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DESCRIPCION
Célula T que expresa un receptor de célula T gamma-delta (TCR) y un receptor de antigeno quimérico (CAR)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a células T inmunoterapéuticas. En particular, la invencién proporciona células T
gamma-delta inmunoterapéuticas que comprenden un receptor de antigeno quimérico (CAR).

Antecedentes de la invencion

Los receptores de antigenos quiméricos (CAR) desarrollados para la inmunoterapia contra el cancer combinan un
dominio de reconocimiento de antigeno extracelular con dominios de sefializacion especificos para las células
efectoras en una sola molécula. El sistema CAR mas comun consiste en un dominio de reconocimiento de antigeno
derivado de un anticuerpo monoclonal fusionado con dominios de sefializacién que proporcionan sefiales activadoras
para las células T.

Normalmente, los dominios de sefializacién de un CAR proporcionan sefiales de citotoxicidad, proliferaciéon y
supervivencia para activar la célula efectora tras la unién del antigeno al dominio de reconocimiento de antigeno
(sefiales 1y 2).

Drew C Deniger et al.: "Bispecific T-cells Expressing Polyclonal Repertoire of Endogeneous [gamma][delta] T-cell
Receptors and Introduced CD19-specific Chimeric Antigen Receptor", Molecular Therapy, vol. 21, n.2 3, 1 de marzo de
2013, paginas 638-647, analizan la expresién de un receptor de antigeno quimérico especifico de CD19 en células T
gamma delta.

Pizzitola Irene et al.: "In vitro Comparison of Three Different Chimeric Receptor-modified Effector T-cell Populations for
Leukemia Cell Therapy", Journal of Immunotherapy, Lippincott Williams & Wilkings Inc., vol. 34, n.® 6, 1 de julio de
2011, paginas 469-479, analizan la identificacion del subtipo efector de células T Optimo para la terapia celular adoptiva
con células T modificadas con receptores quiméricos.

En la publicacion internacional WO2014/186469 A2 se analizan los TCR receptores de células T gamma delta y un
receptor de antigeno quimérico CAR que comprende un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion
coestimulador DAP-10.

Una limitacién de esta tecnologia es la posible “toxicidad en la diana-fuera del tumor”. Esta toxicidad se debe al
reconocimiento de niveles bajos de un antigeno asociado al cancer, reconocido por un CAR, en tejidos normales. Por
ejemplo, GD2 es una diana para el neuroblastoma, pero también se expresa en nervios; y el PSMA es una diana para
las células de cancer de prostata, pero también se encuentra en células normales de rifidén, higado y colon, y astrocitos
cerebrales. Este problema es mas grave en tumores solidos, donde existe escasez de dianas altamente selectivas.

Por lo tanto, existe una necesidad de inmunoterapias contra el cancer que aborden los problemas anteriores.
Sumario de aspectos de la invenciéon

Los autores de la presente invencién han determinado un mecanismo para reducir la “toxicidad en la diana-fuera del
tumor” usando CAR en células T gamma delta (yd). En el sistema descrito en el presente documento, se utiliza un
CAR para proporcionar una sefial coestimuladora (sefial 2) a una célula T yd tras la union del antigeno al dominio de
reconocimiento de antigeno del CAR. De esta manera, la sefial 2 solo se proporciona a la célula T tras la union del
CAR a su antigeno diana (Figura 2A). La sefial 1 para la activacion de células T yd es proporcionada por el TCR
enddgeno, que es activado por sefiales de peligro, tales como fosfoantigenos.

Una célula T yd requiere tanto la sefial 1 como la sefial 2 para una funcién efectora éptima. Por lo tanto, en el sistema
presente, la célula T yd solo estara activada completamente para la citotoxicidad, proliferacion y secrecion de citocinas
si la célula diana: (i) expresa el antigeno reconocido por el CAR; y (ii) expresa sefiales de peligro reconocidas por el
TCR yd endégeno.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona una célula T que expresa un receptor de células
T gamma-delta (TCR) y un receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde el TCR se usa para proporcionar una
sefial 1 para la activacion de las células T yd y el CAR se usa para proporcionar una sefial coestimuladora 2, en donde
el CAR comprende:

(i) un dominio de unién al antigeno;
(ii) un dominio transmembrana; y

(iiiy un dominio de sefializacion intracelular coestimulador de un correceptor de sefializacién de células T que, al unirse
el antigeno al dominio de unién al antigeno del CAR, proporciona una sefial coestimuladora y transmite la sefial 2 a la
célula T gamma delta y no transmite la sefial 1 a la célula T gamma delta tras la unién del antigeno diana;
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el TCR gamma delta y el CAR dispuestos de tal manera que el TCR gamma delta proporciona la sefial 1 y el CAR
proporciona la sefial 2 tras unirse a cada receptor respectivamente, en donde la célula T gamma delta solo estara
completamente activada y sera capaz de destruir una célula diana que exprese un primer antigeno capaz de unirse
al TCR gamma delta y un segundo antigeno que sea capaz de unirse al CAR; y

en donde el dominio de sefializacidn intracelular comprende un dominio de sefializacion DAP10;
en donde el dominio de unién al antigeno es capaz de unirse a GD2 o CD33;
en donde el dominio transmembrana comprende un tallo de CD8 o un dominio transmembrana de CD28; y

en donde el CAR comprende ademas un dominio espaciador entre el dominio de unién al antigeno y el dominio
transmembrana; y

en donde el dominio espaciador esta definido por una regién Fc.

Asi pues, la unién de un primer antigeno al TCR yd da como resultado la produccién de la sefial 1 y la unién de un
segundo antigeno al dominio de unién al antigeno del CAR da como resultado la produccion de la sefial 2.

Se describe en el presente documento por referencia, que el dominio de unién al antigeno puede ser capaz de unirse
a un antigeno asociado a un tumor (TAA), CD19 o EGFR.

El dominio de union al antigeno es capaz de unirse a GD2 o CD33.

Se describe en el presente documento por referencia, que un dominio de sefializacién intracelular puede comprender
el dominio de sefializacién de CD28, CD27, 41BB, OX40, CD30, IL2-R, IL7-R, IL21-R, NKp30, NKp44 o DNAM-1
(CD226).

El dominio transmembrana del CAR comprende un tallo de CD8 o un dominio transmembrana de CD28.
El dominio de sefializacion intracelular del CAR comprende el dominio de sefializacion de DAP10.
El CAR comprende ademés un dominio espaciador entre el dominio de unién al antigeno y el dominio transmembrana.

El TCR yd puede ser capaz de unirse a un complejo fosfoantigeno/butirofilina 3A1; cadena A relacionada con el
complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MICA), cadena B relacionada con el complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MICB); ligando 1-6 de NKG2D (ULBP 1-6); CD1c; CD1d; receptor de proteina C endotelial
(EPCR); lipohexapéptidos; hicoeritrina o histidil-ARNt-sintasa.

El CAR puede comprender una de las siguientes secuencias de aminoéacidos:
SEQ ID NO: 1 (CAR aCD33-Fc-DAP10)

MAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRASEDIYFNLVWYQ
QKPGKAPKLLIYDTNRLADGVYPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNY
PLTFGQGTKLEIKRSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSRSEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGFTLSNYGMHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGGSTYYRDSVKGRFTISR
DNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQDAYTGGYFDYWGQGTLYTVSSMDPAEPK
SPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVYDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTYDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTOKSLSLS
PGKKDPKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVCARPRRSPAQEDGKVYINMPGR
G

SEQ ID NO: 2 (CAR aGD2-Fc-DAP10)
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METDTLLLWVLLLWVYPGSTGQVQLQESGPGLVKPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWY
RQPPGKGLEWLGYIWAGGSTNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVY
YCAKRSDDYSWFAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGEGSGGGGSENQMTQSPSSLSA
SVGDRVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGKAPKYWIYSTSNLASGVPSRFSGSGS
GTDYTLTISSLAQPEDFATYYCQQYSGYPITFGQGTKVEIKRSDPAEPKSPDKTHTCP
PCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEY
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPRPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKKDPKF
WVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVYCARPRRSPAQEDGKVYINMPGRG

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un CAR que comprende: (i) un dominio de unién al
antigeno; (ii) un dominio transmembrana; y (iii) un dominio de sefializacidén intracelular, en donde el dominio de
sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacion intracelular coestimulador de DAP10 pero no
comprende un endodominio de CD3; en donde el CAR comprende: un dominio de unién al antigeno capaz de unirse
a GD2 o CD33; un dominio transmembrana que comprende un tallo de CD8 o un dominio transmembrana de CD28;
y un dominio espaciador entre el dominio de union al antigeno y el dominio transmembrana, en donde el dominio
espaciador esta definido por una regién Fc.

Se describe en el presente documento por referencia, un dominio de sefializacion intracelular coestimulador que puede
seleccionarse de un dominio de sefializacion de CD28, CD27, 41BB, OX40, CD30, IL2-R, IL7-R, 1L21-R, NKp30,
NKp44 o DNAM-1 (CD226).

También se describe en el presente documento por referencia, un CAR que comprende un dominio de unién al
antigeno; un dominio transmembrana; y un dominio de sefializacidn intracelular,

en donde el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacion de DAP10. El dominio de
sefializacion intracelular puede consistir en o consistir esencialmente en un dominio de sefializacién de DAP10.

El dominio de sefializacién intracelular del CAR segln el segundo aspecto de la invencién no comprende un
endodominio de CD3.

El CAR segln el segundo aspecto de la invencion puede ser un CAR como se define en el primer aspecto de la invencion.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR como
se define en el segundo aspecto de la presente invencion.

