerpo de control (figura 9 Ay C, triangulos
negros), no se pudo detectar ninguna activacion de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD ni de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD. Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. La desviacion estandar se
indica por barras de error.

Las figuras 9 By 9 D representan datos de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 9 B) o linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 9 D), ambos cocultivados con células diana y 1 ug/ml de anticuerpo CEA T8 LCHA
P329G LALA o CEA A5B7 P329G LALA en comparacién con diferentes condiciones de control.

Tras la incubacién con 1 ug/ml de CEA T8 LCHA P329G LALA, los linfocitos T Jurkat NFAT CAR solos (9 By 9D,
rombo negro), asi como las células diana solas (figura 9 By 9 D, circulo blanco) no muestran ninguna sefial de
luminiscencia detectable.

Ademas, los linfocitos T Jurkat NFAT no muestran una sefial de luminiscencia detectable tras el cocultivo con
células diana y 1 pg/ml de 1gG (figura 9 B y Figura 9 D, cuadrado blanco y rombo blanco). Mientras, la activacién
dependiente de CD3 de los linfocitos T Jurkat NFAT cocultivadas con células dianay 1 pg/ml de IgG demuestra su
funcionalidad a través de una sefial de luminiscencia detectable (figura 9 By D, cruz gris).

La activacion dependiente de CD3 de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 9 B, estrella negra y estrella gris) y la activacion de linfocitos T NFAT que expresan
anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 9 D, estrella negra y estrella gris) cocultivadas con
células diana y 1 ug/ml de I1gG muestran las sefiales de luminiscencia mas altas de todas, ya que combina la
activacion mediada por CAR con la activacién mediada por CD3. La sefial de luminiscencia mediada por CD3
también es visible cuando los CAR se incuban con células diana y 1 ug/ml de anticuerpo DP47/vk3 (figura 9 By
figura 9 D, signo mas gris). Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. La desviacién estandar
se indica por barras de error.
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Ejemplo 5

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
MKN45 que expresan CEA adherente como células diana. Como células efectoras, se us6 una poblacion separada
de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 10 C) o
linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 10 A). Se usé
IgG de CH1A1A 98 99 o CEA hMN14, ambas con mutacion P329G LALA. Se incluy6 ademas IgG de DP47/k3
que alberga la mutacion P329G LALA como control de isotipo.

Como control positivo, se recubrieron los pocillos de una placa de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio-One, n.° de cat.
655185) con 10 ug/ml de anticuerpo CD3 (de Biolegend®) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante
1 h a 37 °C. Se lavaron los pocillos recubiertos con CD3 dos veces con PBS; después de la etapa de lavado final,
se elimind por completo el PBS.

Se lavaron las células diana MKN45 adherentes una vez con PBS y se separaron con tripsina. Las células
separadas se resuspendieron en DMEM + 4,5 g de LD-glucosa + L-glutamina + HEPES 25 mM + FCS al 10 % vy
Glutamax al 1 %.

Se contaron las células efectoras o las células Jurkat NFAT naturales y se verificé su viabilidad usando Cedex
HiRes. Se ajusto el numero de células a 1x10° células viables/ml. Por lo tanto, se dejo sedimentar una alicuota
apropiada de la suspensién celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente (TA) y se resuspendidé en RPMI-
160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de crecimiento) fresco.

Se contaron las células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificé su viabilidad. Se ajusto el
numero de células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml
en RPMI-1640 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 %.

Se sembraron las células diana y las células efectoras en una proporcion E:T 5:1 (110.000 células por pocillo en
total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensién de 96 pocillos (Greiner Bio-One).

Como siguiente etapa, se preparé una dilucion seriada de un anticuerpo con la mutacion P329G LALA, dirigido al
antigeno de interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para
obtener concentraciones finales que oscilaban entre 1 pg/ml y 0,0001 yg/ml en un volumen final de 200 ul por
pocillo, se pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugé la
placa de 96 pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafiim®, se incubd la placa a 37 °Cy COz al 5 %
en un ambiente humedo.

Después de 20 h de incubacion, se mezcld el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10
veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 ul de suspension celular a una nueva placa de 96 pocillos
de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™ Luciferase
Assay (Promega). Después de 15 min de incubacidén en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y TA, se
midié la luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion.

Tras 20 h de cocultivo de células diana y linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD en una proporcién 5:1 (figura 10 A, puntos negros y grises), no se puede detectar ninguna
activacion cuando se usa el anticuerpo CEA hMN14 o el anticuerpo CH1A1A 98 99 (figura 9 Ay B, puntos grises).
Los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD muestran escasa
activacion a 0,1y 1 yg/ml tanto del anticuerpo CEA hMN14 como de los anticuerpos CH1A1A 98 99 (figura 10 C,
puntos negros y grises).

Cuando se us6 |gG de DP47/vk3 con mutacion P329G LALA como anticuerpo de control (figura 10 Ay C, triangulos
negros), no se pudo detectar ninguna activacion de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD ni de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD. Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. Todos los valores se
representan con el valor de referencia corregido. La desviacién estandar se indica por barras de error.

Las figuras 10 By 10 D representan datos de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura D) o linfocitos T NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD (figura 9D), ambos cocultivados con células dianay 1 ug/ml de anticuerpo CEA hMN14 o de anticuerpo
CH1A1A 98 99 en comparacion con diferentes condiciones de control.

Ninguno de los experimentos de control realizados muestra ninguna sefial de luminiscencia detectable, excepto
aquellos en los que se usé CD3 como estimulo de activacion. Cada punto representa el valor medio de los
triplicados técnicos. La desviacion estandar se indica por barras de error.

Ejemplo 6
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Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
CT26TNC cl 19 que expresan TNC adherente como células diana. Como células efectoras, se usé una poblacién
separada de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 11
C) olinfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 11 A). Se
usé TNCA2B10 con mutacién P329G LALA como IgG. Se incluyé ademas |IgG de DP47/vk3 que alberga la
mutacioén P329GLALA como control de isotipo.

Como control positivo, se recubrieron los pocillos de una placa de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio-One, n.° de cat.
655185) con 10 ug/ml de anticuerpo CD3 (de Biolegend®) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante
1 ha37 °C. Se lavaron los pocillos recubiertos con CD3 dos veces con PBS; después de la etapa de lavado final,
se elimind por completo el PBS.

Se lavaron las células diana CT26TNC cl 19 adherentes una vez con PBS y se separaron con tripsina. Se
resuspendieron las células separadas en RPMI-1630 + FCS al 10 % y Glutamax al 1 % + 15 ug/ml de puromicina.

Se contaron las células efectoras o los linfocitos T Jurkat NFAT naturales y se verificd su viabilidad usando Cedex
HiRes. Se ajusto el numero de células a 1x10° células viables/ml. Por lo tanto, se dejo sedimentar una alicuota
apropiada de la suspensién celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente (TA) y se resuspendidé en RPMI-
160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de crecimiento) fresco.

Se contaron las células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificé su viabilidad. Se ajusto el
numero de células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml
en RPMI-1640 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 %.

Se sembraron las células diana y las células efectoras en una proporcion E:T 5:1 (110.000 células por pocillo en
total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensién de 96 pocillos (Greiner Bio-One).

Como siguiente etapa, se preparé una dilucion seriada de un anticuerpo con la mutacion P329G LALA, dirigido al
antigeno de interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para
obtener concentraciones finales que oscilaban entre 1 pg/ml y 0,0001 yg/ml en un volumen final de 200 ul por
pocillo, se pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugé la
placa de 96 pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafiim®, se incubd la placa a 37 °Cy COz al 5 %
en un ambiente humedo.

Después de 20 h de incubacion, se mezcld el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10
veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 ul de suspension celular a una nueva placa de 96 pocillos
de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™ Luciferase
Assay (Promega). Después de 15 min de incubacidén en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y TA, se
midié la luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion.

Tras el cocultivo de células diana y efectoras en una proporcién 5:1 (figura 11 Ay C, puntos negros) durante 20 h,
los graficos muestran una activacion dependiente de la dosis de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD, asi como de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD cuando se usé TNC A2B10 con mutacién P329G LALA como
anticuerpo. Cuando se uso IgG de DP47/vk3 con mutacion P329G LALA como anticuerpo de control (figura 11 A
y C, puntos negros), no se pudo detectar ninguna activacion de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD ni de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-
Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD. Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. Todos los
valores se representan con el valor de referencia corregido. La desviacion estandar se indica por barras de error.

Las figuras 11 By 11 D representan datos de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 11 D) o linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 11 B), ambos cocultivados con células dianay 1 ug/ml de TNC A2B10 en comparacidn
con diferentes condiciones de control.

Los linfocitos T Jurkat NFAT no muestran ninguna sefial de luminiscencia detectable tras el cocultivo con células
dianay 1 pg/ml de IgG (figura 11 By figura 11 D, triangulo blanco). Mientras, la activacion dependiente de CD3 de
las células Jurkat NFAT cocultivadas con células diana y 1 ug/ml de 1gG demuestra su funcionalidad a través de
una sefial de luminiscencia detectable (figura 11 B y Figura 11 D, cuadrado blanco).

La activacion dependiente de CD3 de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD (figura 11 B, circulo blanco) y la activacion de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 11 D, circulo blanco) cocultivadas con células diana y
1 ug/ml de 1IgG muestran las sefiales de luminiscencia mas altas de todas, ya que combina la activacidon mediada
por CAR con la activacion mediada por CD3. La sefial de luminiscencia mediada por CD3 también es visible cuando
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los CAR se incuban con células diana y 1 pg/ml de anticuerpo DP47/vk3 (figura 11 B y figura 11 D, rombo negro).
Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. La desviacion estandar se indica por barras de
error.

Ejemplo 7

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
CT26TNC cl 19 que expresan TNC adherente como células diana. Como células efectoras, se usé una poblacién
separada de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD (figura 12
A). Se usé TNCA2B10 con mutacién P329G LALA como IgG. Se incluyd ademas IgG de DP47/vk3 que alberga la
mutacién P329G LALA como control de isotipo.

Como control positivo, se recubrieron los pocillos de una placa de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio-One, n.° de cat.
655185) con 10 ug/ml de anticuerpo CD3 (de Biolegend®) en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) durante
1 ha37 °C. Se lavaron los pocillos recubiertos con CD3 dos veces con PBS; después de la etapa de lavado final,
se elimind por completo el PBS.

Se lavaron las células diana CT26TNC cl 19 adherentes una vez con PBS y se separaron con tripsina. Se
resuspendieron las células separadas en RPMI-1630 + FCS al 10 % y Glutamax al 1 % + 15 ug/ml de puromicina.

Se contaron las células efectoras o las células Jurkat NFAT naturales y se verificé su viabilidad usando Cedex
HiRes. Se ajusté el nimero de células a 1x10° células viables/ml. Por lo tanto, se dejé sedimentar una alicuota
apropiada de la suspensién celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente (TA) y se resuspendidé en RPMI-
160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % (medio de crecimiento) fresco.

