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DESCRIPCION
Método y composiciones para inmunoterapia celular
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de la biomedicina y especificamente a métodos Utiles para terapia contra el
cancer. En particular, realizaciones de la invencién se refieren a métodos y a composiciones para llevar a cabo
inmunoterapia celular que comprende células T modificadas con receptores de direccionamiento tumoral.

Antecedentes de la invencién

La transferencia adoptiva de linfocitos T humanos que se modifican por ingenieria mediante transferencia génica para
expresar receptores de antigenos quiméricos (receptores quiméricos) especificos para moléculas de superficie
expresadas en células tumorales tiene la posibilidad de tratar eficazmente neoplasias malignas avanzadas. Los
receptores quiméricos son receptores sintéticos que incluyen un dominio de unién a ligando extracelular, lo més
habitualmente un fragmento variable de cadena sencilla de un anticuerpo monoclonal (scFv) unido a componentes de
sefializacién intracelulares, lo mas habitualmente CD3( solo o en combinacién con uno o mas dominios
coestimuladores. Gran parte de la investigacién en el disefio de receptores quiméricos se ha centrado en definir scFv
y otros elementos de unién a ligando que seleccionan como diana células malignas sin provocar toxicidad grave a
tejidos normales esenciales, y en definir la composicion éptima de mddulos de sefializacién intracelulares para activar
funciones efectoras de células T. Sin embargo, no queda claro si las variaciones en el disefio de receptores quiméricos
que median en una funcidn in vitro superior se traduciran de manera reproducible en una actividad terapéutica in vivo
mejorada en aplicaciones clinicas de células T modificadas con receptor quimérico.

Existe una necesidad de identificar métodos para determinar elementos de disefio de receptores quiméricos que son
importantes para la actividad terapéutica y poblaciones celulares para modificar genéticamente y transferir de manera
adoptiva que proporcionen una supervivencia y eficacia potenciadas in vivo.

Sumario de la invencién
La presente invencién proporciona un polipéptido de receptor quimérico que comprende:

a) un dominio de unién a ligando, en el que el dominio de unién a ligando se une a un ligando, en el que el dominio
de unién a ligando es un fragmento variable de cadena sencilla que se une especificamente a CD19 y en el que el
dominio de unién a ligando comprende la secuencia de aminoacidos:

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSL
TISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTKGEVKLQESGPGLVAPSQSLSVT
CTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYC
AKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSS;

b) un espaciador de una longitud que es especifica para el ligando, en el que el espaciador proporciona proliferacién
de células T y/o produccién de citocinas aumentadas en respuesta al ligando en comparacién con un receptor
quimérico de referencia, en el que el espaciador tiene una longitud de 15 aminoacidos 0 menos y comprende la
secuencia de aminoacidos ESKYGPPCPPCP;

¢) un dominio transmembrana, en el que el dominio transmembrana comprende la secuencia de aminoacidos

MFWVLVVVGGYLACY SLLVTVAFHFWV 4o un dominio transmembrana de CD28; y

d) un dominio de sefializacién intracelular, en el que el dominio de sefializacién intracelular comprende el dominio
de sefalizacién de CD3 zeta y el dominio de sefializacion de 4-1BB, en el que el dominio de sefalizacion
intracelular comprende la secuencia de aminoacidos:

KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELRVKFSRSADAPAY QQGQNQLYNELNLGRR
EEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKD
TYDALHMQALPPR.

La invencidn también proporciona un vector de expresién que comprende un acido nucleico de receptor quimérico
aislado que codifica para un polipéptido de receptor quimérico de la invencién, en el que el vector de expresidn es un
vector de virus del simio 40, un vector de adenovirus, un vector de virus adenoasociado (VAA), un vector lentiviral o
un vector retroviral.

La invencién también proporciona una célula huésped que comprende un polipéptido de receptor quimérico de la
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invencion.

La invencién también proporciona una composicidn que comprende una célula huésped de la invencién en un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencién también proporciona una célula huésped de la invencién o una composicién de la invencién para su uso
en el tratamiento de cancer.

En algunos de los casos a continuacién se describen realizaciones de la invencién.

Un caso se refiere a métodos y a composiciones para conferir y/o aumentar respuestas inmunitarias mediadas
mediante inmunoterapia celular, tal como transfiriendo de manera adoptiva subconjuntos especificos de tumor,
genéticamente modificados, de células T CD8* o0 CD4" solas o en combinacién. En otros casos descritos en el presente
documento son Acidos nucleicos de receptor quimérico y vectores y células huésped que incluyen tales acidos
nucleicos. La secuencia de acido nucleico que codifica para el receptor quimérico une entre si varios componentes
modulares que pueden escindirse y sustituirse por otros componentes con el fin de personalizar el receptor quimérico
para una activacién y reconocimiento de células T eficientes de una molécula diana especifica o un epitopo en la
molécula diana.