En un cuarto aspecto, la presente invencidén proporciona un vector que comprende una secuencia de acido nucleico
como se define en el tercer aspecto de la invencion.

El vector puede ser un vector retroviral, un vector lentiviral o un transposoén.

En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere a un método para preparar una célula segun el primer aspecto
de la invencién, que comprende la etapa de introducir: una secuencia de acido nucleico segun el tercer aspecto de la
invencion o un vector segln el cuarto aspecto de la invencion en una célula.

El método puede comprender la etapa de estimular la célula con un agente estimulador de células T gamma delta.

El agente estimulador de células T yd puede seleccionarse, por ejemplo, de pirofosfato de isopentenilo (IPP); analogos
de IPP tales como pirofosfato de bromohidrina y pirofosfato de (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo; e inhibidores de la
farnesil pirofosfato sintasa (FPPS) tales como aminobisfosfonatos (p. €j., zoledronato o pamidronato).

La célula puede ser de una muestra aislada de un sujeto.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una célula
segun el primer aspecto de la presente invencién.

En un séptimo aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica segun el sexto aspecto de la
invencion para usar en el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad.

El método puede comprender la etapa de administrar un agente estimulador de células T yd al sujeto.

El agente estimulador de células T yd puede seleccionarse, por ejemplo, de pirofosfato de isopentenilo (IPP); analogos
de IPP tales como pirofosfato de bromohidrina y pirofosfato de (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo; e inhibidores de la
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farnesil pirofosfato sintasa (FPPS) tales como aminobisfosfonatos (p. €j., zoledronato o pamidronato).
El método puede comprender las siguientes etapas:
(i) aislamiento de una muestra que contiene células de un sujeto;

(i) transduccion o transfeccion de células con: una muestra de acido nucleico segun el tercer aspecto de la presente
invencidn o un vector segun el cuarto aspecto de la presente invencién; y

(iii) administrar las células de (ii} al sujeto.

En un octavo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica seguin el sexto aspecto de la
presente invencién para usar en el tratamiento del cancer.

Se describe en el presente documento por referencia, el uso de una célula segun el primer aspecto de la presente
invencién en la fabricacion de un medicamento para tratar y/o prevenir una enfermedad.

La enfermedad descrita en el presente documento puede ser cancer, infeccién microbiana o infeccion viral.

Por lo tanto, la presente invencioén proporciona una célula T yd que solo es activada completamente, y por lo tanto es
capaz de destruir, por una célula diana que expresa un primer antigeno que es capaz de unirse al TCR yd endbégeno
(y asi estimular la sefial productiva 1) y un segundo antigeno que es capaz de unirse al CAR (y asi estimular la sefial
productiva 2).

Por lo tanto, las células T yd de la invencion son Utiles para reducir los efectos “en la diana-fuera del tumor” indeseados.
En particular, una célula normal que expresa niveles bajos de un TAA no activara la célula T yd de la invencién, ya
que no expresara una sefial de peligro reconocida por el TCR yd enddgeno y, por lo tanto, no proporcionara la sefial
1, que es necesaria para la activacién completa de la célula T y3.

Descripcion de las figuras

Figura 1 - Diagrama de la sefializacion necesaria para la activacion completa de una célula T yd, que da como resultado
la muerte de la célula diana. A) y B) La sefializacién a través del TCR yd o correceptores por si sola no produce la
activacion completa de la célula T yd. C) Una combinacion de la sefializacion del TCR yd y el correceptor produce la
activacion completa de la célula T y3.

Figura 2 - Diagrama ilustrativo de una célula T yd de la presente invencién. A) Activacién normal de una célula T yd
por una célula diana. B) El blogqueo de la sefial 2 por los ligandos solubles de NKG2D secretados por las células
cancerosas impide la activacién completa de las células T yd. C) Activaciéon completa de una célula T yd de la presente
invencién por una célula transformada. D) Las células sanas normales no expresan sefiales de peligro reconocidas
por los receptores de células T yd enddgenos y no activan completamente las células T yd de la presente invencién.

Figura 3 - Ejemplos de CAR ilustrativos que pueden utilizarse.

Figura 4 - Graficos de puntos de citometria de flujo representativos para ilustrar la coexpresion de un TCR yd (V32) y
un CAR GD2-DAP10 (Fc, marcador CD20 y marcador CD34) en una célula T yd

Figura 5 - Destruccion de lineas celulares GD2+ LAN1 y TC71 por células Tyd V&2 transducidas con el CAR aGD2-
Fc-DAP10

(A) La destruccion significativa de la linea celular de neuroblastoma GD2+ LAN1 solo se observa cuando se usan
células transducidas con CAR y no cuando se usan V32 (NT) no transducidas como efectores. (B) Efecto aditivo del
CAR aGD2-Fc-DAP10 cuando se combina con la exposicion a acido zoledrénico 24 h que aumenta la produccién de
fosfoantigenos, contra la linea celular de sarcoma de Ewing GD2+ TC71. (C) La adicién del CAR a las células Tap,
que carecen de la sefial 1 proporcionada por el TCRyd en respuesta al estrés celular, no tiene efecto sobre la
citotoxicidad, a diferencia del efecto del CAR en las células Tyd V52+. Esto indica que la sefial del CAR por si sola es
insuficiente para la activacion de las células T. Las barras de error indican el EEM para 3-6 donantes independientes.

Figura 6 - Destruccién de la linea celular GD2+ LAN1 y ausencia de destruccion de la linea celular GD2- SKNSH. Las
barras de error indican el EEM para 3-6 donantes independientes.

Figura 7 - Conservacion de la expresién de CAR después de cocultivo prolongado y expansion especifica de GD2

(A) El cocultivo se inicié 24 dias después de la transduccion (marcado como DO0). Se realizaron analisis seriados de
células para detectar la presencia de CAR (eje Y} y TCRV®2 (eje X) en presencia de células de neuroblastoma
irradiadas GD2+ (LAN1) y GD2- (SK-N-SH). Se muestran datos representativos de 1 de los 3 donantes. (B) La
expansion de células Vd2+ transducidas con aGD2-Fc-DAP10 solo se observé en presencia de células diana GD2+
irradiadas (representacién grafica, n = 3 donantes independientes, las barras de error indican EEM).

Figura 8 - La tincion por citometria de flujo para la expresion de CD33 de las lineas celulares de AML (Nomo1, Shiy
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MV4:;11) y de los monocitos recién aislados es equivalente.

Figura 9 - A) Las células V52 transducidas con aCD33-DAP10 preservan los monocitos en ausencia de ZOL, pero las
células V32 transducidas con aCD33-CD28z no lo hacen. B) Las células V&2 transducidas con aCD33-DAP10
destruyen AML mejor que las células V32 NT, pero preservan los monocitos. Las barras de error indican el EEM para
3 donantes independientes.

Figura 10 - Secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de un CAR anti-GD2-Fc-DAP10
Figura 11 - Secuencias de acido nucleico y aminoacidos de un CAR anti-CD33-Fc-DAP10

Figura 12 - Las células V32 transducidas con aCD33-DAP10 preservan las células madre hematopoyéticas, pero las
células V&2 transducidas con aCD33-CD28z no lo hacen. Se cultivd médula 6sea humana normal durante la noche
con las células T CAR indicadas. Las células madre hematopoyéticas supervivientes se analizaron mediante formacién
de colonias mieloides en agar blando. Los datos se obtuvieron utilizando células V32 transducidas de tres donantes
independientes.

Figura 13 - El entrecruzamiento diferencial del CAR de "solo coestimulacion" y el TCR Vy9vd2 conduce a respuestas
diferenciales de citocinas. Arriba; Esquema del disefio experimental. Las perlas biotiniladas se recubren con (A)
anticuerpos nulos o irrelevantes, o (B) anticuerpos que se unen al TCR (anti-CD3) o al CAR (anti-lg que se une a la
region espaciadora del CAR); C) después del entrecruzamiento, se utiliza la secrecion intracelular de citocinas para
medir la activacion. Como control, se usan perlas estimuladoras anti-CD3/CD28 (Miltenyi). Abajo a la izquierda:
gréficos FACS representativos; abajo a la derecha: las respuestas de las citocinas al entrecruzamiento muestran que
el entrecruzamiento del CAR de "solo coestimulacion" conduce a una respuesta de TNF-a, pero que se requiere una
mayor interaccion del TCR para una respuesta completa que incluya tanto interferén gamma como TNF-a.. Los datos
son medias +/- DE de 5 donantes.

Descripcion detallada
CélulaT yd

Las células T se dividen en dos grupos segun sus componentes receptores de células T (TCR). El heterodimero del
TCR consiste en una cadena a y una B en el 95% de las células T. Estos reconocen antigenos extrafios mediante
péptidos presentados por moléculas del MHC en las células presentadoras de antigenos y son esenciales para la
inmunidad adaptativa.

El 5% de las células T tienen TCR que consisten en cadenas y y 8. Los TCR yd son independientes del MHC y detectan
marcadores de estrés celular expresados por tumores.

Las células T yd reconocen patdgenos y células transformadas de una manera sin restriccién por HLA. Responden a
marcadores de estrés celular (p. ej., fosfoantigenos liberados por células transformadas como subproductos de la ruta
biosintética del mevalonato). Las células T yd presentan tanto funciones citotéxicas innatas como capacidad de
presentacién de antigenos, en particular en presencia de células diana opsonizadas por anticuerpos.

Las células T yd son responsables de la "vigilancia del estrés linfoide", es decir, detectar y responder inmediatamente
a infecciones o estrés no microbiano sin necesidad de expansién clonal o diferenciacién de novo.