Se contaron las células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificé su viabilidad. Se ajusto el
numero de células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml
en RPMI-1640 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 %.

Se sembraron las células diana y las células efectoras en una proporcion E:T 5:1 (110.000 células por pocillo en
total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensién de 96 pocillos (Greiner Bio-One).

Como siguiente etapa, se preparé una dilucion seriada de un anticuerpo con la mutacion P329G LALA, dirigido al
antigeno de interés, en medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para
obtener concentraciones finales que oscilaban entre 1 pg/ml y 0,0001 yg/ml en un volumen final de 200 ul por
pocillo, se pipeted una alicuota de 50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugé la
placa de 96 pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafiim®, se incubd la placa a 37 °Cy COz al 5 %
en un ambiente humedo.

Después de 20 h de incubacion, se mezcld el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10
veces usando una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 pl de suspension celular a una nueva placa de 96 pocillos
de fondo transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 ul de ONE-Glo™ Luciferase
Assay (Promega). Después de 15 min de incubacidén en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpm y TA, se
midié la luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion.

Tras el cocultivo de células diana y efectoras en una proporcion 5:1 (figura 12 A, puntos negros) durante 20 h, los
graficos muestran una activacion dependiente de la dosis de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-
Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD, comenzando con 0,01 pg/ml de TNC A2B10 con mutacién P329G LALA.
Cuando se usd 1gG de DP47/vk3 con mutacion P329G LALA como anticuerpo de control (figura 12 Ay C, puntos
grises), no se pudo detectar ninguna activacién de los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-Fab-
CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD. Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos. Todos los
valores se representan con el valor de referencia corregido. La desviacion estandar se indica por barras de error.

La figura 12 B representa datos de linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD, cocultivadas con células diana y 1 ug/ml de anticuerpo TNC A2B10 en comparacion con diferentes
condiciones de control.

Las linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-Fab-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD incubados con
células diana pero sin anticuerpo (figura 12 B, cuadrado negro), asi como las células Jurkat NFAT incubadas con
células diana y 1 ug/ml de anticuerpo TNC A2B10 (figura 12 B, puntos blancos) no muestran ninguna sefial de
luminiscencia detectable. Mientras, las células Jurkat NFAT cocultivadas con células diana y 1 ug/ml de TNC
A2B10, sembradas en pocillos cubiertos con CD3, muestran una clara sefial de luminiscencia.

Ademas, los linfocitos T Jurkat NFAT que expresan anti-P329G-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD Fab incubados

con células dianay 1 ug/ml de anticuerpo TNC A2B10 o 1 pg/ml de anticuerpo DP47/vk3, en pocillos cubiertos con
CD3, muestran una alta sefial de luminiscencia. Cada punto representa el valor medio de los triplicados técnicos.

69



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES30101177T3

La desviacién estandar se indica por barras de error.
Ejemplo 8

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
SUDHDL4 que expresan CD20 como células diana y una poblacion de células Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD  (figura 13A) o anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD (figura 13B) como células efectoras. Se us6 1gG de GA101 con mutacion P329G LALA, con una
mutacién P329G D265A, con solo una mutacion LALA o sin ninguna mutaciéon como 1gG, que, por una parte,
reconoce el antigeno tumoral y, por otra parte, es reconocida por los linfocitos T Jurkat NFAT. Se contaron las
células efectoras y se verificé su viabilidad usando Cedex HiRes. Se ajusto el numero de células a 1x108 células
viables/ml. Se dejé sedimentar una alicuota apropiada de la suspension celular a 210 g durante Smin a
temperatura ambiente (TA) y se resuspendié en RPMI-160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % fresco. Se contaron
las células diana que expresan el antigeno de interés y también se verificé su viabilidad. Se ajusté el niumero de
células, de manera analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml en medio de
crecimiento. Se sembraron las células dianay las células efectoras en una proporcién E:T 5:1 (110.000 células por
pocillo en total) por triplicado en una placa de cultivo en suspensiéon de 96 pocillos (Greiner Bio-One). Como
siguiente etapa, se prepard una dilucién seriada de los diferentes anticuerpos, dirigidos al antigeno de interés, en
medio de crecimiento usando una placa de pocillos profundos de 2 ml (Axygen®). Para obtener concentraciones
finales que oscilaban entre 1 ug/mly 10 pg/ml en un volumen final de 200 pl por pocillo, se pipeted una alicuota de
50 ul de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugé la placa de 96 pocillos durante 2 min a
190 gy TA. Sellada con Parafim®, se incubé la placa a 37 °C y COz2 al 5 % en un ambiente himedo. Después de
20 h de incubacioén, se mezcld el contenido de cada pocillo pipeteando hacia arriba y hacia abajo 10 veces usando
una pipeta multicanal. Se transfirieron 100 pl de suspensién celular a una nueva placa de 96 pocillos de fondo
transparente y plano de color blanco (Greiner Bio-One) y se afiadieron 100 yl de ONE-Glo™ Luciferase Assay
(Promega). Después de 15 min de incubacién en oscuridad en un agitador rotatorio a 300 rpom y TA, se midié la
luminiscencia usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion. Los graficos
muestran una activacion dependiente de la dosis de las células diana solo cuando se usan anticuerpos que
albergan una mutacion P329G o la mutacion P329G y la mutacion LALA, pero no la mutacion LALA sola. Ademas,
no se puede detectar ninguna activacién de las células efectoras si se usa el anticuerpo GA101 natural.

Ejemplo 9

Se describe en el presente documento un ensayo indicador de linfocitos T Jurkat NFAT usando células tumorales
SUDHDL4 que expresan CD20 como células diana y una poblacion de células Jurkat NFAT que expresan anti-
P329G-ds-scFv-CD28ATD-CD28CSD-CD3zSSD  (figura 14A) o anti-P329G-ds-Fab-CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD (figura 14B) como células efectoras. Se us6 1gG de GA101 con mutacion P329G LALA, con una
mutacién P329G sola, con solo una mutacion LALA o sin ninguna mutacién como 1gG, que, por una parte, reconoce
el antigeno tumoral y, por otra parte, es reconocida por los linfocitos T Jurkat NFAT. Se contaron las células
efectoras y se verifico su viabilidad usando Cedex HiRes. Se ajusté el numero de células a 1x10° células viables/ml.
Se dej6 sedimentar una alicuota apropiada de la suspension celular a 210 g durante 5 min a temperatura ambiente
(TA) y se resuspendié en RPMI-160 + FCS al 10 % + Glutamax al 1 % fresco. Se contaron las células diana que
expresan el antigeno de interés y también se verificd su viabilidad. Se ajusté el niumero de células, de manera
analoga a como se describe para las células efectoras, a 1x10° células viables/ml en medio de crecimiento. Se
sembraron las células diana y las células efectoras en una proporcion E:T 5:1 (110.000 células por pocillo en total)
por triplicado en una placa de 384 pocillos. Como siguiente etapa, se prepard una dilucion seriada de los diferentes
anticuerpos, dirigidos al antigeno de interés, en medio de crecimiento usando una placa de 96 pocillos. Para
obtener concentraciones finales que oscilaban entre 1 ug/mly 10 pg/ml en un volumen final de 30 pl por pocillo, se
pipeted una alicuota de 10 pl de las diferentes diluciones a los pocillos respectivos. Se centrifugé la placa de 384
pocillos durante 2 min a 190 gy TA. Sellada con Parafilm®, se incubé la placa a 37 °Cy CO2 al 5 % en un ambiente
humedo. Después de 20 h de incubacion, se afiadieron 6 pl de ONE-Glo™ Luciferase Assay (Promega)y la lectura
se realizé inmediatamente usando un lector de placas Tecan® Spark10M, a 1 s/pocillo como tiempo de deteccion.
Los graficos muestran una activacién dependiente de la dosis de las células diana solo cuando se usan anticuerpos
que albergan una mutacion P329G o la mutacién P329G y la mutacién LALA, pero no la mutacién LALA sola.
Ademas, no se puede detectar ninguna activacién de las células efectoras si se usa el anticuerpo GA101 natural.

Secuencias ejemplares

Tabla 2. Secuencias de aminoacidos de anti-P329G-ds-scFv:

Construccion Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
CDR H1 anti-P329G de | RYWAIN 1
Kabat

CDR H2 anti-P329G de | ¥ITFIIEETIMNY TR KT 2
Kabat
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CDR H3 anti-P329G de | I¥IXWOHAWEA 3
Kabat
CDR L1 anti-P329G de BEATOAVT ISHY AN 4
Kabat
CDR L2 anti-P329G de (TR AT 5
Kabat
CDR L3 anti-P329G de AR RMNITWTY 6
Kabat
Fusion anti-P329G-ds- FVELLESGGO VOGO K L SCAASFFDFARY WMWY 7
scFv-CD28ATD- ROATGR O DWIGTITEDSSTINY TEALE DRI SR AN
CD28CSD-CD3zSSD LE YLK VR SE DALY YOVEP YD YO AWLASWOOUT
PETR17096 VT VA GGG GG GGG GORR0A VVTOESALT
TSPOE TV PORSS TG AY TTSNY AN VORK PR TG
TGOTHR R AT VPART RS TOTR A AT TITGAQTRIEATY
FOS LAWY SMEW WEGUOTRL DL VLYY YOOY
LAUYRLLVYTWANIE W VREAKRESRLLHSDY MMM TPREPG
“-'TT{RTT‘:LJT ATPRDIFAAYRERVEFARIADATAY QUG
MR CRREEY DVLDKRROGRDPEMO G YRR N
QL QJM‘T\LL.{mt_.‘.'}\Mﬂ_].._«a‘x LG RARG L R R BEO R GHIMGL Y
IR STATRETYDIALITNEOALPPIR
VH anti-P329G-ds LAYKLLESOGOLVOROGEL KL SCAASUIDESEY W AMAMNWY 8
RQ: ‘al‘ﬂ"‘&?{i;‘" }"‘»‘;']f;‘v’}'""I‘Pl“#‘-’:‘."&“;'INT'[‘P‘%‘ K[}HF'][“:"I\LI”J“C ’\.](\‘
VL anti-P329G-ds 9
Anti-P329G-ds-scFv 10
1. T\'r]v'l. “':\(T'L r{":hLT{IURLTi Tt r“ﬁir(ﬂ.r‘i(_} ‘\‘sﬂ' RESAL
THPGETVILTORSS TCAV T TSR A RW WK l I l‘{'_EE'_.
P TN RAPGY PARPRGRLEG IR ASL TG AN T a8 Y
FOM WY ST TR TYL
CD28ATD FWVTLAVYVOGVLACYSLLVTVAFTIFWY 11
CD28CSD HARRSHLLISOYMWNMY PREIMCPTHRIIVOUY ATTROT & 12
AYRS
CD3zSSD EVETSREATIATA VOO YRR ST ORRTIY ST DK 13
B AP UEAG GO R IR S PR L Y 25 L IR B AL Y L
CGRROLEE R RO GHDGL YL S TA TR Y DALHMIQALR
2]
CD28ATD-CD28CSD- PO ‘\-“&”ié'ﬁ.‘ﬂ’%‘«'l .;‘\{?’f% H ‘.,"“‘;,‘ *\‘F[TFWW"w‘KT{‘\'RT;‘IJ'IST} 14
CD3zSSD ; Y
eGFP 15
conector (G4S)4 16
conector G4S EIRTETES 17
conector T2A CIFER ST TR HE NP 18
Tabla 3: secuencias de ADN de anti-P329G-ds-scFv:
Construccion | Secuencia de ADN SEQ ID NO
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Fusion anti-P329G-ds-
scFv-

AT A TG OALCTOTATCATCOY CTTCTT G% TALIE 5 &

19

CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD pETR17096

CAGCTACCGGTGTGCATTCCGAGGTGAAGCTGCTGG
AGAGCGGCGGCGGLCCTGGTGCAGCCCGGCGGCAGCC
TGAAGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCA
GCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCG
GCAAGTGTCTGGAGTGGATCGGUCGAGATCACCLCLCCG
ACAGCAGCACCATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGG
ACAAGTTCATCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACA
CCCTGTACCTGCAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGG
ACACCGCCCTGTACTACTGCGTGAGGCCCTACGACT
ACGGCGCCTGGTTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCC
TGGTGACCGTGAGCGCCGGAGGGUGGCGGAAGTGGTG
GCGGGGGAAGCGGCGGGGGETGGCAGCGGAGGGGEGT
GGATCTCAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGCCCTG
ACCACCAGCCCCGGCGAGACCGETGACCCTGACCTGC
AGGAGCAGCACCGGCGCCGTGACCACCAGCAACTAC
GCCAACTGGGTGCAGGAGAAGCCCOACCACCTGTTC
ACCGGCCTGATCGGCGGCACCANCAAGAGGGELLLCC
GGCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCCTGATCGGC
GACAAGGCCGCCCTGACCATCACCGGCGCCCAGACC
GAGGACGAGGCCATCTACTTCTGCGCCCTGTGGTAC
AGCAACCACTGGGTGTTICGGCTGETGGCACCAAGCTG
ACCGTGCTGGGAGGGOGGCGGATCCTTCTGGGTGCTG
GTGGTGGTOGGGCGGCGTGCTGGCCTGCTACAGCCTG
CTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTTCTGGGTGAGGA
GCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCACAGCGACTACATGA
ACATGACCCCCAGGAGGCCCGGUCCCACCAGGAAGC
ACTACCAGCCCTACGCCCCCCCCAGGBACTTCGECCG
CCTACAGGAGCAGGGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCCG
ACGCCCCCGCCTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTGT
ATAACGAGCTGAACCTGGGCAGGAGGGAGGAGTAC
GACGTGCTGGACAAGAGGAGGGGCAGGGACCCCGA
GATGGGCGGCAAGCCCAGGAGGAAGAACCCCCAGG
AGGGCCTGTATAACGAGCTGCAGAAGGACAAGATGG
CCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAG
AGGAGGAGGGGCAAGGGCCACGACGGCCTGTACCA
GGGCCTGAGCACCOCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCCAGH

VH anti-P329G-ds

GAGGTGAAGCTGCTGGAGAGCGGCGGCGOGCCTGOGTG
CAGCCCGGCOGCAGCCTGAAGCTGAGCTGCGCCGEC
AGCGOGCTTCGACTTCAGCAGGTACTGGATCAACTGO
GTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGTGTCTGGAGTGGATC
GGCGAGATCACCCCCGACAGCAGCACCATCAACTAC
ACCCCCAGCCTGAAGGACAAGTTCATCATCAGCAGG
GACAACGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGATC
AACGCTGAGGAGCGAGGACACCGCCCTAGTACTACTGC
GTGAGGCCCTACGACTACGGCGCCTGGTTCGCCAGE
TGGGGCCAGGGCACCETGGTGACCGTGAGCGLC

20

VL anti-P329G-ds

CAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGCCCTGACCACC
AGCCCCOGCUOAGACCGTGACCCTOGACCTGCAGGAGC
AGCACCGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAAC
TGGGTGCAGGAGAAGCCCGACCACCTGTTCACCGGC
CTOGATCOGCGGCACCAACANGAGGGCCCCCGGCGTG
CCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCCTGATCGGCGACAAG
GCCGCCCTGACCATCACCGGCGCCCAGACCGAGGAC
GAGGCCATCTACTTCTGCGCCCTGTGGTACAGCAACC
ACTGGGTGTITCGGCTGTGGCACCAAGCTGACCGTGC
TG

21
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Anti-P329G-ds-scFv

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA
CAGCTACCGGTGTGCATTCCGAGGTGAAGCTGLTGE

TGAAGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTICGACTTICA
GCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCG
GCAAGTGTCTGGAGTGGATCGGCGAGATCACCCCCG
ACAGCAGCACCATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGG
ACAAGTTCATCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACA
CCCTGTACCTGCAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGG
ACACCGCCCTGTACTACTGCGTGAGGCCCTACGACT
ACGGCGCCTGGTTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCC
TGGTGACCGTGAGCGCCGGAGGGGGCGGAAGTGGTG

GGATCTCAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGCCLTG
ACCACCAGCCCCGGUGAGACCGTGACCCTIGACCTGC
AGGAGCAGCACCGGCGCCGTGACCACCAGCAACTAC
GCCAACTGGGTGCAGGAGAAGCCCGACCACCTGTTC
ACCGGCCTCGATCGGCGGCACCAACAAGAGGGCCCCC
GGCGTGCCCGCCAGGTTCAGLCGGCAGCCTGATCGGC
GACAAGGCCGCCCTGACCATCACCGGCGCCCAGACT
GAGGACGAGGCCATCTACTTCTGCGCCCTGTGGTAC
AGCAACCACTGGGTIGTTCGGUTGTGGCACCAAGCTG
ACCGETGC

22

IRES EV71, sitio
interno de entrada
ribosomal

CCCGAAGTAACTTAGAAGCTGTAAATCAACGATCAA
TAGCAGGTGTGGCACACCAGTCATACCTIGATCAAG
CACTTCTGTTTCCCCGGACTGAGTATCAATAGGCTGC
TCGCGCGGUTOAAGGAGCGAAAACGTTCGTTACCCGAC
CAACTACTTCCAGAAGCTTAGTACCACCATGAACGA
GGCAGGGTGTTTCGCTCAGCACAACCCCAGTGTAGA
TCAGGCTGATGAGTCACTGCAACCCCCATGGGCGAC
CATGGCAGTGGCTGCGTTGGCGGCCTGCCCATGGAG
AAATCCATGGGACGCTCTAATTCTGACATGGTGTGA
AGTGCCTATTGAGCTAACTGGTAGTCCTCCGGCCCCT
GATTGCGGCTAATCCTAACTGCGGAGCACATGCTCA
CAAACCAGTGGUGTGGTGTGTCGTAACGGGCAACTCT
GCAGCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCT
TTTATTCCTATATTGGCTGCTTATGGTGACAATCAAA
AAGTTGTTACCATATAGCTATTGGATTGGCCATCCGG
TGTGCAACAGGGCAACTGTTTACCTATTTATTGGTTT
TGTACCATTATCACTGAAGTCTGTGATCACTCTCAAA
TTCATTTTGACCCTCAACACAATCAAAC

23

CD28ATD

TTTTGGGTGCTGGTGGTGGTTGGTGGAGTCCTGGCTT
GCTATAGCTTGCTAGTAACAGTGGCCTTTATTATTTT
CIGGGIG

24

CD28CSD

AGGAGTAAGAGCGAGCAGGCICCTGCACAGTGACTAC
ATGAACATGACTCCCCGCCGCLCEGGGCCCACCCGC
AAGCATTACCAGCCCTATGCCCCACCACGCGACTTC
GCAGCCTATCGCTICC

25

CD3zSSD

AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCG
TACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTCTATAACGAGCTC
AATCTAGGACGAAGAGAGGAGTACGATGTTTTGGAC
ANAGAGACGTGGCCGOUACCCTGAGATOGGGGGAAA
GCCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACA
ATGAACTGCAGAAAGATAAGATGGCGGAGGCCTACA
GTOAGATTGGGATGAAAGGCGAGCGUCGGAGGGGC
AAGGGGCACGATGOCCTTTACCAGGGTCTCAGTACA
GCCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAG
GCCCTGCCLCCTCGL

26
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CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD

TTCTGGGTGCTGGTGGTGGTGGGCGGCGTGCTGGCCT
GCTACAGCCTGCTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTT
CTGGGTGAGGAGCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCACA
GCOACTACATGAACATGACCCCCAGGAGGCCCGGCC
CCACCAGGAAGCACTACCAGCCCTACGCCLCCCCCCA
GGGACTTCGCCGCCTACAGGAGCAGGGTGAAGTTCA
GCAGGAGCGCCGACGCCCCCGUCTACCAGCAGGGCC
AGAACCAGCTGTATAACGAGCTGAACCTGGGCAGGA
GGGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGAGGAGGGGC
AGGGACCCCGAGATGGGCGGCAAGCCCAGGAGGAA
GAACCCCCAGGAGGGCCTGTATAACGAGCTGCAGAA
GGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCAT
GAAGGGCGAGAGGAGCGAGGGGCAAGGGCCACGACG
GCCTGTACCAGGGCCTGAGCACCGCCACCAAGGACA
CCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCCA
GG

27

Elemento T2A

TCCOGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGT
GACGTGGAGGAGAANTCCCGGCCCTAGG

28

eGFP

GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTOGTG
CCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGE
CACAAGTTCAGCGTGTCCGGCCGAGGGCGAGGGCGAT
GCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC
ACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTC
GTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGC
CGCTACCCCOACCACATGAAGCAGCACGACTITCTTC
AAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGC
ACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACC
CGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTG
AACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAG
GACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAAC
TACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAG
CAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGC
CACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGAL
CACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLCCC
GTGCTGCTGUCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAG
TCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGAT
CACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGLCGCCGGG
ATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTGA

29
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Fusion anti-P329G-ds-
scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD-
eGFP pETR17096