La activacion de las células T yd es regulada mediante un equilibrio entre las sefiales estimuladoras e inhibidoras. Son
activadas por ligandos del TCR yd (p. gj., fosfoantigenos) en combinacién con ligandos asociados al MHC de la
subfamilia K de receptores similares a lectina de células citoliticas de receptores activadores, miembro 1 (KLRK1),
también conocido como NKG2D, como la secuencia A relacionada con el polipéptido de clase | del MHC (MICA), MICB
y varios miembros de la familia de proteinas de unién a UL16 (ULBP).

Las células yd también expresan receptores similares a inmunoglobulinas de células citoliticas (KIR), que pueden ser
activadores o inhibidores, incluyendo receptor similar a inmunoglobulina de células citoliticas, de 2 dominios, cola
citoplasmatica larga, 1 (KIR2DL1) y receptor similar a inmunoglobulina de células citoliticas, de 3 dominios, cola
citoplasmatica larga, 1 (KIR3DL1).

La activacién completa de una célula T yd que da como resultado la destruccion efectiva de una célula diana requiere
la generacion de la sefial 1 y sefial 2 productiva (Figuras 1y 2A).

Las células T yd obtienen la sefial 1 de activacién de células T de los antigenos de sefial de peligro presentes en
células transformadas o infectadas. Estos antigenos de sefial de peligro son reconocidos a través del TCR yd. La
sefial 2 de activacion de células T yd también se obtiene normalmente de moléculas de sefial de peligro (tales como
MICA) presentes en células transformadas o infectadas. La sefial 2 puede ser transducida, por ejemplo, a través del
receptor NKG2D y DAP 10 (Figura 2A).

Como forma de evitar la deteccién inmunitaria, las células cancerosas con frecuencia secretan ligandos de NKG2D
solubles que bloquean eficazmente la sefial 2 en las células T yd, impidiendo asi su activacion y facilitando la infiltracién
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tumoral (Figura 2B).

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una célula T que expresa un TCR yd y un CAR, en donde el
dominio de sefializacion intracelular del CAR proporciona una sefial coestimuladora a la célula T.

Por lo tanto, la disposicién del TCR yd y del CAR es tal que el TCR yd proporciona la sefial 1 y el CAR proporciona la
sefial 2 al unirse a cada receptor, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, sefial coestimuladora es sinénimo de sefial 2, que es necesaria para la
activacion completa de las células T yd.

Por lo tanto, una célula T yd segun el primer aspecto de la presente invencion solo estara completamente activada y
sera capaz de destruir una célula diana que exprese un primer antigeno que sea capaz de unirse al TCR yd (y asi
estimular la sefial productiva 1) y un segundo antigeno que sea capaz de unirse al CAR (y asi estimular la sefial
productiva 2) (Figura 2C).

En ausencia de union del antigeno al TCR y3, no se genera la sefial 1y no se logra la activacion completa de la célula
T yd. En otras palabras, en ausencia de unién del antigeno al TCR yd, la célula T yd no es estimulada para destruir la
célula diana (Figura 2D).

En ausencia de unién del antigeno al CAR, no se genera la sefial 2 y no se logra la activaciéon completa de la célula T y3.
En otras palabras, en ausencia de unién del antigeno al CAR, la célula T yd no es estimulada para destruir la célula diana.

La célula T yd de la presente invencién puede expresar cualquier TCR yd. Se conocen gjemplos de ligandos de TCR
yd en la técnica (véase Vantourout, P. y Hayday, A. Nat. Rev. Immunol. 13, 88-100 (2013), por ejemplo).

A modo de ejemplo, el TCR yd expresado por una célula de la presente invencién puede reconocer fosfoantigenos (p.
ej., pirofosfato de isopentenilo (IPP), pirofosfato de bromohidrina (BrHPP) y pirofosfato de (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-
enilo (HMBPP)); cadena A relacionada con el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MICA); cadena B
relacionada con el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MICB); ligando 1-6 de NKG2D (ULBP 1-6); CD1c;
CD1d; receptor de proteina C endotelial (EPCR); lipohexapéptidos; ficoeritrina o histidil-ARNt-sintasa.

Una ventaja de la célula de la presente invencion es que comprende un CAR que comprende (i) un dominio de unién
al antigeno que se une a un antigeno especifico y (ii) un endodominio coestimulador particular. Asi pues, la célula de
la presente invencién tendra una mayor propension a la activaciéon en un entorno que comprenda un antigeno al que
pueda unirse el CAR, ya que la unién del antigeno por el CAR producira la sefializacién a través del endodominio
coestimulador y la produccién de la sefial 2. Por ejemplo, si el dominio de unién al antigeno del CAR es especifico
para un TAA, la célula de la presente invencién tendrd una mayor propension a la activacion en un entorno tumoral
donde se expresa el TAA debido a la sefial coestimuladora proporcionada por el CAR.

Receptor de antigeno quimérico
La célula T segun la presente invencion expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR).

Los receptores de antigenos quiméricos (CAR) son receptores disefiados que insertan una especificidad arbitraria en
una célula efectora inmunitaria. En un CAR clasico, se inserta la especificidad de un anticuerpo monoclonal en una
célula T. Los &cidos nucleicos que codifican el CAR pueden transferirse a las células T usando, por ejemplo, vectores
retrovirales. De esta manera, se puede generar un gran nimero de células T especificas del cancer para la
transferencia celular adoptiva. Los estudios clinicos de fase | de este enfoque muestran su eficacia.

El dominio de unién al antigeno diana de un CAR se fusiona normalmente por medio de un espaciador y dominio
transmembrana, con un endodominio de sefializacién. Cuando el CAR se une al antigeno diana, esto da como
resultado la transmisién una sefial activadora al linfocito T en donde se expresa.

Los primeros disefios de CAR tenian endodominios derivados de las partes intracelulares de la cadena y de FceR1 o
CD3¢. Por consiguiente, estos receptores de primera generacién transmitian la sefial inmunologica 1, que era
suficiente para desencadenar la destruccion de células diana cognadas por las células T, pero no lograban activar
completamente la proliferacién y supervivencia de las células T. Para superar esta limitacién, se han construido
endodominios compuestos: la fusién de la parte intracelular de una molécula coestimuladora de célula T con la de
CD3¢ da como resultado receptores de segunda generacién que pueden transmitir una sefial activadora y
coestimuladora simultdneamente tras el reconocimiento del antigeno. El dominio coestimulador mas comunmente
utilizado es el de CD28. Este proporciona la sefial coestimuladora mas potente, concretamente la sefial inmunolégica
2, que desencadena la proliferacion de células T. También se han descrito algunos receptores que incluyen
endodominios de la familia de receptores del TNF, tales como los estrechamente relacionados OX40 y 41BB, que
transmiten sefiales de supervivencia. Ahora se han descrito CAR de tercera generacién incluso mas potentes que
tienen endodominios capaces de transmitir sefiales de activacion, proliferacion y supervivencia.

La célula T yd de la presente invencién comprende un CAR que comprende un endodominio de sefializacion
coestimulador que transmite la sefial 2 a la célula T yd tras la unién del antigeno diana.
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Los CAR de la célula T de la presente invencién pueden comprender un péptido sefial de modo que cuando el CAR
se expresa dentro de una célula, tal como una célula T, la proteina naciente se dirige al reticulo endoplasmico y
posteriormente a la superficie celular, donde se expresa.

El nucleo del péptido sefial puede contener un tramo largo de aminoé&cidos hidroéfobos que tienen tendencia a formar
una sola hélice alfa. El péptido sefial puede comenzar con un tramo corto de aminoacidos con carga positiva, lo que
contribuye a la correcta topologia del polipéptido durante la translocacién. Al final del péptido sefial, tipicamente hay
un tramo de aminodcidos que la peptidasa sefial reconoce y escinde. Esta peptidasa puede escindir durante o después
de completarse la translocacion para generar un péptido sefial libre y una proteina madura. Los péptidos sefial libres
después son digeridos por proteasas especificas.

El péptido sefial puede estar en el extremo amino de la molécula.

El péptido sefial puede comprender la SEQ ID NO: 6, 7 u 8 o una variante de la misma que tenga 5, 4, 3, 2 0 1
mutaciones de aminoacidos (inserciones, sustituciones o adiciones) con la condicion de que el péptido sefial todavia
funcione para producir la expresion de la superficie celular del CAR.

SEQ ID NO: 6: MGTSLLCWMALCLLGADHADG

El péptido sefial de SEQ ID NO: 6 es compacto y altamente eficiente. Se prevé que presente aproximadamente 95%
de escision después de la glicina terminal, dando una eliminacién eficiente por la peptidasa sefial.

SEQ ID NO: 7: MSLPVTALLLPLALLLHAARP

El péptido sefial de SEQ ID NO: 7 deriva de la 1gG1.

SEQ ID NO: 8: MAVPTQVLGLLLLWLTDARC

El péptido sefial de SEQ ID NO: 8 deriva de CD8.

Dominio de sefializacién intracelular coestimulador

El dominio intracelular/endodominio es la parte de transmisién de sefial de un CAR clasico.

La célula T yd de la presente invencién comprende un CAR que comprende un endodominio de sefializacion
coestimulador que transmite la sefial 2 a la célula T yd tras la unién del antigeno diana. Por consiguiente, la célula T yd
de la presente invencién comprende un CAR que no transmite la sefial 1 ala célula T yd tras la unién del antigeno diana.

Se sabe que los receptores coestimuladores de células T inducen cambios cualitativos y cuantitativos que reducen los
umbrales de activacion, previenen la anergia de las células T y mejoran la funcién de las células T.