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA
CAGCTACCGGTGTGCATTCCGAGGTGAAGCTGCTGG
AGAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAGCCCGGCGGCAGCC
TGAAGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCA
GCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCLCG
GCAAGTGTCTGGAGTGGATCGGCGAGATCACCCCCG
ACAGCAGCACCATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGG
ACAAGTTCATCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACA
CCCTGTACCTGCAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGG
ACACCGCCCTGTACTACTGCGTGAGGCCCTACGACT
ACGGCGCCTGGTTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCC
TGGTGACCGTGAGCGCCGGAGGGGGCGGAAGTGGTG
GCGGGGGAAGCGGCGGGGGTGGCAGUGGAGGGGGL
GGATCTCAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGCCCTG
ACCACCAGCCCCGGCGAGACCGTGACCCTGACCTGE
AGGAGCAGCACCGGCGCCGTGACCACCAGCAACTAC
GCCAACTGGGTGCAGGAGAAGCCCGACCACCTGTTC
ACCGGCCTGATCGGCGGCACCAACAAGAGGGCCCCC
GGCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCCTGATCGGC
GACAAGGCCGCCCTGACCATCACCGGCGCCCAGACC
GAGGACGAGGCCATCTACTTCTGCGCCCTGTGGTAC
AGCAACCACTGGGTGTTCGGCTGTGGCACCAAGCTG
ACCGTOGCTGGOGAGGGGOGCGGATCCTTCTGGGTGCTG
GTGOTGOTGGGCGGCGTGCTGGCCTGCTACAGCCTG
CTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTTCTGGGTGAGGA
GCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCACAGCGACTACATGA
ACATGACCCCCAGGAGGCCCGGCCCCACCAGGAAGC
ACTACCAGCCCTACGCCCCCCCCAGGGACTTCGCCG
CCTACAGGAGCAGGGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCCG
ACGCCCCCGUCTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTGT
ATAACGAGCTGAACCTGGGCAGGAGGGAGGAGTAC
GACGTGCTGGACAAGAGGAGGGGCAGGGACCCCGA
GATGGGCGGCAAGCCCAGGAGGAAGAACCCCCAGG
AGGGCCTGTATAACGAGCTGCAGAAGGACAAGATGG
CCGAGGCCTACAGCOGAGATCGGUATGAAGGGCGAG
AGGAGGAGGGGCAAGGGCCACGACGGCCTGTACCA
GGGCCTGAGCACCGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCCAGGTCCGGAGA
GGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGA
GGAGAATCCCGGCCCTAGGGTGAGCAAGGGCGAGG
AGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCT
GGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTC
CGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCT
GACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCC
CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTAC
GGCGTGCAGTGCTTCAGCCGUTACCCCGACCACATG
AAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAA
GGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGAC
GACGGCAACTACAAGACCCGCGCCOGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG
GGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGG
CACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACANCGTC
TATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG
GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGC
AGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACC
CCCATCGGUCGACGGCCCCAGTGCTGCTGCCCGACAAC
CACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCUTGAGCAAAGAC
CCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAG
TTCGTGACCGUCGUCGGUATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGIACAAGTGA

30
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Tabla 4: Secuencias de aminoacidos de anti-P329G-scFv:

Construccion Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO

CDR H1 anti-P329G de | véase latabla 2 1

Kabat

CDR H2 anti-P329G de | véase latabla 2 2

Kabat

CDR H3 anti-P329G de | véase latabla 2 3

Kabat

CDR L1 anti-P329G de | véase latabla 2 4

Kabat

CDR L2 anti-P329G de | véase latabla 2 5

Kabat

CDR L3 anti-P329G de | véase latabla 2 6

Kabat

Fusion anti-P329G- EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWYV 31

scFv-CD28ATD- ROAPGKGLEWIGEITPDSSTINY TPSLKDKFIISRDNAKN

CD28CSD-CD3zSSD TLYLQMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWFASWGQGT
LVTVSAGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSQAVVTQESALT
TSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQEKPDHLFTGL
IGGTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDIATY
FCALWYSNHWVFGGGTKLTVLGGGGSFWVLVVVGGV
LACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLILHSDYMNMTPRRPG
PTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQQGQ
NQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNP
QEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGK GHDGLY
OGLSTATKDTYDAIL HMOAIL PPR

VH anti-P329G EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWV 32
RQAPGKGLEWIGEITPDSSTINY TPSLKDKFIISRDNAKN
TLYLOMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWFASWGQGT
LVIVSA

VL anti-P329G QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWY 33
QEKPDHLTITGLIGGTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAATLTI
TGAQTEDEAIYFCAL WYSNIIWVFGGGTKLTVL

Anti-P329G-scFv EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWY 34
RQAPGKGLEWIGEITPDSSTINY TPSLKDKTTISRDNAKN
TLYLOMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWEFASWGQGT
LVITVSAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGRQAVVTQLESALT
TSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQEKPDHLI'TGL
IGGTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEATY
FCALWYSNIITWVFGGGTKLTVL

CD28ATD véase la tabla 2 11

CD28CSD véase la tabla 2 12

CD3zSSD véase la tabla 2 13

CD28ATD-CD28CDS- véase la tabla 2 14

CD3zSSD

eGFP véase la tabla 2 15

conector (G4S)4 véase la tabla 2 16

conector G4S véase la tabla 2 17

conector T2A véase la tabla 2 18

Tabla 5: Secuencias de ADN de anti-P329G-scFv:
[ Construccién | Secuencia de ADN |  SEQIDNO
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Fusién anti-P329G-
scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD

ATGGGATGOAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA
CAGCTACCGGTGTGCATTCCGAGGTGAAGCTGCTGG
AGAGCGGCGEGCEGUECTGETGCAGCCCGGECGGCAGCT
TGAAGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCA
GCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCG
GCAAGGGTCTGOAGTGGATCGGCGAGATCACCCCCG
ACAGCAGCACCATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGG
ACAAGTTCATCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACA
CCCTGTACCTGCAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGG
ACACCGCCCTGTACTACTGCGTGAGGCCCTACGACT
ACGGCGCCTGOGTTICGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCC
TOGGTGACCGTGAGCGCLCGGAGGGGGLCGGAAGTGGTG
GCGGGGGAAGCGGCGGGGGETGGCAGCGGAGGGGGC
GGATCTCAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGCCCTG
ACCACCAGCCCCGGCGAGACCOGTGACCCTGACCTGC
AGCGAGCAGCACCGGCGCCGTGACCACCAGCAACTAC
GCCAACTGGGTGCAGGAGAAGCCCGACCACCTGTTC
ACCGGCCTOGATCOGGCGGCACCAACAAGAGGGLCCCC
GGCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCCTGATCGGC
GACAAGGCCGCCCTGACCATCACCGGCGCCCAGACC
GAGGACGAGGCCATCTACTTICTIGCGCCCTGTGGTAC
AGCAACCACTGOGGTGTTCGGCOGTGGCACCAAGCTG
ACCGTGCTGGGAGGGGGCGGATCCTTCTGGGTGETG
GTGGTGGETGGGCGGCGTGCTGGCCTGCTACAGCCTG
CTGGTGACCGTGGCCTICATCATCTTCTGGGTGAGGA
GCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCACAGCGACTACATGA
ACATGACCCCCAGOAGGCCCGGCCCCACCAGGAAGC
ACTACCAGCCCTACGCCCCCCCCAGGGACTTCGCCG
CCTACAGGAGCAGGGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCCG
ACGCCCCCGCCTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTGT
ATAACGAGCTGAACCTGGGCAGGAGGGAGGAGTAC
GACGTGUTGOGACAAGAGGAGGGGCAGGGACCCCGA
GATGGGCGGCAAGCCCAGGAGGAAGAACCCCCAGG
AGGGCCTGTATAACGAGCTGCAGAAGGACAAGATGG
CCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAG
AGGAGGAGGGGCANGGGCCACGACGGCCTGTACCA
GGGCCTGAGCACCGCCACCAAGGACACCTACGACGC
CCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCCAGH

35

VH anti-P329G

GAGGTGAAGCTGCTGGAGAGCGGCGGUGGCCTGGETG
CAGCCCGGECGGECAGCCTGAAGUTGAGCTGLGLCLELEC
AGCGGCTTCCGACTTCAGCAGGTACTGGATGAACTGG
GTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGGGTCTGGAGTGGATC
GGCGAGATCACCCCCGACAGCAGCACCATCAACTAC
ACCCCCAGCCTGAAGGACAAGTTCATCATCAGCAGG
GACAACGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGATC
AAGGTGAGGAGCGAGGACACCGCCCTGTACTACTGC
GTGAGGCCCTACGACTACGGCGCCTGGTTCGCCAGC
TGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCGCC

36

VL anti-P329G

CAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGUCCTGACCACC
AGCCCCGGCGAGACCGTGACCCTGACCTGCAGGAGC
AGCACCGGCGCCGTCGACCACCAGCAACTACGCCAAC
TGGGTGCAGGAGAAGCCCGACCACCTGTTCACCGGL
CTGATCGGCOGCACCAACAAGAGGGCCCCCGGCOGTG
CCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCCTGATCGGUGACAAG
GCCGCCCTGACCATCACCGGCGCCCAGACCGAGGAC
GAGGCCATCTACTTCTGCGCCCTGTGGTACAGCAACC
ACTGGGTGITCGGCGUGTGGCACCAAGCTGACTGTGC
TG

37

CD28ATD

véase la tabla 3

24

CD28CSD

véase la tabla 3

25
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CD3zSSD véase la tabla 3 26
CD28ATD-CD28CSD- véase la tabla 3 27
CD3zSSD

Elemento T2A véase la tabla 3 28
eGFP véase la tabla 3 29
Fusién anti-P329G- ATGGGATGGAGCTGTATCATCCICTTCTTGGTAGCAA 38

scFv-CD28ATD-
CD28CSD-CD3zSSD-
eGFP

CAGCTACCGGTGTGCATTCCGAGGTGAAGCTGCTGG
AGAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAGCCCGGCGGCAGCC
TGAAGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCA
GCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCG
GCAAGGGTICTGGAGTGGATCGGUCGAGATCACCCCCG
ACAGCAGCACCATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGG
ACAAGTTCATCATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACA
CCCTGTACCTGCAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGG
ACACCGCCCTATACTACTGCGTGAGGCCCTACGACT
ACGGCGCCTOGGTTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCC
TGGTGACCGTGAGCGCCGGAGGGGGCGGAAGTGGTG
GCOGGGGGAAGCGGCGGGGGTGGCAGCGGAGGGGGL
GGATCTCAGGCCGTGGTGACCCAGGAGAGCGCCCTG
ACCACCAGCCCCGGCGAGACCGTGACCCTGACCTGC
AGGAGCAGCACCGGCGCCGTGACCACCAGCAACTAC
GCCAACTGGGTGCAGGAGAAGCCCGACCACCTGTTC
ACCGGCCTGATCGGCGGCACCAACAAGAGGGCCCCC
GOCGTGCCCGCCAGGTTCAGCGGCAGCCTGATCGGE
GACAAGGCCGCCCTGACCATCACCGGUGCCCAGACLCC
GAGGACGAGGCCATCTACTTCTGCGCCCTGTGGTAC
AGCAACCACTGGGTGTTCGGCGGTGGCACCAAGCTG
ACCGTGCTGGGAGGGGGCGGATCCTTCTGGGTGCTG
GTGGTGGTGGGCGGCGTGCTGGCCTGCTACAGCCTG
CTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTTCTGGGTGAGGA
GCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCACAGCGACTACATGA
ACATGACCCCCAGGAGGCCCGGUCCCCACCAGGAAGE
ACTACCAGCCCTACGCCCCCCCCAGGGACTTCGCCG
CCTACAGGAGCAGGGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCCG
ACGCCLCCCGCCTACCAGCAGGGCCAGAACCAGCTGT
ATAACGAGCTGAACCTGGGCAGGAGGGAGGAGTAC
GACGTGCTGGACAAGAGGAGGGGCAGGGACCCCGA
GATGGGCGGCAAGCCCAGGAGGAAGAACCCCCAGG
AGGGCCTGTATAACGAGCTGCAGAAGGACAAGATGG
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CCGAGGCCTACAGCGAGATCGGCATGAAGGGCGAG
AGGAGGAGGGGCAAGGGCCACGACGGLCTGTACCA
GGGCCTGAGCACCGUCACCANAGGACACCTACGACGC
CCTGCACATGCAGGCCCTGCCCCCCAGGTCCGGAGA
GGGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGCGGTGACGTGGA
GGAGAATCCCGGCCCTAGGGTGAGCAAGGGCGAGG

AGUTGTTCACCGGOGTGUGTGCCCATCCTGGTCGAGCT

GOACGGUGACGTAAACGGUCACAAGTTCAGCGTGTC

CGGCOAGGGCGAGGGUGATGCCACCTACGGCAAGCT

GACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCC
CGTGCCCTGGCCCACCCTCOGTGACCACCCTGACCTAC
GGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATG
AAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAA
GGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTICTTCAAGGAC
GACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG
GGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGG
CACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTC
TATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG
GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGC
AGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACC
CCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAAC
CACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGAC
CCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGUGAG
TTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGAC
GAGCTGTACAAGTGA

Tabla 6: Secuencias de aminoacidos de anti-P329G-ds-Fab

P329G-ds-Fab

ROQAPGKCLEWIGEITPDSSTINY TPSLKDKFIISRDNAKN
TLYLOMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWEFASWGQGT

LVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVIVSWNSGALTSGVIITFPAVLQSSGLYSLSSVVT

VEPSSSTL.GTOTYICNVNHKPSNTKVDKK VIIPKSC

Construccion Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO

CDR H1 anti-P329G de | véase latabla 2 1

Kabat

CDR H2 anti-P329G de | véase latabla 2 2

Kabat

CDR H3 anti-P329G de | véase latabla 2 3

Kabat

CDR L1 anti-P329G de | véase latabla 2 4

Kabat

CDR L2 anti-P329G de | véase latabla 2 5

Kabat

CDR L3 anti-P329G de | véase latabla 2 6

Kabat

Fusion anti-P329G-ds- | EVKLILESGGGL VQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWYV 39

Fab-cadena pesada- ROQAPGKCLEWIGEITPDSSTINYTPSLKDKIIISRDNAKN

CD28ATD-CD28CSD- | TL YLQMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWFASWGQGT

CD3zSSD pETR17100 | | v vSAASTK GPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKK VEPK SCGGGGS
FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRILLHSD
YMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDI'AAYRSRVEKISRS
ADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP
EMGGKPRRKNPQEGIL YNELQKDKMAREAYSEIGMKGE
RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Cadena pesada anti- EVKILLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWYV 40
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Cadena ligera anti- QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTITSNYANWY 41
P329G-ds-Fab QEKPDHLIFTGLIGGTNKRAPGVPARI'SGSLIGDKAALTI
TGAQTEDEAIYFCALWYSNHWVEFGCGTKLTVLRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQLESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYLEK
HKVYACEVTHOQGLSSPVTKSINRGEC
VL anti-P329G-ds véase la tabla 2 9
CL RTVAAPSVITFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNIYPREAKY 42
QWK VDNALQSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKIIKVYACEVTIIQGLSSPVTKSFNRGEC
VH anti-P329G-ds véase la tabla 2 8
CHA1 ASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV 43
SWNSGALTSGVIHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSC
CD28ATD-CD28CSD- véase la tabla 2 14
CD3zSSD
Tabla 7: Secuencias de ADN de anti-P329G-ds-Fab:
Construccion Secuencia de ADN SEQ ID NO
Fusién anti-P329G-ds- ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA 44

Fab-cadena pesada-
CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD pETR17100

CAGCTACGGGTGTGCATTCCCAGGCCGTGGTGACCC
AGGAGAGCGCCCTGACCACCAGCCCCGGLCGAGACCG
TGACCCTGACCTGCAGGAGCAGCACCGGCGCCGTGA
CCACCAGCAACTACGCCAACTGGGTGCAGGAGAAGC
CCGACCACCTGTTCACCGGCCTGATCGGCGGCACCA
ACAAGAGGGCCCCCGGCOTGCCCGCCAGOGTTCAGCG
GCAGCCTGATCGGCGACAAGGCCGCCCTGACCATCA
CCGGCGCCCAGACCGAGGACGAGGCCATCTACTTCT
GCGCCCTGTGGTACAGCAACCACTIGGGTGTTCGGCT
GTGGCACCAAGCTGACCOGTGCTGCGTACGGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGLTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGG
AAGGTGOGATAACGCCCTCCAATCOGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGC
AGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG
CITCAACAGGGGAGAGTGTTAGGAATTCCCCGAAGT
AACTTAGAAGCTGTAAATCAACGATCAATAGCAGGT
GTGGCACACCAGTCATACCTTGATCAAGCACTTCTGT
TTCCCCGGACTGAGTATCAATAGGCTGCTCGCGCGG
CTGAAGGAGAAAACGTTCGTTACCCGACCAACTACT
TCGAGAAGCTTAGTACCACCATGAACGAGGCAGGGT
GTTTCGCTCAGCACAACCCCAGTGTAGATCAGGCTG
ATGAGTCACTGCAACCCCCATGOGGCGACCATGGCAG
TGGCTGCGTTGGCGGCCTGCCCATGGAGAAATCCAT
GGGACGCTCTAATTCTGACATGGTGTGAAGTGCCTAT
TGAGCTAACTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGATTGCGGU
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TAATCCTAACTGCGGAGCACATGCTCACAAACCAGT
GGGTGGTGTGTCGTAACGGGCAACTCTGCAGCGGAA
CCGACTACTTITGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATTCCTA
TATTGGCTGCTTATGGTCGACAATCAAAANAGTTGTTAC
CATATAGCTATTGGATTGGCCATCCGGTGTGCAACA
GGGCAACTGTTTACCTATTTATTGGTTTTGTACCATT
ATCACTGAAGTCTGTGATCACTCTCAAATTCATTTTG
ACCCTCAACACAATCAAACGCCACCATGGGATGGAG
CTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACCGGT
GTGCACTCCGAGGTGAAGCTGCTGGAGAGCGGLEEC
GGCCTGGTGCAGCCCGGCOGCAGCCTGAAGCTGAGC
TGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCAGCAGGTACTGG
ATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGTOTCTG
GAGTGOATCGGCGAGATCACCCCCGACAGCAGCACC
ATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGGACAAGITCATC
ATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGGACACCGLCCTG
TACTACTGCGTGAGGCCCTACGACTACGGCGCCTGE
TTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGETG
AGCGCCGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACA
GCCGCTCTGGGUTGCCTGGTCAAGGACTACTICCCCG
AGCCCGETGACCGETETCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGECGTGCTGCAGAG
TTCTGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTG
CCTTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGGAGGGGGCGEGA
TCCTTCTGOGOGTGCTGGTGOTGOGTGGGCGGCGTGCTGG
CCTGCTACAGCCTGCTGGTGACCGTGGCCTTCATCAT
CTTCTGGOUTGAGGAGCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCA
CAGCGACTACATGAACATGACCCCCAGGAGGCCCGEG
CCCCACCAGGAAGCACTACCAGCCCTACGLCCCCCC
CAGGGACTTCGCCGCCTACAGGAGCAGGGTGAAGTT
CAGCAGGAGCGCCGACGCCCCCGCCTACCAGCAGGG
CCAGAACCAGCTGTATAACGAGCTGAACCTGGGCAG
GAGGGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGAGGAGGG
GCAGGGACCCCGAGATGGGCGGCAAGCCCAGGAGG
AAGAACCCCCAGGAGGGCCTGTATAACGAGCTGCAG
AAGGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGG
CATGAAGGGCGAGAGGAGGAGGGGCAAGGGCCACG
ACGGCCTGTACCAGGGCCTGAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCC
CCAGG

VL anti-P329G-ds

véase la tabla 3

21

CL

COTACGGTGGCTGCACCATCTGICTICATCTTCCCGC
CATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGT
TGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC
AAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCLCTCCAATCG
GOGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGC
AAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACG
CTGAGCAAAGCAGACTACCGAGAAACACAAAGTCTAC
GCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCC
GTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

45

VH anti-P329G-ds

véase la tabla 3

20
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CH1

GCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGLCC
CCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGLTC
TGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGT
GACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGG
CGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGGC
CTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTA
GCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGA
ACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAG
GTGGAGCCCAAGAGCTGC

46

CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD

véase la tabla 3

27

Fusién anti-P329G-ds-
Fab-cadena pesada-
CD28ATD-CD28CSD-
CD3ZSSD-eGFP
pETR17100

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA
CAGCTACGGGTGTGCATTCCCAGGCCGTGGTGACCC
AGGAGAGCGCCCTGACCACCAGCCCCGGUGAGALCCG
TGACCCTGACCTGCAGGAGCAGCACCGGCGCCGTGA
CCACCAGCAACTACGCCAACTGGGTGCAGGAGAAGC
CCGACCACCTGTTCACCGGCCTGATCGGCGGCACCA
ACAAGAGGGCCCCCGGUETGUCCGCCAGGTTCAGCG
GCAGCCTGATCGGCGACAAGGCCGCCCTGACCATCA
CCGGCGCCCAGACCGAGGACGAGGCCATCTACTTCT
GCGCCCTGTGGTACAGCAACCACTGGGTGTTCGGCT
GTGGCACCAAGCTGACCOGTGCTGCGTACGGTGGCTG
CACCATCTGTCTITCATCTICCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAACGTACAGTGG
AAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGUOACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGC
AGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG
CTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGAATTCCCCGAAGT
AACTTAGAAGCTGTAAATCAACGATCAATAGCAGGT
GTGGCACACCAGTCATACCTTGATCAAGCACTTCTGT
TTCCCCGGACTGAGTATCAATAGGCTGCTCGCGCGG
CTGAAGGAGAAAACGTTCGTTACCCGACCAACTACT
TCGAGAAGCTTAGTACCACCATGAACGAGGCAGGGT
GTTTCGCTCAGCACAACCCCAGTGTAGATCAGGCTG
ATGAGTCACTGCAACCCCCATGGGCGACCATGGCAG
TGGCTGCGTTGGCGGCCTGCCCATGGAGAAATCCAT
GOGACGUTCTAATTCTGACATGGTGTGAAGTGCCTAT
TGAGCTAACTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGATTGCGGC
TAATCCTAACTGCGGAGCACATGCTCACANACCAGT
GOGGTGOGTGTGTCGTAACGGGCAACTCTGCAGCGGAA
CCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCTTTTATTCCTA
TATTGGCTGCTTATGGTGACAATCAAAAAGTTGTTAC
CATATAGCTATTGGATTGGCCATCCGGTGTGCAACA
GGGCAACTGTTTACCTATTTATTGGTTITGTACCATT
ATCACTGAAGTCTGTGATCACTCICAAATTCATTITG
ACCCTCAACACAATCAAACGCCACCATGGGATGGAG
CTGTATCATCCTCTTICTTGGTAGCAACAGUTACCGGT
GTGCACTCCGAGGTGAAGCTGCTGGAGAGCGGCGGC
GGCCTGGTGCAGCCCGGCGGUCAGCCTGAAGCTGAGC
TGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCAGCAGGTACTGG
ATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGTGTCTG

GAGTGGATCGGCGAGATCACCCCCGACAGCAGCACC

47
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ATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGGACAAGTTCATC
ATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGGACACCGCCCTG
TACTACTGCGTGAGGCCCTACGACTACGGCGCCTGG
TTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTG
AGCGCCGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTETTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACA
GCCGCTCTGGGEUTGCCTGGTCAAGGACTACTTICCCCG
AGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGCGTGUCACACCTTCCCCGLCLCGTGCTGCAGAG
TTCTGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTG
CCTTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCOGAGGGGGCGUA
TCCTTCTGGGTGCTGGTGGTGGTGGGCGGCGTGCTGG
CCTGCTACAGCCTGCTGGTGACCGTGGCCTTCATCAT
CTTCTGGGTGAGGAGCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCA
CAGCGACTACATGAACATGACCCCCAGGAGGCCCGG
CCCCACCAGGAAGCACTACCAGCCCTACGCCCCeCT
CAGGGACTTCGCCGCCTACAGGAGCAGGGTGAAGTT
CAGCAGGAGCGCCGACGCCCCCGCCTACCAGCAGGEG
CCAGAACCAGCTGTATAACCGAGCTGAACCTGGGCAG
GAGGGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGAGGAGGG
GCAGGGACCCCGAGATGGGCGGCAAGCCCAGGAGG
AAGAACCCCCAGGAGGGCCTGTATAACGAGCTGCAG
AAGGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGG
CATGAAGGGCGAGAGGAGGAGGGGCAAGGGCCACG
ACGGCCTGTACCAGGGCCTGAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCCCC
CCAGGTCCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAACAT
GCOGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTAGGGTGA
GCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCA
TCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACA
AGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCA
CCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCA
CCGGLCAAGCTGCCCGTGLCCTGGCCCACCCTCGTGA
CCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTA
CCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC
CGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCAT
CTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGC
CGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCG
CATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGCGAGGACGG
CAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAA
GAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAA
CATCOGAGGACGGCAGCGTGCAGUTCGCCGACCACTA
CCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGECLCCETGLT
GCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGC
CCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACAT
GGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCAC
TCTCGGCATGGACGAGC TGTACAAGTGA

Tabla 8: Secuencias de aminoacidos de anti-P329G-Fab:

Kabat

Construccion Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
CDR H1 anti-P329G de | véase latabla 2 1
Kabat

CDR H2 anti-P329G de | véase latabla 2 2
Kabat

CDR H3 anti-P329G de | véase latabla 2 3
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cadena pesada-
CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD pETR17594

CAGCTACGGGTGTGCATTCCCAGGCCGTGGTGACCC
AGGAGAGCGCCCTGACCACCAGCCCCGGCGAGACCG
TGACCCTGACCTGCAGGAGCAGCACCGGCGCCGTGA
CCACCAGCAACTACGCCAACTGGGTGCAGGAGAAGC
CCGACCACCTGTTCACCGGCCTGATCGGCGGCACCA
ACAAGAGGGCCCCCGGCGTGCCCGCCAGGTTCAGLCG
GCAGCCTGATCGGCGACAAGGCCGCCUTGACCATCA
CCGGCGCCCAGACCGAGGACGAGGCCATCTACTTCT
GCGCCCTGTGGTACAGCAACCACTGGGTGTTCGGCG
GTGGCACCAAGCTGACCGTGCTGCGTACGGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGG
AAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGC
AGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG
CTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGAATTCCCCGAAGT
AACTTAGAAGCTGTAAATCAACGATCAATAGCAGGT

CDR L1 anti-P329G de | véase latabla 2 4

Kabat

CDR L2 anti-P329G de | véase latabla 2 5

Kabat

CDR L3 anti-P329G de | véase latabla 2 6

Kabat

Fusion anti-P329G- EVKILLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWV 48

Fab-cadena pesada- RQAPGKGLEWIGEITPDSSTINY TPSLKDKFIISRDNAKN

CD28ATD-CD28CSD- | TLYLQMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWFASWGQGT

CD3zSSD pETR17594 | [ yTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKK VEPKSCGGGGS
FWVLVVVGGVLACYSLLVIVAFIIFWVRSKRSRLLEIISD
YMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSRVKESRS
ADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDP
EMGGKPRRENPQLEGL YNELQKDKMALAYSEIGMKGE
RRRGKGIIDGLYQGLSTATKDTYDALIIMQALPPR

Cadena pesada anti- EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMNWV 49

P329G-Fab RQAPGKGLEWIGEITPDSSTINY TPSLKDKFIISRDNAKN
TLYLOMIKVRSEDTALYYCVRPYDYGAWIFASWGQGT
LVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTOTYICNVNIIKPSNTK VDKK VEPK SC

Cadena ligera anti- QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTSNY ANWY 50

P329G-Fab QEKPDHLTITGLIGGTNKRAPGVPARISGSLIGDKAALTI
TGAQTEDEAIYFCALWYSNIIWVFGGGTKLTVLRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDRSKDSTYSLSSTLTLLSKADYEK
HEVYACEVTHOQGLSSPVTESFNRGEC

VL anti-P329G véase la tabla 4 33

CL véase la tabla 6 42

VH anti-P329G véase la tabla 4 32

CHA1 véase la tabla 6 43

CD28ATD-CD28CSD- véase la tabla 2 14

CD3zSSD

Tabla 9: Secuencias de ADN de anti-P329G-Fab:
Construccion Secuencia de ADN SEQ ID NO
Fusién anti-P329G-Fab- | ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA 51
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GTGGCACACCAGTCATACCTTGATCAAGCACTTCTGT
TTCCCCGGACTGAGTATCAATAGGCTGCTCGLCGCGG

CTGAAGGAGAAAACGTITCGITACCCGACCAACTACT
TCGAGAAGCTTAGTACCACCATGAACGAGGCAGGGT
GTTTCGCTCAGCACAACCCCAGTGTAGATCAGGCTG

ATGAGTCACTGCAACCCCCATGGGCGACCATGGCAG
TGGCTGCGTTGGCGGCCTGCCCATGGAGAAATCCAT

GGGACGCTCTAATTCTGACATGGTGTGAAGTGCCTAT
TGAGCTAACTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGATTGCGGC
TAATCCTAACTGCGGAGCACATGCTCACAAACCAGT

GGGTGGTGTGTCGTAACGGGCAACTCTGCAGCGGAA
CCGACTACTTTIGGGTGTCCGTGTTICCTTTITATTICCTA
TATTGGCTGCTTATGGTGACAATCAAAAAGTTGTTAC
CATATAGCTATTGGATTGGCCATCCGGTGTGCAACA

GGGCAACTGTTTACCTATTTATTGGTTTTGTACCATT

ATCACTGAAGTCTGTGATCACTCTCAAATTCATTTIG
ACCCTCAACACAATCAAACGCCACCATGGGATGGAG
CTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACCGGT
GTGCACTCCGAGGTGAAGCTGCTGGAGAGCGGCGGC
GGCCTGGTGCAGCCCGGCGGCAGCCTGAAGCTGAGC
TGCGCCGCCAGCGGCTTCOGACTTCAGCAGGTACTGG

ATGAATUTGGGTGAGGCAGGCLCCCGGUCAAGGGTICTG
GAGTGGATCGGCGAGATCACCCCCGACAGCAGCALCC
ATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGGACAAGTTCATC

ATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGGACACCGCCCTIG
TACTACTGCGETGAGGCCCTACGACTACGGCGLCCTGG

TTCGCCAGCTGGGGUCCAGGGCACCCTGUETGACCGE TG
AGCGCCGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTICCLC

CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACA
GCCGCTCTGGOGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG
AGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGCOTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAG
TTCTGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTG
CCTTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGGAGGGGGCGGA
TCCTTCTGGGTGCTGGTGGTGGTGGGCGGCGTGCTGG
CCTGCTACAGCCTGCTGGTGACCGTGGCCTTCATCAT
CITCTGGGTGAGGAGCAAGAGGAGCAGGCTGCTGCA
CAGCGACTACATGAACATGACCCCCAGGAGGCCCGG
CCCCACCAGGAAGCACTACCAGCCCTACGLCCCCCCC
CAGGGACTTCGCCGCCTACAGGAGCAGGGTGAAGTT
CAGCAGGAGCGCCGACGCCCCCGCCTACCAGCAGGEG
CCAGAACCAGCTGTATAACGAGCTGAACCIGGGCAG
GAGGGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGAGGAGGG
GCAGGGACCCCGAGATGGGCGGCAAGCCCAGGAGG
AAGAACCCCCAGGAGGGCCTGTATAACGAGCTGCAG
AAGGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGG

CATGAAGGGCGAGAGGAGGAGGGGCAAGGGCCACG
ACGGCCTGTACCAGGGCCTGAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGLCCC

CCAGG

VL anti-P329G véase la tabla 5 37
CL véase la tabla 7 45
VH anti-P329G véase la tabla 5 36
CHA1 véase la tabla 7 46
CD28ATD-CD28CSD- véase la tabla 3 27

CD3zSSD
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Fusién anti-P329G-Fab-
cadena pesada-
CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD-eGFP
pPETR17594

ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAA
CAGCTACGGGTGTGCATTCCCAGGCCOGTGGTGACCC
AGGAGAGCGCCCTGACCACCAGCCCCGGCGAGACCG
TGACCCTGACCTGCAGGAGCAGCACCGGCGCCGTGA
CCACCAGCAACTACGCCAACTGGGTGCAGGAGAAGC
CCGACCACCTGTTCACCGGCCTGATCGGCGGCACCA
ACAAGAGGGCCCCCGGCGTGCCCGCCAGGTTCAGCG
GCAGCCTGATCGGCGACAAGGCCGCCCTGACCATCA
CCGEUCGCCCAGACCGAGGACGAGGCCATCTACTTCT
GCGCCCTGTGGTACAGCAACCACTGGGETGTTCGGCG
GTGGCACCAAGCTGACCGTGCTGCGTACGGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCITCCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGG
AAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGC
AGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG
CTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGGAATTCCCCGAAGT
AACTTAGAAGCTGTAAATCAACGATCAATAGCAGGT
GTGGCACACCAGTCATACCTTGATCAAGCACTTCTGT
TTCCCCGGACTGAGTATCAATAGGCTGCTCGCGCGG
CTGAAGGAGAAAACGTTCGTTACCCGACCAACTACT
TCGAGAAGUCTTAGTACCACCATGAACGAGGCAGGGT
GTTTCGCTCAGCACAACCCCAGTGTAGATCAGGCTG
ATGAGTCACTGCAACCCCCATGGGCGACCATGGCAG
TGGCTGCOTTGGCGGCCTGCCCATGGAGAAATCCAT