Se conocen en la técnica varios correceptores para las células T yd. La sefializacion productiva a través de uno o mas
de estos receptores puede producir la activacion completa de la célula T yd y la destruccién de la célula diana.

La célula T yd de la presente invencién comprende un dominio de sefializacién intracelular de un correceptor de célula
T yd, de modo que la unién del antigeno al dominio de unién al antigeno del CAR genera la sefializacion de la sefal
productiva 2 en la célula T yd.

El dominio de sefializacion intracelular puede comprender, por ejemplo, el dominio de sefializacién de DAP10, CD28,
CD27, 41BB, OX40, CD30, IL2-R, IL7-R, IL21-R, NKp30, NKp44 0 DNAM-1 (CD226).

El dominio de sefializacion intracelular comprende el dominio de sefializaciéon de DAP10.

DAP10 es una subunidad de sefializaciéon que se asocia con el receptor NKG2D (véase la Figura 1). Es la pareja de
unién exclusiva y el intermediario de sefializaciéon para NKG2D, y contiene un motivo de activacion YxxM que
desencadena la cascada de lipidos quinasas.

A continuacién se muestra un ejemplo de una secuencia de aminoacidos para un dominio de sefializacion DAP10:
SEQ ID NO: 3 - CARPRRSPAQEDGKVYINMPGRG

Otros dominios coestimuladores ilustrativos se muestran como SEQ ID NO: 9-19

SEQ ID NO: 9 (endodominio de CD28)

KRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAY

SEQ ID NO: 10 (endodominio de CD27)

QRRKYRSNKGESPVEPAEPCHYSCPREEEGSTIPIQEDYRKPEPACSP
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SEQ ID NO: 11 (endodominio de 41BB})
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

SEQ ID NO: 12 (endodominio de OX40)
RRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

SEQ ID NO: 13 (endodominio de CD30)
HRRACRKRIRQKLHLCYPVQTSQPKLELVDSRPRRSSTQLRSGASVTEPVAEERGL
MSQPLMETCHSVGAAYLESLPLODASPAGGPSSPRDLPEPRVSTEHTNNKIEKIYIM
KADTVIVGTVKAELPEGRGLAGPAEPELEEELEADHTPHYPEQETEPPLGSCSDVML
SVEEEGKEDPLPTAASGK

SEQ ID NO: 14 (endodominio de IL2-R)

TWQRRQRKSRRTI

SEQ ID NO: 15 (endodominio de IL7-R)
KKRIKPIVWPSLPDHKKTLEHLCKKPRKNLNVSFNPESFLDCQIHRVDDIQARDEVEG
FLODTFPQQLEESEKQRLGGDVQSPNCPSEDVVITPESFGRDSSLTCLAGNVSACD
APILSSSRSLDCRESGKNGPHVYQDLLLSLGTTNSTLPPPFSLQSGILTLNPVAQGQ
PILTSLGSNQEEAYVTMSSFYQNQ

SEQ ID NO: 16 (endodominio de IL21-R})

SLKTHPLWRLWKKIWAVPSPERFFMPLY KGCSGDFKKWVGAPFTGSSLELGPWSP
EVPSTLEVYSCHPPRSPAKRLQLTELQEPAELVESDGVPKPSFWPTAQNSGGSAYS
EERDRPYGLVSIDTVTVLDAEGPCTWPCSCEDDGYPALDLDAGLEPSPGLEDPLLD
AGTTVLSCGCVSAGSPGLGGPLGSLLDRLKPPLADGEDWAGGLPWGGRSPGGVS
ESEAGSPLAGLDMDTFDSGFYGSDCSSPVYECDFTSPGDEGPPRSYLRQYWWYVIPPP
LSSPGPQAS

SEQ ID NO: 17 (endodominio de NKp30)
GSTVYYQGKCLTWKGPRRQLPAVVPAPLPPPCGSSAHLLPPVPGG

SEQ ID NO: 18 (endodominio de NKp44)

WWGEDIWWKTMMELRSLDTQKATCHLQQVTDLPWTSVSSPVEREILYHTVARTKISD
DDDEHTL

SEQ ID NO: 19 (endodominio de DNAM-1 (CD226))
NRRRRRERRDLFTESWDTQKAPNNYRSPISTSQPTNQSMDDTREDIYVNYPTFSRR
PKTRV

El dominio de sefializacién intracelular puede comprender, consistir esencialmente en o consistir en un dominio de
sefializaciéon coestimulador como se describe en el presente documento.

El dominio de sefializacién intracelular puede comprender una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 3 o una variante
de la misma. También se describen en el presente documento por referencia, dominios de sefializacion intracelular
que comprenden una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 9-19 o una variante de la misma.

La variante puede comprender una secuencia que comparte al menos 75% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 3 0 9-19 con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializaciéon coestimulador eficaz.

La variante puede comprender una secuencia que comparte al menos 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 3 0 9-19 con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializaciéon coestimulador eficaz.
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La variante puede comprender una secuencia que comparte al menos 85% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 3 0 9-19 con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializaciéon coestimulador eficaz.

La variante puede comprender una secuencia que comparte al menos 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 3 0 9-19 con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializaciéon coestimulador eficaz.

La variante puede comprender una secuencia que comparte al menos 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 3 0 9-19 con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializaciéon coestimulador eficaz.

La variante puede comprender una secuencia que comparte al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 3 0 9-19 con la condicién de que la secuencia proporcione un dominio de sefializaciéon coestimulador eficaz.

El dominio de sefializacién intracelular puede comprender una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 3 o una variante
de la misma que comparte al menos 75, 80, 85, 90, 95 0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3, con la
condicion de que la secuencia proporcione un dominio de sefializacién coestimulador eficaz.

El endodominio no comprende el endodominio de CD3. Por ejemplo, el endodominio no comprende la cadena épsilon
de CD3, la cadena gamma de CD3 y/o la cadena delta de CD3. En una realizacién particular, el endodominio no
comprende el endodominio de CD3-zeta.

Un endodominio de CD3-zeta ilustrativo se muestra como SEQ ID NO: 26.

SEQ ID NO: 26 (endodominio de CD3 zeta)
RSRVKFSRSADAPAYQQGQANQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
NPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQ
ALPPR

El endodominio de CD3-zeta como se describe en el presente documento puede comprender o consistir en la SEQ ID
NO: 26 o una variante de la misma que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 26 y proporciona un dominio transmembrana/dominio intracelular de sefializacién de células T eficaz.

Dominio de unién al antigeno

El dominio de unién al antigeno es la parte del CAR que reconoce al antigeno. Se conocen numerosos dominios de
unioén al antigeno en la técnica, incluyendo aquellos basados en el sitio de unién al antigeno de un anticuerpo,
miméticos de anticuerpos y receptores de células T. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno puede comprender:
un fragmento variable monocatenario (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal; un ligando natural del antigeno
diana; un péptido con suficiente afinidad por la diana; un anticuerpo de dominio Unico; un agente de unién Unico
artificial tal como una Darpin (proteina de repeticion de anquirina disefiada); o una cadena simple derivada de un
receptor de células T.

El dominio de unién al antigeno puede comprender un dominio que no se basa en el sitio de unién al antigeno de un
anticuerpo. Por ejemplo, el dominio de unién al antigeno puede comprender un dominio basado en una
proteina/péptido que es un ligando soluble para un receptor de superficie de la célula tumoral (p. €j., un péptido soluble
como una citocina o una quimiocina); o un dominio extracelular de un ligando anclado en la membrana o un receptor
cuya pareja de unién homologa se expresa en la célula tumoral.

A modo de ejemplo, los ejemplos descritos en el presente documento se refieren a CAR que se unen a GD2 y CD33,
respectivamente.

El dominio de unién al antigeno puede basarse en un ligando natural del antigeno.

El dominio de unién al antigeno puede comprender un péptido de afinidad de una biblioteca combinatoria o una
proteina/péptido de afinidad disefiado de novo.

Antigeno asociado a tumor (TAA)
El dominio de union al antigeno puede unirse a un antigeno asociado a tumor (TAA).

En la técnica se conoce una amplia variedad de TAA y el CAR utilizado puede comprender cualquier dominio de unién
al antigeno que sea capaz de unirse especificamente a cualquier TAA.

A modo de ejemplo, el CAR para usar puede ser capaz de unirse especificamente a un TAA indicado en la Tabla 1.

10



10

15

20

ES 3018 558 T3

Tabla 1

Antigeno Tumor de interés

CDh20 Linfomas de células B, CLL

CD19 ALL pre-B, linfoma de células B, CLL

Cbh22 ALL pre-B, linfomas de células B, CLL

CD30 Linfoma de Hodgkin, ALCL

CD52 AML de células T, ALL pre-B

CD70 Linfoma de Hodgkin, DLCL, carcinoma de células renales, glioblastoma EBV+, sarcoma
nasofaringeo indiferenciado

CD33 AML, MDS, APL, CML, JMML, ALL (solo 18%)

CDh47 ALL pre-B, ALL de células T, AML

Receptor ade IL7 | ALL pre-B, linfomas de células B

TSLPR ALL pre-B (7%), ALL pre-B en sindrome de Down (60%)

ROR1 ALL pre-B, CLL, linfoma de células del manto

GD2 Neuroblastoma, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, sarcomas de tejidos blandos, melanoma

IL13Ra2 Glioblastoma, DIPG, melanoma, diversos carcinomas, mesotelioma

VEGFR2 Vasculatura tumoral

HER2 Osteosarcoma, cancer de colon, cancer de mama

ALK Neuroblastoma, tumores neuroectodérmicos, glioblastoma, rabdomiosarcoma, melanoma

EGFRuvlII Glioma

FGFR4 Rabdomiosarcoma

B7-H3 Neuroblastoma

Glipicano- Tumor de Wilms, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, carcinoma hepatico, melanoma

3/Glipicano-5

FOLR1 Rabdomiosarcoma, osteosarcoma

Un problema asociado con dirigirse a los TAA en la inmunoterapia contra el cancer es que pueden expresarse niveles
bajos de TAA en tejidos normales. Por ejemplo, GD2 es un TAA del neuroblastoma, pero también se expresa en
nervios; PSMA es un TAA del cancer de préstata, pero también se encuentra en células normales de rifién, higado y
colon, y en astrocitos cerebrales. Este problema es mas grave en tumores sélidos, donde hay escasez de dianas
altamente selectivas.