GGGACGCTCTAATICTGACATGGTGTGAAGTGCCTAT

TGAGCTAACTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGATTGCGGC
TAATCCTAACTGCGGAGCACATGCTCACAAACCAGT
GGGTGGTGTGTCGTAACGGGCAACTCTGCAGCGGAA
CCGACTACTTTGGGTGTCCOGTGTTTCCTTTTATTCCTA
TATTGGCTGCTTATGGTGACAATCAAAAAGTTGITAC
CATATAGCTATTGGATTGGCCATCCGGTGTGCAACA
GGGCAACTGTTTACCTATTTATTGGTTTTGTACCATT
ATCACTGAAGTCTGTGATCACTCTCAAATTCATTITG
ACCCTCAACACAATCAAACGCCACCATGGGATGGAG
CTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTACCGGT
GTGCACTCCGAGGTGAAGCTGCTGGAGAGCGGECGEGC
GGCCTGGTGCAGCCCGGCGGCAGCCTGAAGCTGAGC
TGCGCCGCCAGCGGCTTCGACTTCAGCAGGTACTGG
ATGAACTGGGTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGGGTCTG
GAGTGGATCGGCGAGATCACCCCCGACAGCAGCACC
ATCAACTACACCCCCAGCCTGAAGGACAAGTTCATC
ATCAGCAGGGACAACGCCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGATCAAGGTGAGGAGCGAGGACACCGCCCTG
TACTACTGCGTGAGGCCCTACGACTACGGCGCCTGG
TTCGCCAGCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCETG
AGCGCCGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCC
CTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGLACA
GCCOGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG
AGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGA
CCTCCGGCOGTGCACACCTTCCCCGCCOGTGCTGCAGAG
TTCTGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTG
CCTTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGGAGGGGGCGGA
TCCTTCTGGGTGCTGGTGETGGTGGGECEGECETGECT GG

52
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CCTGCTACAGCCTGCTGGTGACCGTGGCCTTCATCAT
CTTCTGGOTCAGOAGCAAGAGCGAGCAGGCTGCTGCA
CAGCGACTACATGAACATGACCCCCAGGAGGCCCGG
CCCCACCAGGAAGCACTACCAGCCCTACGCCCCCCC
CAGGGACTTCGCCGCCTACAGGAGCAGGGTGAAGTT
CAGCAGGAGCGCCGACGCCCCCGUCTACCAGCAGGE
CCAGAACCAGCTGTATAACGAGCTGAACCTGGGCAG
GAGGGAGGAGTACGACGTGCTGGACAAGAGGAGGG
GCAGGGACCCCGAGATGGGCGGCAAGCCCAGGAGG
AAGAACCCCCAGGAGGGCCTGTATAACGAGCTGCAG
AAGGACAAGATGGCCGAGGCCTACAGCGAGATCGG
CATGAAGGGCGAGAGGAGGAGGGGCAAGGGCCACG
ACGGCCTGTACCAGGUGCCTGAGCACCGCCACCAAGG
ACACCTACGACGCCCTGCACATGCAGGCCCTGCLCC
CCAGGTCCGOAGAGGGCAGAGOAAGTCTTCTAACAT
GCOGOGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCTAGGGTGA
GCAAGGGCOAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCA
TCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACA
AGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCA
CCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCA
CCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGA
CCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTA
CCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC
CGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCAT
CTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGC
CGAGGTGAAGTTCCAGGGCGACACCCTGGTGAACCG
CATCGAGUTGAAGGGCATCGACTTCAAGCAGGACGE
CAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCOACANAGCAGAA
GAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAA
CATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTA
CCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGET
GCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGC
CCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACAT

Tabla 10: Secuencias de aminoacidos de anti-AAA-scFv

Kabat

Construccion Secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
CDR H1 anti-AAA de BN 53
Kabat

CDR H2 anti-AAA de SRRy 54
Kabat

CDR H3 anti-AAA de LN YAMDY 55
Kabat

CDR L1 anti-AAA de RESOTIVEISTHITYLE 56
Kabat

CDR L2 anti-AAA de BAVEDEHES 57
Kabat

CDR L3 anti-AAA de FOmNTIVEYT 58
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cadena pesada-
CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD

ATIER0O6EY
TLANEYY

LESRVVTVE %‘:. ELGTOTYTONVHIE
“\l‘ (J*Lrut REWVLYVYLGVLLALUYSLL
..L‘{*\IJ fMNM I }‘.:?._[*{PI JP \K 1 '1 gd]

i ‘v"{,. DER

X ;‘e‘[»:;r”*" Rt““{I‘}}"FZMG(EKI-*RRK?{PQF{’ YNE
L QKDRMATATSEI GUKGERRRGKGTTIGL YOO STAT

KTV DALIIWOALRTR

Fusion anti-AAA-scFv- 59
CD28ATD-CD28CSD-
CD3zSSD
WREXRARLLITSDYRARRT T"G:RTJ{_\ TRKI TYQRY, ’J’F‘?{T)F
SAAYRSRVEFAREADAPAY QOGORNOLY NELNLGRRELY
I L DR B RGRIPEMOGR PR R PR GLYNEL QRIZEMA
FAYARIGMEK GERRRGERGTINGEYQGLSTATRIVTY IR
MOALTPTR
Anti-AAA-scFv AMRPGLALYPLALTLESG VUL VR, 60
ERUAASGIIISSY OIS W Y
] TNV tr] ¥ [ [‘*slx[}H hN
v Y LTT‘@TT _:
VH anti-AAA 61
VL anti-AAA . a 62
-A.H t)KPhL}‘«[*‘ RE
B ISRVEA T L."ﬂ‘[‘ {
Tabla 11: Secuencias de aminoacidos de anti-AAA-Fab
Construccién Secuencia de proteina SEQ ID NO
CDR H1 anti-AAA de véase la tabla 10 53
Kabat
CDR H2 anti-AAA de véase la tabla 10 54
Kabat
CDR H3 anti-AAA de véase la tabla 10 55
Kabat
CDR L1 anti-AAA de véase la tabla 10 56
Kabat
CDR L2 anti-AAA de véase la tabla 10 57
Kabat
CDR L3 anti-AAA de véase la tabla 10 58
Kabat
Fusiéon anti-AAA-Fab- 63
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AAA-Fab

Cadena pesada anti-

BARF ]
LECAASOL
I¥y l""“:»"-"’xiv
CARLGHMIY
APRNKEISOGL : :

"H'l‘l'}"‘ .’LI\( JL BN I VERRSL i "Lfl\ &hH-.-M.

64

Cadena ligera anti-
AAA-Fab

STCHT 7L

‘cu.‘nl’.‘(.i..l,.i.‘i. -
\IHH_ VEABDLOGN Y YOPDOBHYP Y T OGG TRLEIKIR Y S,
APRVEIPEL0LG PLASYVOLLMNNE YPREARK VWK
VIERAL QSRS RN TEOQDEKDATY STLAR T TLERAIYYE
BRIV AL HT('JE;\ SV TE STNRGTIC

N‘l{l ‘-:h \J I}HJ. ":s(s NOLLITEL,

65

VL anti-AAA

véase la tabla 10

62

CL

véase la tabla 6

42

VH anti-AAA

véase la tabla 10

61

CHA1

véase la tabla 6

43

Tabla 12

Construccion

Secuencia de aminoacidos

SEQ ID NO

CD27 humano

GETE PG LT
PR SLOLN RERT S AL

,.gL\»lll.:({ii'.lL(k(liH{lii|l{ III\"._
et AU TR T GO NGAL
"L A “R_(:E_, (IL 00N (_'fif.,'l“

O AT A
TG0
S
CONTRATTY 3
CHPEH RO G (J I’ l l i l AT S
OO AT A ACAAALTOIT AN 1(1.(
COAACTGTO A TT' '\'T “&I.'"" ("Tfi‘i 5 .L h‘fl’ i
ALNGLUALLA 1 LN

66

CD27 humano

FAPRKSCPERITY WA G
KLCCOMCEFGTRLVE DT isih.;k.xﬁgi.’!.JI‘C NFWEERITY
TOITRTIIC 3 ARCACRNOEANG
: 'TET}RT( 3 .Pi}ﬁT”i?TJ’“‘.‘"‘JSFﬁ

Lo

£ R Tl._.'

VAR i\,lq‘hk\ [“\-Nk( g
I{_}I G R DL PALSE

67
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CD27 murino

APGOOGT
[ L
AACAGIE

R CGECGCCHIAT TGO EGCATGITG
TGO CTEAGLGUGALCUTGGUGCL T

KIS S i‘{lﬁ@\ﬂi‘ AUA P TGUAL GO0

K l(; ['G: {. PGECGCATGT G fm A CALCLTTT

f.i*‘ul“f;“x(.f '-Jl{JL': k{nﬂL“
fr; A OAGCGCOA L i';'i. {3
AN A ADUGGUETTTY

68

CD27 murino

M AWTFR Y WO T VG EA TLAFEUPIIR T TY W Ty
CLOURMOEPO TR VEDCTDR T AN DPCTPCTEF AR
THLAPLG LR R U NSRS CTY AN & LG
RIMGRCTRCDPPLNEALTRQESRE TR POPRETHLEHGTRER
PSR HLHROQLENETY Y SQRESHRPLOSSOUCEUE W L sEME
LIEVLGAILL FROREMHGPRELEOAEFLERCP Y SUPEER
EsATPIORTYYRETEFAEYTE

SRS W

69

CD28 humano

ATGUTGCOCUTGUTGU T OC OO T AAMC T T ICUDA
GOAT I AT AT GO AR AARS T T AT GRAAD
A A AL A E,J(f-l!l{ll{ffl'l fl.l"\.lcl-:'b, -‘;-’-*l MR UGN E R
RN R BTCT S KNP OY, L ’ !
COAA T TOOUGUGAGTT J. ﬁ._1f_.s'i I
CEADGO T RAA T E TG 'fjﬁ}'i'(;! {
AU NGO Tf.'.";i. Pl '.-"‘w."['..:"-,{’rf‘.-'”h‘a.- '.;J\LL(J'L?L‘l H
(I ECTNEN .. T, AADGA AAGOGTGACOTT
TITATO TG ATAADDT LrT-“a TETGAACTAGAT L (‘l '\Tu T'T
TA TTTTT “w"‘s. "x “STTG '{V:?G ‘aT[ T \Tf f. -

YT KJH!E
ll'i Lmi ifJ{

L AR A GGG MG AT P A AU AT
A G AT G N Sk AAACATLAL

CAGCUNTAT (RO Li-l._'[_;f Gl TGO TA T
GUAGL

70

CD28 humano

wr‘m WVREK RS LIS
Y MMM TERREGE SR H YO Y APPROIAA YRS

."diR l,‘ Al "”\’] l"l""\"[l’?ﬂ,"'j‘{}\?hﬁl 3;1‘1‘%”»11 ""\"z"l)‘\i’*”i‘_\fl.;

71
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CD28 murino

ATGATCETGUGUDTOCTOITTC TG GUGUIGAMI ET LT
P AGUEFIGCAGH TGATCHAASNACAAAATTC GOTG f'"i
LU\/ ;'[_1 SATCCAS T J.fJLJ;fJ’{Tl(J'-Ja{J. ™ fJL:\ﬁ LI L?