La expresion de los TAA en células sanas, normales, puede producir efectos secundarios de tipo “en la diana, fuera
del tumor”. La presente invencién mitiga estos efectos, ya que la célula T yd de la presente invencién solo es activada
por células que expresan un ligando tanto para el TCR y& como para el CAR. Por lo tanto, las células sanas normales
que expresan el TAA en niveles bajos no activaran la célula T yd de la presente invencién, porque no expresan un
antigeno de sefial de peligro capaz de unirse al TCR yd (Figura 2D).

El dominio de unién al antigeno del CAR es capaz de unirse a GD2 o CD33. Se describe en el presente documento
por referencia que el dominio de union al antigeno de un CAR puede ser capaz de unirse a CD19 o EGFR.

El disialogangliésido (GD2, como se muestra en pubchem: 6450346) es un glucoesfingolipido que contiene acido
sidlico expresado principalmente en la superficie celular. La funcién de este antigeno carbohidrato no se comprende
completamente; sin embargo, se cree que desempefia un papel importante en la union de las células tumorales a las
proteinas de la matriz extracelular. EI GD2 se expresa de forma densa, homogénea y casi universal en el
neuroblastoma. En tejidos normales, la expresién de GD2 se limita principalmente a los melanocitos cutaneos y a las
vainas de mielina de las fibras periféricas del dolor. Dentro del SNC, el GD2 parece ser un antigeno embrionario, pero
se expresa débilmente en oligodendrocitos dispersos y dentro de la hipéfisis posterior.

El dominio de unién al antigeno puede comprender una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 20 o una variante de
la misma, con la condicién de que la variante conserve la capacidad de unirse a GD2.
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SEQ ID NO: 20

METDTLLLWVLLLWVPGSTGQVQLQESGPGLYVKPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWYRQPPG
KGLEWLGVIWAGGSTNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVYYCAKRSDDYS
WFAYWGQGTLVYTVSSGGGGSGGGGEGGGGESENQMTQSPSSLSASVGDRVTMTCRASSS
VSSSYLHWYQQKSGKAPKVWIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQ
QYSGYPITFGQGTKVEIKRS

El dominio de unién al antigeno puede comprender una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 20 o una variante de
la misma que comparte al menos 75, 80, 85, 90, 95 o0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 20, con la
condicion de que la variante conserve la capacidad de unirse a GD2.

CD33 (como se muestra, por ejemplo, en el nimero de acceso de Uniprot P20138) es una molécula de adhesion putativa
de células de origen mielomonocitico que media la unién a las células dependiente del acido sialico. Generalmente se
considera especifico de células mieloides, pero también se puede encontrar en algunas células linfoides.

El dominio de unién al antigeno puede comprender una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 21 o una variante de
la misma, con la condicion de que la variante conserve la capacidad de unirse a GD2.

SEQ ID NO: 21

MAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYFNLYWYQQKPGK
APKLLIYDTNRLADGVYPSRFSGSGSGTQYTLTISSLQPEDFATYYCQHYKNYPLTFGQGTKLE
IKRSGGGGSGGGGESGGGGSGGGEGSRSEVQLVESGGGLYVQPGGSLRLSCAASGFTLSNYG
MHWIRQAPGKGLEWVSSISLNGGSTYYRDSVKGRFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CAAQDAYTGGYFDYWGQGTLVTVSSM

El dominio de unién al antigeno puede comprender una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 21 o una variante de

la misma que comparte al menos 75, 80, 85, 90, 95 0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 21, siempre
que la variante conserve la capacidad de unirse a GD2.

El antigeno CD19 humano es una glicoproteina transmembrana de 95 kd perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas (como se muestra por ejemplo en Uniprot P15391). EI CD19 se expresa en etapas muy tempranas
de la diferenciacién de las células B y solo se pierde en la diferenciacién terminal de las células B a células plasmaticas.
Por consiguiente, el CD19 se expresa en todas las neoplasias malignas de células B, excepto en el mieloma multiple.
El CD19 también se expresa en el compartimento de células B normal.

El EGFR (por ejemplo, como se muestra en el nimero de acceso de Uniprot P00533) es un receptor de tirosina quinasa
que se une a ligandos de la familia EGF y activa diversas cascadas de sefializacion para convertir sefiales
extracelulares en respuestas celulares apropiadas. Los ligandos conocidos incluyen EGF, TGFA/TGF-alfa,
anfiregulina, epigen/EPGN, BTC/betacelulina, epirregulina/EREG y HBEGF/EGF de unién a heparina. El EGFR se
expresa en altos niveles en muchas células cancerosas. Sin embargo, también se expresa en células sanas, normales.

Dominio de espaciador

Los CAR pueden incluir una secuencia espaciadora para conectar el dominio de unién al antigeno con el dominio
transmembrana y separar espacialmente el dominio de unién al antigeno del endodominio. Un espaciador flexible
permite que el dominio de unién al antigeno se oriente en diferentes direcciones para facilitar la unién.

La secuencia espaciadora puede, por ejemplo, comprender una regiéon Fc de IgG1, una bisagra de IgG1 o un tallo de
CD8 humano o el tallo de CD8 de raton. Alternativamente, el espaciador puede comprender una secuencia conectora
alternativa que tiene longitud y/o propiedades espaciadoras de dominios similares a una regién Fc de IgG1, una bisagra
de IgG1 o un tallo de CD8. Un espaciador de IgG1 humana puede modificarse para eliminar los motivos de unién a Fc.

A continuacion se dan ejemplos de secuencias de aminoacidos para estos espaciadores:
SEQ ID NO: 22 (bisagra-CH2CH3 de IgG1 humana)
AEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVYSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKD
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SEQ ID NO: 23 (tallo de CD8 humano})
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI
SEQ ID NO: 24 (bisagra de IgG1 humana)
AEPKSPDKTHTCPPCPKDPK

El espaciador puede ser una variante de cualquiera de las SEQ ID NO: 22 a 24 que comparte al menos 70%, al menos
75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o al menos 99% de identidad de secuencia con las
SEQ ID NO: 22 a 24 y conserva la actividad funcional de la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO: 9
alt.

Dominio transmembrana
El dominio transmembrana es la secuencia del CAR que atraviesa la membrana.

Un dominio transmembrana puede ser cualquier estructura de proteina que sea termodinamicamente estable en una
membrana. Normalmente, se trata de una hélice alfa que comprende varios restos hidréfobos. El dominio
transmembrana de cualquier proteina transmembrana puede utilizarse para suministrar la parte transmembrana de la
invencion. Los expertos en la técnica pueden determinar la presencia y la extension de un dominio transmembrana de
una proteina usando el algoritmo TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/). Ademas, dado que el
dominio transmembrana de una proteina es una estructura relativamente simple, es decir, una secuencia polipeptidica
que se prevé que forme una hélice alfa hidr6foba de longitud suficiente para atravesar la membrana, también puede
utilizarse un dominio TM disefiado artificialmente (el documento US 7052906 B1 describe componentes
transmembrana sintéticos).

El dominio transmembrana puede derivar de cualquier proteina transmembrana tipo |. El dominio transmembrana
puede ser una secuencia sintética que se prevé que forme una hélice hidréfoba.

El dominio transmembrana puede derivar de CD28, lo que proporciona una buena estabilidad al receptor.
El dominio transmembrana puede comprender la secuencia que se muestra como SEQ ID NO: 25.

SEQ ID NO: 25 (dominio transmembrana de CD28)

FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV

Acido nucleico

La presente invencion proporciona ademas una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR como se describe
en el presente documento.

La secuencia de acido nucleico puede ser capaz de codificar un CAR que tiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra como SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 4 (CAR aCD33-Fc-DAP10)
ATGGCCGTGCCCACTCAGGTCCTGGGGTTGTTGCTACTGTGGCTTACAGATGCC
AGATGTGACATCCAGATGACACAGTCTCCATCTTCCCTGTCTGCATCTGTCGGA
GATCGCGTCACCATCACCTGTCGAGCAAGTGAGGACATTTATTTTAATTTAGTGT
GGTATCAGCAGAAACCAGGAAAGGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGATACAAATC
GCTTGGCAGATGGGGTCCCATCACGGTTCAGTGGCTCTGGATCTGGCACACAG
TATACTCTAACCATAAGTAGCCTGCAACCCGAAGATTTCGCAACCTATTATTGTC
AACACTATAAGAATTATCCGCTCACGTTCGGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCA
AAAGATCTGGTGGCGGAGGGETCAGGAGGCGGAGGCAGCGGAGGCGGTGGCTC
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GGGAGGCGGAGGCTCGAGATCTGAGGTGCAGTTGGTGGAGTCTGGRGGCGGE
TTGGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAGGCTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCAC
TCTCAGTAATTATGGCATGCACTGGATCAGGCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGA
GTGGGTCTCGTCTATTAGTCTTAATGGTGGTAGCACTTACTATCGAGACTCCGTG
AAGGGCCGATTCACTATCTCCAGGGACAATGCAAAAAGCACCCTCTACCTTCAA
ATGAATAGTCTGAGGGCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCAGCACAGGA
CGCTTATACGGGAGGTTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAACGCTGGTCACAGT
CTCGTCTATGGATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCC
ACCGTGCCCAGCACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACCCTCATGATCGCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGG
CGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCCTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAACCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTATACCCAGAAATCTCT
GAGTCTGAGCCCAGGCAAGAAGGACCCCAAGTTCTGGGTCCTGGTGGTGETGG
GAGGCGTGCTGGCCTGTTACTCTCTCCTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTTCT
GGGTGTGCGCCAGACCACGGCGGAGCCCAGCCCAGGAGGACGGCAAGGTGTA
CATCAACATGCCCGGCCGCGGCTGA

SEQ ID NO: 5 (CAR aGD2-Fc-DAP10)

ATGGAGACCGACACCCTGCTGCTGTGGGTGCTGCTGCTCTGEGGTGCCAGGCAG
CACCGGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGCCTGGTGAAGCCCAGC
CAGACCCTGAGCATCACCTGCACCGTGAGCGGCTTCAGCCTGGUCAGCTACAA
CATCCACTGGGTGCGGCAGCCCCCAGGCAAGGGCCTGGAGTGGCTGGGCGTG
ATCTGGGCTGGCGGCAGCACCAACTACAACAGCGCCCTGATGAGCCGGCTGAC
CATCAGCAAGGACAACAGCAAGAACCAGGTGTTCCTGAAGATGAGCAGCCTGAC
AGCCGCCGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAAGCGGAGCGACGACTACAGCT
GGTTCGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCTCTGGCGGAGG
CGGCTCTGGCGGAGGCGGCTCTGGCGGAGGCGGCAGCGAGAACCAGATGACC
CAGAGCCCCAGCAGCTTGAGCGCCAGCGTGGGCGACCGGGETGACCATGACCT
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GCAGAGCCAGCAGCAGCGTGAGCAGCAGCTACCTGCACTGGTACCAGCAGAAG
AGCGGCAAGGCCCCAAAGGTGTGGATCTACAGCACCAGCAACCTGGCCAGCGG
CGTGCCCAGCCGGTTCAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGACTACACCCTGACC
ATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTACAG
CGGCTACCCCATCACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGGTCGG
ATCCCGCCGAGCCCAAATCTCCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTCCCGTGGCCGGCCCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCGCCCGGACCLCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGE
TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGA
TGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAACCGGAGAACAACTACA
AGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGC
TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCCCTGCACAATCACTATACCCAGAAATCTCTGAGTCTGAGCCCA
GGCAAGAAGGACCCCAAGTTCTGGGTCCTGGTGGTGGTGGGAGGCGTGCTGG
CCTGTTACTCTCTCCTGGTGACCGTGGCCTTCATCATCTTCTGGGTGTGCGCCA
GACCACGGCGGAGCCCAGCCCAGGAGGACGGCAAGGTGTACATCAACATGCC
CGGCCGCGGCTGA

La secuencia de acido nucleico puede codificar la misma secuencia de aminoacidos que la codificada por la SEQ ID
NO: 1 o0 2, pero puede tener una secuencia de acido nucleico diferente debido a la degeneracién del codigo genético.
La secuencia de acido nucleico puede tener al menos 80, 85, 90, 95, 98 0 99% de identidad con la secuencia mostrada
como SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 5, con la condicién de que codifique un CAR como se define en el primer aspecto
de la invencién.

Variante

Las comparaciones de secuencias se pueden llevar a cabo visualmente o, mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacién de secuencias faciimente disponibles. Estos programas informaticos disponibles
comercialmente y de uso publico pueden calcular la identidad de secuencia entre dos o mas secuencias.

La identidad de secuencia puede calcularse a lo largo de secuencias contiguas; es decir, una secuencia se alinea con
la otra secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente
en la otra secuencia, un resto cada vez. Esto se denomina alineamiento "sin huecos". Normalmente, dichos
alineamientos sin huecos se realizan solo a lo largo de un nimero relativamente corto de restos (por ejemplo, menos
de 50 aminoécidos contiguos).

Aunque este método es muy simple y consistente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias por
lo demas idénticas, una insercién o delecién hara que los siguientes restos de aminoacidos no estén alineados, lo que
podria dar como resultado una gran reduccion del % de homologia cuando se realiza un alineamiento global. Por
consiguiente, la mayoria de los métodos de comparacion de secuencias estan disefiados para producir alineamientos
optimos que tengan en cuenta posibles inserciones y deleciones sin penalizar excesivamente la puntuaciéon de
homologia general. Esto se logra insertando "huecos” en el alineamiento de secuencias para intentar maximizar la
homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizaciones por huecos” a cada hueco que se produce en el
alineamiento, de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencias con el
menor nimero de huecos posible, que refleja una mayor relacién entre las dos secuencias comparadas, obtendra una
puntuacién mas alta que uno con muchos huecos. Se usan normalmente los "costes de hueco afin”, que cargan un
coste relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalizacidén menor por cada resto subsiguiente en el
hueco. Este es el sistema de puntuacion de huecos mas utilizado. Las penalizaciones por huecos altas produciran,
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por supuesto, alineamientos optimizados con menos huecos. La mayoria de los programas de alineamiento permiten
modificar las penalizaciones por huecos. Sin embargo, se prefiere utilizar los valores predeterminados al utilizar este
tipo de software para comparaciones de secuencias. Por ejemplo, cuando se usa el paquete GCG Wisconsin Bestfit
(véase mas adelante), la penalizacién por hueco predeterminada para secuencias de aminoacidos es de -12 para un
hueco y de -4 por cada extension.

Por lo tanto, el céalculo del % maximo de identidad de secuencia requiere, en primer lugar, la generacién de un
alineamiento éptimo, teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informatico adecuado para llevar
a cabo dicho alineamiento es el paguete GCG Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, EE. UU.). Devereux et al.,
1984, Nucleic Acids Research 12:387). Otros ejemplos de software que pueden realizar comparaciones de secuencias
incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999 ibid. - Capitulo 18), FASTA (Atschul et
al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410) y el paquete integrado de herramientas de comparacion GENEWORKS. Tanto BLAST
como FASTA estan disponibles para busquedas en linea y fuera de linea (véase Ausubel et al., 1999 ibid., paginas 7-
58 a 7-60). Sin embargo, se prefiere utilizar el programa GCG Bestfit.

Aunque la identidad de la secuencia final puede medirse en términos de identidad, el propio procedimiento de
alineamiento no se basa normalmente en una comparacion de pares de todo o nada. En su lugar, se usa generalmente
una matriz de puntuacion de similitud ajustada que asigna puntuaciones a cada comparacién por pares basadas en la
similitud quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz es la matriz BLOSUM®62, la matriz predeterminada
del paquete integrado de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan los valores
predeterminados plblicos o una tabla de comparacién de simbolos personalizada, si se proporciona (véase el manual
del usuario para mas informacion). Se prefiere utilizar los valores predeterminados publicos del paquete GCG o, en €l
caso de otro software, la matriz predeterminada, tal como BLOSUM62.

Una vez que el software ha generado un alineamiento éptimo, es posible calcular el % de identidad de secuencia. El
software normalmente hace esto como parte de la comparacién de secuencias y genera un resultado numérico.

El término "variante" segln la presente invencion incluye cualquier sustitucion, variacion, modificacién, reemplazo,
deleciéon o adicion de uno (0 mas) aminoacidos de o a la secuencia, con la condicién de que la secuencia de
aminoacidos resultante conserve sustancialmente la misma actividad que la secuencia no modificada.

Se pueden hacer sustituciones conservadoras, por ejemplo, segun la tabla a continuacién. Los aminoacidos en el
mismo bloque en la segunda columna, y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna, pueden sustituirse
entre si:

ALIFATICO No polar GAP
LV

Polar - sin carga CSTM
NQ
Polar - cargado DE
KR
AROMATICO HFWY

Un experto en la técnica comprendera que numerosos polinucleétidos y acidos nucleicos diferentes pueden codificar
el mismo polipéptido como resultado de la degeneracién del cédigo genético. Ademas, debe entenderse que los
expertos en la técnica pueden, mediante técnicas rutinarias, hacer sustituciones de nucleétidos que no afectan a la
secuencia polipeptidica codificada por los polinucleétidos aqui descritos para reflejar el uso de codones de cualquier
organismo hospedante particular en el que se van a expresar los polipéptidos.

Una secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos como se describe en el presente documento puede
comprender, consistir en o consistir esencialmente en una secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos
como se muestra en el presente documento.

Vector

La presente invencién también proporciona un vector que comprende una secuencia de acido nucleico segun la
presente invencion. Dicho vector se puede usar para introducir la secuencia de &cido nucleico en una célula
hospedante de modo que exprese y produzca una molécula segin el primer aspecto de la invencion.

El vector puede ser, por ejemplo, un plasmido o un vector viral, tal como un vector retroviral o un vector lentiviral.

El vector puede ser capaz de transfectar o transducir una célula T.
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El vector también puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifica un gen suicida, tal como iCasp9 o
RQRS.

Un gen suicida es un mecanismo codificado genéticamente que permite la destruccion selectiva de células transferidas
de forma adoptiva, tales como las células T, ante una toxicidad inaceptable.