4\
;‘L,"« “L 1[ -J{ [Jf £ .J\,(’KJ"-J( X'[ (_ i
AAUA T TG GOUA AL "'i.{u"‘a(r
.l'."i‘TTT:' £ fﬂ.ﬂ. ITfr‘in LTV Tk k EEAIW
GO TOO TG TT Y VOLT AR CT
OGO TE GTEIRATTTHOALCAAD i’ﬁhf iy iri CAKD
it i A LAGEA TTATA THAAUATO AT ’: {1
OGO AT A A AL TA T
e SR AR A

AL lili:ﬁl
TE ,&j"&,l i,"‘!.‘

72

CD28 murino

IR SEESVOY .N.

%LRI':\*NL SE LI EASLYROYN ‘>L‘“-,L'\a’f VC_:I\L-.A\l--
B .‘a”ﬂ ‘\} t NLI}trI} PN ETVTTERTL WL YR TINYFCR
LSNGTTIITKER IO TOSSVELFWAT

L ’.‘ »3\| [ '-J[-n THSRRNELLEARRY M

73

CD137 humano

TICLG
¢ v CAGTCCCRTOUT
CUAAATAG L T UTCCAGCGUALGTOG AAAAGGALT
LGTGACALATGUAGGE At;u.mmmm TICAGE
ATGCAGAL

‘\( 1[ 'L-"‘f :1.1| 1” ll
Ll‘-.}!l.](!i. \-uL,-H.fTT{-.I l' A
CAAGAADTOAUSAAAAA AL
LG nAL?:-’—‘QI"I"I‘A;%E.I(j&l'(:ﬁﬂiﬁ\%»ﬂi L;'l'i L'-{ &4 ( l[.li
Ao T A AR A GO YT
Gt Hu“ﬁxlfrilhﬂ( AR AL flleJ-'.LL
PHGEACTATCTOCAGECEAC T L
1 .L‘[ POGATEOLGE

A OAAGAGULALGA
11 LuL-“Lin_llf_ L0 IO ) O B i B llui e ll'_uﬁ;
it f'LLllLf_ f:i Il.rls

LCTCCTGTATA I.‘\T H, "w’k ‘ai AU Ls’ﬁ TTTATTAL ‘
{3 ru.\.\.{z.-\.,TR FGUTGTAGCTGOE
AATAATRAGTTATOT A AT

74

CD137 humano

inrN’%L\ N”. ST, "r."] \FFRT {%}.QIWCSN CP.&G’I’F{‘T)

75
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CD137 murino

i ‘-\Tﬂ \TT(I A ‘xﬂf\lk TTT( X”Tirf* T"\lklt EL

AUTOHACLCO T GAASAALN TN *J{ A mt

r‘tf_ Y ’“L,'\L AL AAAC “\& { (Ji_' 5 N
IO ATL '|"l “'l"\'l. IEE

: TTrrla TYAC
!1,‘.1‘{:-‘1@'_5,-"\] TG A AAAAN

76

CD137 murino

'%» 4y LLL. G‘E‘."‘Liif; ‘v.-"{‘.}j‘;h“{ﬂ&éﬂt‘_fDNt'.?QFfj'l'.l"

KR PG TR
'f_ SLIMEREVL K']"{':’
_ TR OVLT

N \1-*? F{i‘\.vTRKA I'PI“H'KQ,"’TRT{ FT
GAAQEEDAUSURCPOLEEG UGG YT

77

0OX40 humano

ATETO S CETY COGLOGLOEG
J.{_-d,.L_I{,.(J‘[ﬁf,.\.il_'l{f SE T T ST R 2 T T I R S ST T R O . A o

AUCGTGALDGOCOTGEA L TOL GUOATAUCTAL
CLGALGEAACGA J f.(ﬂ? lLr[ POCCATRAATOOLEGUERG
G A GEHREAT ) ”(I(_(xf E ~L (T( ."'ﬂTCL M
AACACT uTGT-{;L,E“\t LA g

1347 {,{ [ fJf f_:{i[_lL"‘
Lfrhl: 3 ]fJ{L'!..l l'h

E L"H(,_lL{
(rf_L’L{“LLG( G
'\(?L’fﬂ ':,TLnft.v.[ﬂ. A ACE

;"-,L-“.};“'L.;:’\{_’v;‘r(.‘i‘f.}'tf{Jl..rﬁ H f.ri_ AT "‘hf ‘\f £y i:;kni.t: LA "n.l

T

78
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0OX40 humano

LLLLGLGTATVTOLIIC VAR TY

Ll,h‘-.e,}\l ¥ ( R} E GG Yad

N CRORA

CRPWTSGT

) HT] % [SPQGE R AR

";"c'"{‘)T"I"F%“n?'T’R'ThtJ(}‘“"%'IT% ‘»*]'.ﬁ..'P(.»Lm [{ i .’\.‘t,TI.LrE.{vrT,‘ﬂ,
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REIVINDICACIONES

1. Un receptor de unién a antigeno que comprende un dominio transmembranario de anclaje y un dominio
extracelular que comprende un resto de union a antigeno, en el que el resto de unién a antigeno se puede unir
especificamente a un dominio fragmento cristalizable (Fc) mutado pero no se puede unir especificamente al
dominio Fc original no mutado, en el que el resto de unién a antigeno es un scFv, en el que el dominio Fc original
no mutado es un dominio Fc de IgG1 humana, en el que el dominio Fc mutado es un dominio Fc de IgG1 humana
que comprende solo las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G, y en el que el receptor de unién a
antigeno comprende ademas al menos un dominio de sefalizacién estimulante y, opcionalmente, al menos un
dominio de sefializacién coestimulante.

2. El receptor de unién a antigeno de la reivindicacién 1, en el que el dominio transmembranario de anclaje es
un dominio transmembranario seleccionado del grupo que consiste en el dominio transmembranario de CD8, de
CD3z, de FCGR3A, de NKG2D, de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10 o de DAP12, en
particular, en el que el dominio transmembranario de anclaje es el dominio transmembranario de CD28.

3.  El receptor de union a antigeno de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el al menos un dominio
de sefializacidn estimulante es el dominio intracelular de CD3z.

4.  El receptor de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el al menos un
dominio de sefializacion coestimulante se selecciona individualmente del grupo que consiste en el dominio
intracelular de CD27, de CD28, de CD137, de OX40, de ICOS, de DAP10y de DAP12, en particular, en el que el
al menos un dominio de sefializacion coestimulante es el dominio intracelular de CD28.

5. Elreceptor de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el receptor de unién
a antigeno comprende un dominio de sefalizacién estimulante que comprende el dominio intracelular de CD28, y
en el que el receptor de unién a antigeno comprende un dominio de sefializacion coestimulante que comprende el
dominio intracelular de CD3z.

6. El receptor de union a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el fragmento scFv
se conecta en el extremo C al extremo N del dominio transmembranario de anclaje a través de un conector
peptidico.

7.  El receptor de unidén a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el resto de unién a
antigeno comprende:

(i)  unaregidn variable de la cadena pesada (VH) que comprende

(a) la secuencia de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada (CDR
H) 1 RYWMN (SEQ ID NO: 1);

(b) la secuencia de aminoacidos de CDR H2 EITPDSSTINY TPSLKD (SEQ ID NO: 2); v
(c) la secuencia de aminoacidos de CDR H3 PY DY (1AWFAY (SEQ ID NO: 3); vy
(i) unaregidn variable de la cadena ligera (VL) que comprende

() lasecuencia de aminoacidos de la regidn determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR
L) 1 RSSTGAVTTSNYAN (SEQ ID NO: 4)

(d) la secuencia de aminoacidos de CDR L2 GTNKRAP (sEQ ID NO: 5); y
(e) la secuencia de aminoacidos de CDR L3 ALWYAKITWY (SEQ ID NO: 6).

8. Un linfocito T transducido que puede expresar el receptor de union a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

9.  Un polinucledtido aislado que codifica el receptor de union a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

10. Unvector, en particular, un vector de expresién, que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 9.

11. Un linfocito T transducido que puede expresar el receptor de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.
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12.  Un kit que comprende

(A) un linfocito T transducido que puede expresar el receptor de uniéon a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1a7;y

(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado, en el que el dominio Fc mutado es un dominio Fc de
IgG1 humana que comprende solo las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G.

13.  Un kit que comprende

(A) un polinucleotido aislado que codifica el receptor de unién a antigeno de una cualquiera de las
reivindicaciones 1a7;y

(B) un anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado, en el que el dominio Fc mutado es un dominio Fc de
IgG1 humana que comprende solo las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G.

14. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 12 0 13, en el que el anticuerpo que comprende el dominio Fc
mutado se puede unir especificamente a un antigeno expresado sobre |la superficie de una célula tumoral.

15. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el anticuerpo que comprende el dominio Fc
mutado se puede unir especificamente a un antigeno seleccionado del grupo que consiste en proteina de
activacion de fibroblastos (FAP), antigeno carcinoembrionario (CEA), mesotelina (MSLN), CD20, receptor de folato
1 (FOLR1) y tenascina (TNC).

16. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 para su uso como medicamento.

17. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 14 0 15 para su uso en el tratamiento de una neoplasia
maligna.

18. El linfocito T transducido de la reivindicacién 11 para su uso como medicamento, en el que el linfocito T
transducido de la reivindicacion 11 se administra en combinacidn con un anticuerpo que comprende un dominio Fc
mutado, en el que el dominio Fc mutado es un dominio Fc de IgG1 humana que comprende solo las mutaciones
aminoacidicas L234A, L235A y P329G, y en el que el linfocito T transducido se administra antes de,
simultdneamente con o después de la administracion del anticuerpo que comprende un dominio Fc mutado.

19. El linfocito T transducido de la reivindicacién 11 para su uso en el tratamiento de una neoplasia maligna, en
el que el tratamiento comprende la administracion del linfocito T transducido de |a reivindicacion 11 en combinacién
con un anticuerpo que se puede unir especificamente a un antigeno expresado sobre la superficie de una célula
tumoral que comprende un dominio Fc mutado, en el que el dominio Fc mutado es un dominio Fc de IgG1 humana
que comprende solo las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G, y en el que el linfocito T transducido
se administra antes de, simultaneamente con o después de la administracion del anticuerpo que comprende un
dominio Fc mutado.
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