La activacién de la caspasa 9 produce la apoptosis celular. El mecanismo de activacion detras de la caspasa 9 fue
explotado por la molécula iCasp9. Todo lo que se necesita para que la caspasa 9 se active, es superar la barrera
energética para que la Caspasa 9 homodimerice. El homodimero experimenta un cambio conformacional y el dominio
proteolitico de uno de un par de dimeros se activa. Fisiolégicamente, esto ocurre mediante la uniéon del dominio CARD
de la caspasa 9 a APAF-1. En iCasp9, el dominio APAF-1 se reemplaza por un FKBP12 modificado, que se ha mutado
para unirse selectivamente a un inductor quimico de dimerizacién (CID). La presencia del CID produce la
homodimerizacion y la activacion. iCasp9 se basa en una caspasa 9 humana modificada fusionada a una proteina de
unién a FK506 humana (FKBP) (Straathof et al. (2005) Blood 105:4247-4254). Permite la dimerizacién condicional en
presencia de una molécula pequefia de CID, conocida como AP1903.

La expresiéon de RQR8 hace que las células T sean susceptibles al anticuerpo anti-CD20 Rituximab, pero es mas
compacta que la molécula CD20 de longitud completa (Philip, B. et al. (2014) Blood doi:10.1182/blood-2014-01-545020).

Composicién farmacéutica

La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un vector o una célula T que
expresa CAR de la invencién junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente uno o mas polipéptidos y/o compuestos farmacéuticamente activos adicionales. Dicha formulacién
puede, por ejemplo, estar en una forma adecuada para infusién intravenosa.

Método

La presente invencion también se refiere a un método para preparar una célula segun la presente invencion, que
comprende la etapa de introducir una secuencia de acido nucleico o un vector segun la presente invencién en una célula.

Las células que expresan CAR segun la presente invencidon pueden crearse ex vivo ya sea de la propia sangre
periférica del paciente (donante 1°), o en el contexto de un trasplante de células madre hematopoyéticas de sangre
periférica de donante (donante 2°), o de sangre periférica de un donante emparentado (donante 3%). Alternativamente,
las células T CAR pueden derivarse de diferenciacion ex vivo de células progenitoras inducibles o células progenitoras
embrionarias a células T. En estos casos, las células T CAR se generan introduciendo ADN o ARN que codifica el
CAR por uno de muchos medios, incluida transduccién con un vector viral, transfeccién con ADN o ARN.

El método puede comprender ademas la estimulacién de la célula con un agente estimulador de células T yd. Como
se usa en el presente documento, un "agente estimulador de células T y3” se refiere a cualquier agente que estimule
selectivamente la proliferacién y/o supervivencia de las células T yd de una poblacién de células inicial mixta.

Por lo tanto, la poblacion de células resultante se enriquece con un mayor nimero de células T yd, por ejemplo células
T yd particulares que expresan un receptor TCR yd particular, en comparacion con la poblacién de células inicial.

Las poblaciones de células T yd producidas segun la presente invenciéon pueden enriquecerse con células T yd, por
ejemplo, células T yd particulares que expresan un receptor TCR yd particular. Es decir, la poblacién de células T yd
producida segun la presente invencion tendrda un nimero mayor de células T yd. Por ejemplo, la poblacién de células
T yd de la invencién tendra un nimero mayor de células T yd que expresan un receptor TCR yd particular en
comparacién con las células T yd en una muestra aislada de un sujeto. Es decir, la composicién de la poblacion de
células T yd diferira de la de una poblacién de células T "nativas" (es decir, una poblacién que no se ha sometido a
las etapas de expansion descritas en el presente documento), en cuanto que el porcentaje o proporcién de células T
yd sera mayor.

La poblacién de células T yd segun la invencién puede tener al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100% de células T yd.

La poblacién de células T yd segun la invencién puede tener al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16,17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100% de células T yd que expresan
un receptor TCR yd particular.

A modo de ejemplo, el agente estimulador de células T yd puede ser pirofosfato de isopentenilo (IPP); un analogo de
IPP (p. €j., pirofosfato de bromohidrina o pirofosfato de (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo); un inhibidor de farnesil
pirofosfato sintasa (FPPS) o un aminobisfosfonato tal como zoledronato o pamidronato.

El agente estimulador de células T yd se puede utilizar en combinacién con un mitégeno de células T general, por
ejemplo, una citocina mitogénica tal como IL-2.

Se conocen en la técnica métodos adicionales de estimulacién de células T yd e incluyen, por ejemplo, el uso de
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concanavalina A (Siegers, G. M. etal. PLoS ONE 6, e16700 (2011)), anticuerpos anti-TCR yd inmovilizados en plastico;
células presentadoras de antigenos artificiales disefiadas como alimentadores y células presentadoras de antigenos
artificiales disefiadas recubiertas con anticuerpo anti-TCR yd (Fisher, J. et al.; Clin. Cancer Res. (2014)).

Método de tratamiento

Un vector o célula T de la invencién para usar en el tratamiento de enfermedades se refiere al uso terapéutico de dicho
vector o célula T de la invencién. En este sentido, el vector o célula T puede administrarse a un sujeto que tiene una
enfermedad o afeccioén existente con el fin de disminuir, reducir o mejorar al menos un sintoma asociado con la
enfermedad y/o ralentizar, reducir o bloquear la progresion de la enfermedad.

Las células T que expresan CAR pueden crearse ex vivo ya sea de la propia sangre periférica del paciente (donante
19), o en el contexto de un trasplante de células madre hematopoyéticas de sangre periférica de donante (donante 2°),
o de sangre periférica de un donante no emparentado (donante 3%. Alternativamente, las células T CAR pueden
derivar de diferenciacién ex vivo de células progenitoras inducibles o células progenitoras embrionarias a células T.
En estos casos, las células T CAR se generan introduciendo ADN o ARN que codifica el CAR por uno de muchos
medios, incluida transduccién con un vector viral, transfeccion con ADN o ARN.

En una realizacion, la muestra que comprende células T yd puede haber sido aislada previamente del sujeto.

Una célula T CAR, segun la presente invencién, puede generarse mediante un método como el descrito en el presente
documento. En particular, una célula T que expresa CAR para usar en el tratamiento de una enfermedad puede
generarse mediante las etapas de transduccién de la célula T con un vector viral o transfeccion con ADN o ARN que
codifica el CAR coestimulador, como se describe en el presente documento, y expansion de las células T yd usando
un agente estimulador de células T y3.

El agente estimulador de células T yd puede ser pirofosfato de isopentenilo (IPP); un analogo de IPP (p. €j., pirofosfato
de bromohidrina o pirofosfato de (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo); un inhibidor de farnesil pirofosfato sintasa (FPPS)
o aminobisfosfonatos tales como zoledronato o pamidronato, por ejemplo.

Las células T que expresan una molécula CAR de la presente invencidén pueden usarse para el tratamiento de diversas
enfermedades, incluidas, por ejemplo, cancer, infeccién microbiana e infeccion viral.

El cancer puede ser, por ejemplo, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de colon, cancer de endometrio, cancer
de rifién (células renales), cancer de pulmoén, cancer de cerebro, melanoma, leucemia, linfoma, cancer de pancreas,
cancer de prostata o cancer de tiroides.

Los métodos y usos segun la presente invenciéon pueden practicarse en combinacién con composiciones adicionales.
Por ejemplo, si la enfermedad a tratar es el cancer, la composicién de la presente invencién puede administrarse en
combinacion con terapias adicionales contra el cancer, tales como quimioterapia y/o radioterapia.

Una composicién de la presente invencién se puede administrar en combinacioén con un agente estimulador de células
T yd tal como pirofosfato de isopentenilo (IPP); un analogo de IPP (p. ej., pirofosfato de bromohidrina o pirofosfato de
(E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enilo); un inhibidor de farnesil pirofosfato sintasa (FPPS) o aminobisfosfonatos tales como
zoledronato o pamidronato.

En particular, el zoledronato y el pamidronato se pueden utilizar para la expansion in vivo de células T yd Vd2+ en
combinacion con IL-2. Hay varios ensayos clinicos de fase | que han utilizado este enfoque (véase Fisher et al.;
Oncolmmunology, 3; e27572).

"En combinacion" puede referirse a la administracion de la terapia adicional o del agente estimulador de células T yd
antes, al mismo tiempo que o después de la administracién de la composiciéon segln la presente invencion.

La invencion se describird ahora con mas detalle mediante ejemplos, que tienen como objetivo ayudar a un experto
en la técnica a llevar a cabo la invencién y no pretenden de ninguna manera limitar el alcance de la invencién.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Generacién de células T yd que expresan un CAR coestimulador

Se extrajeron PBMC de sangre de donantes sanos usando separacion por gradiente de densidad Ficoll. Se cultivaron
en medio RPMI 1640 suplementado con FCS al 10%, penicilina/estreptomicina al 1%, IL-2 humana 100 u/ml y acido
zoledroénico 5 uM durante 5 dias.

Después de 5 dias se transdujeron con retrovirus que contenia la construccion CAR fusionada a RQR8, que actia
como un gen marcador y también proporciona un gen suicida sensible a Rituximab (aCD20).

El CAR ilustrativo descrito en el presente documento incluye un scFv especifico de aGD2, un conector basado en la
porcion Fc de IgG1, un dominio transmembrana derivado de CD28 y el endodominio de DAP10 (véase la Figura 10).
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Un segundo CAR ilustrativo incluye un scFv especifico de CD33, un conector basado en la porcién Fc de IgG1, un
dominio transmembrana derivado de CD28 y el endodominio de DAP10 (ver Figura 11).

Se demostr6 la coexpresion de un CAR anti-GD2-Fc-DAP10 con el TCR endégeno de una célula T yd (Figura 4).

Ejemplo 2 - Destruccion de las lineas celulares GD2+ LAN1 y TC71 por células T yd V32 transducidas con el CAR
aGD2-Fc-DAP10

Se sabe que las lineas celulares tanto LAN1 como TC71 expresan GD2.

Solo se observo una destruccién significativa de la linea celular de neuroblastoma GD2+ LAN1 cuando se usaron
células transducidas con CAR y no cuando se usaron células V52 no transducidas (NT) como efectoras (Figura 5A).

Habia un efecto aditivo contra la linea celular de sarcoma de Ewing GD2+ TC71 cuando se us6 el CAR aGD2-Fc-
DAP10 en combinacién con tratamiento con acido zoledrénico de 24 horas (Figura 5B).

La adicion del CAR a las células T aB, que carecen de la sefial 1 proporcionada por el TCRyd en respuesta al estrés
celular, no tuvo efecto sobre la citotoxicidad, a diferencia del efecto del CAR en las células T yd V&2+ (Figura 5C).
Esto indica que la sefial del CAR sola es insuficiente para la activacion de las células T.

La expresion del CAR aGD2-Fc-DAP10 en las células T y® no dio como resultado la destruccion especifica de GD2
de las células SK-N-SH negativas para GD2 (Figura 6).

Ejemplo 3: Conservacion de la expresion de CAR después de cocultivo prolongado y expansion especifica de GD2

El cocultivo se inici6 24 dias después de la transduccion y se realizaron analisis seriados de las células para detectar
la presencia de CAR y TCRV32 en presencia de células de neuroblastoma GD2+ (LAN1) y GD2- (SK-N-SH) irradiadas
(Figura 7A).

La expansion de células V32+ transducidas con aGD2-F¢c-DAP10 solo se observd en presencia de células diana GD2+
irradiadas (Figura 7B).

Ejemplo 4: Destruccion especifica de células de AML CD33+ pero no de monocitos CD33+ por células T yd que
expresan un CAR anti-CD33-DAP10

Se demostraron niveles equivalentes de expresion de CD33 en tres lineas celulares de AML y monocitos (Figura 8).
Las células T yd V32 se transdujeron con una construccion de CAR anti-CD33-Fc-DAP10 o anti-CD33-Fc-CD28-CD3z.

La construccién de CAR anti-CD33-Fc-CD28-CD3z proporciona la sefial 1 y la sefial 2 en presencia de CD33. El anti-
CD33-Fc-DAP10 proporciona la sefial 2 en presencia de CD33.

Las células transducidas con el CAR aCD33-CD28-CD3z destruyeron cualquier célula CD33 positiva y no preservaron
los monocitos sanos. Las células transducidas con el CAR aCD33-Fc-DAP10 no destruyen monocitos (Figura 9A).

Se observé un incremento significativo en la destruccién de AML, pero no incremento en la muerte de monocitos por
las células T yd V&2 transducidas con el CAR aCD33-Fc-DAP10 en comparacién con los controles no transducidos
(Figura 9B).

Diversas modificaciones y variaciones de los métodos y sistemas descritos de la invencion resultaran evidentes para
los expertos en la técnica, sin apartarse del alcance de la invencién. Si bien la invencién se ha descrito en relacion
con realizaciones preferidas especificas, debe entenderse que la invencién, como se reivindica, no debe limitarse
indebidamente a dichas realizaciones especificas. De hecho, diversas modificaciones de los modos descritos para
llevar a cabo la invencion, que sean evidentes para los expertos en biologia molecular, inmunologia celular o campos
afines, pretenden estar incluidos en el alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Unacélula T que expresa un receptor de células T gamma-delta (TCR) y un receptor de antigeno quimérico (CAR),
en donde el TCR se usa para proporcionar una sefial 1 para la activacién de las células T yd y el CAR se usa para
proporcionar una sefial coestimuladora 2, en donde el CAR comprende:

(i) un dominio de unién al antigeno;
(ii) un dominio transmembrana; y

(iiiy un dominio de sefializacion intracelular coestimulador de un correceptor de sefializacion de células T que, al unirse
el antigeno al dominio de unién al antigeno del CAR, proporciona una sefial coestimuladora y transmite la sefial 2 a
la célula T gamma delta y no transmite la sefial 1 a la célula T gamma delta tras la unién del antigeno diana;

el TCR gamma delta y el CAR dispuestos de manera que el TCR gamma delta proporciona la sefial 1 y el CAR
proporciona la sefial 2 tras la unién a cada receptor respectivamente, en donde la célula T gamma delta solo estara
completamente activada y sera capaz de destruir una célula diana que exprese un primer antigeno capaz de unirse
al TCR gamma delta y un segundo antigeno que sea capaz de unirse al CAR; y

en donde el dominio de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacion de DAP10;
en donde el dominio de union al antigeno es capaz de unirse a GD2 o CD33;
en donde el dominio transmembrana comprende un tallo de CD8 o un dominio transmembrana de CD28;

en donde el CAR comprende ademas un dominio espaciador entre el dominio de unién al antigeno y el dominio
transmembrana; y

en donde el dominio espaciador esta definido por una regién Fc.

2. Una célula segun cualquier reivindicacién precedente, en donde el TCR gamma-delta es capaz de unirse a un
fosfoantigeno; cadena A relacionada con el complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MICA); cadena B
relacionada con el complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MICB); ligando 1-6 de NKG2D (ULBP 1-6); CD1c;
CD1 d; receptor de proteina C endotelial (EPCR); lipohexapéptido; ficoeritrina o histidil-ARNt-sintasa.

3. Un CAR que comprende
(i} un dominio de unién al antigeno;
(i) un dominio transmembrana; y
(iii) un dominio de sefializacion intracelular;

en donde el dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacion intracelular coestimulador
de DAP10 pero no comprende un endodominio de CD3 en donde el CAR comprende:

- un dominio de unién al antigeno capaz de unirse a GD2 o CD33;
- un dominio transmembrana que comprende un tallo de CD8 o un dominio transmembrana de CD28; y

- un dominio espaciador entre el dominio de unién al antigeno y el dominio transmembrana, en donde el dominio
espaciador esta definido por una regién Fc.

4. Una célula T segun la reivindicaciéon 1 o un CAR segun la reivindicacién 3, en donde el correceptor de sefializacion de
células T es un correceptor de sefializacién de células T gamma delta, opcionalmente en donde el correceptor es DAP10.

5. Una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR como se define en la reivindicacion 3.

6. Un vector que comprende una secuencia de acido nucleico como se define en la reivindicacion 5, opcionalmente
en donde el vector es un vector retroviral, un vector lentiviral o un transposoén.

7. Un método para preparar una célula segun la reivindicacién 1 o reivindicacion 2, que comprende la etapa de introducir:
una secuencia de acido nucleico segun la reivindicacién 5 o un vector segun la reivindicacién 6 en una célula.

8. Una composicion farmacéutica que comprende una célula segun la reivindicacién 1 o reivindicacién 2, un CAR segun
la reivindicacion 3, una secuencia de &cido nucleico segin la reivindicacién 5 o un vector segun la reivindicacion 6.

9. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 8, para usar en el tratamiento y/o prevenciéon de una
enfermedad.

10. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 8, para usar en el tratamiento del cancer.
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Secuencia de nucleétidos del CAR aGD2-Fc-DAP10 (SEQ 1D NO: 5)
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Secuencia de aminoacidos del CAR aGD2-F¢c-DAP10 (SEQ ID NO: 2)
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Secuencia de nucledtidos del CAR aCD33-Fc-DAP10 (SEQ ID NQ: 4)

BT A N B R R N AN R R B 8 PR Y A RPN Y S T A YA R YRR N A R SRR R A R YA AN AT AV Y TR AR RS S AT NS YA A TS
3 RO R A K R B KO R R PR AN AT O B K O KOO RD AK H KPR R R AR NG K KK GRS SR & AT O K KO KOOI O AL INOR SR KPP ARA IO CR K AN IEOAN AN ORI R LR AT AN E AT
et A AN AR AN AN R4 P2 A A A AR A YD 8 o7 A 5 At A A S e A0 8 2k LA At AN AOA AW B R 2 e A A A LS N S & e i
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CACGTTC GGTCAGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAGATCTGGTGGLGG
AGGGTCAGGAGGCGGAGGCAGC GbAGGCGGTGGCTCGGGAbGCGGA
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GTGCTGGAC TCCGACEGCTOCTICTTCE TG TACAGCARGLTCACT: ejiee
ACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCCT @Iﬁ%
ATGAGGCCCTGCACAATCACTATACCCAGARATCTCTGAGTCTGAGEES
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AGGCAAGAAGGACCCCAAGTTCTCOGTCCTGEIGGTCOTCGEAGCCGT
GCTGGCCTGITACTCTETCCTGGTGACEGTGGCCTTCATCATCTICTEG
GTATGCGCCAGACCACGOECOAGCCCAGE CCAGGAGGACCGCAAGG T

GTACATCAACATGCCCGGCCGCGGCTGA
Secuencia de aminoacidos def CAR aCD33-Fc-DAP10 (SEQ ID NO: 1)
NAVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVT?TCRASED!YFM

e T D ST

...............................................

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

DLVESGGGLVQPGGS LRLSCMSGFTLSNYGMHWJRQAPGKGLE\*“NSS?S
LNGGSTYYRDSVKG RFTISRDNAKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAQ DAYT‘

..................................................................................................
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Y TLPPSRDEL TKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDS
SDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVFS CSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGKKD:
KEVW LWV GGVLAC YSLLVTVAE IEWMCARPRREPAGEDGKVYINMPG

Clave

R e LK
{-spaciador CHICHS 201 MUiacion PPVA para preven i Giior 2 recepiores Foiy
Endndominio de DAPION
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Efectores aplicados

FiG, 12
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