En casos, un acido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucledtido que codifica para un dominio de unién
a ligando, en el que el ligando es una molécula expresada en células malignas o infectadas, un polinucleétido que
codifica para un espaciador de polipéptido en el que el espaciador de polipéptido tiene aproximadamente 200
aminoécidos 0 menos, un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana; y un polinucleétido que codifica
para dominios de sefializacion intracelulares. En casos, el espaciador de polipéptido comprende una regién bisagra
de 1lgG4 modificada que contiene una secuencia de aminoacidos X1PPXzP que puede unirse a otras secuencias de
aminoécidos incluyendo, pero sin limitarse a, las secuencias CH2 y CH3 o s6lo CH3 del Fc de Ig. Se ha encontrado
sorprendentemente que la longitud de la regién espaciadora que se supone que no tiene capacidad de sefializacién
afecta a la eficacia in vivo de las células T modificadas para expresar el receptor quimérico y necesita personalizarse
para moléculas diana individuales para un reconocimiento de células diana o tumorales 6ptimo.

En otros casos descritos en el presente documento es un 4cido nucleico de receptor quimérico aislado que comprende:
un polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno especifico de
tumor, antigeno viral o cualquier otra molécula expresada en una poblacién de células diana que es adecuada para
mediar en el reconocimiento y la eliminacién por un linfocito; un polinucleétido que codifica para un espaciador de
polipéptido en el que el espaciador de polipéptido tiene una longitud personalizada que es especifica para cada ligando
seleccionado como diana, en el que el espaciador proporciona proliferacién de células T y/o produccién de citocinas
potenciadas en comparacion con un receptor quimérico de referencia; un polinucledtido que codifica para un dominio
transmembrana; y un polinucleétido que codifica para uno o mas dominios de sefializacién intracelulares. En casos,
se emplea un espaciador largo si el epitopo en el ligando diana esta en una posicién proximal a la membrana y se
emplea un espaciador corto si el epitopo en el ligando diana esta en una posicién distal a la membrana. Algunos casos
incluyen vectores de expresion y células huésped que comprenden el receptor quimérico aislado tal como se describe
en el presente documento.

En otros casos descritos en el presente documento es un polipéptido de receptor quimérico que comprende un dominio
de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno especifico de tumor, antigeno viral o cualquier otra molécula
que se expresa en una poblacién de células diana y puede seleccionarse como diana para mediar en el reconocimiento
y la eliminacién por linfocitos, un espaciador de polipéptido en el que el espaciador de polipéptido tiene
aproximadamente 10-229 aminoécidos; un dominio transmembrana; y uno o mas dominios de sefializacién
intracelulares. En casos, el espaciador de polipéptido comprende una regién bisagra de |gG modificada que contiene
la secuencia de aminoacidos X1PPX2P.

En otros casos descritos en el presente documento son composiciones para conferir y/o aumentar las respuestas
inmunitarias mediadas mediante inmunoterapia celular, tal como transfiiendo de manera adoptiva un subconjunto
especifico de tumor de células T CD4* genéticamente modificadas especificas, en el que las células T CD4* confieren
y/o aumentan la capacidad de células T CD8"* para mantener la reactividad antitumoral y aumentar y/o maximizar la
proliferacién especifica de tumor. En algunos casos, las células CD4* se modifican genéticamente para expresar un
acido nucleico de receptor quimérico y/o polipéptido de receptor quimérico tal como se describe en el presente
documento.

En otros casos descritos en el presente documento son composiciones para conferir y/o aumentar respuestas
inmunitarias mediadas mediante inmunoterapia celular, tal como transfiiendo de manera adoptiva un subconjunto
especifico de tumor de células T CD8" genéticamente modificadas especificas. En casos, las células CD8* expresan
un acido nucleico de receptor quimérico y/o polipéptido de receptor quimérico tal como se describe en el presente
documento.

En otro caso, una composicién de inmunoterapia celular adoptiva que tiene una preparacion celular de linfocitos T
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citotoxicos CD8* genéticamente modificados para conferir y/o aumentar respuestas inmunitarias, en la que la
preparacién celular de linfocitos T citotéxicos comprende células T CD8* que expresan un receptor quimérico que
comprende un dominio de unién a ligando para un ligando asociado con la enfermedad o el trastorno, una regién
espaciadora personalizada, un dominio transmembrana; y un dominio de sefializacién intracelular de una célula T u
otros receptores, tales como un dominio coestimulador, y/o una preparacién celular de linfocitos T cooperadores
genéticamente modificados, en la que la preparacion celular de linfocitos T cooperadores tiene células T CD4* que
expresan un receptor quimérico que comprende un dominio variable de anticuerpo especifico para el ligando asociado
con la enfermedad o el trastorno, una regién espaciadora personalizada, un dominio transmembrana; y uno o mas
dominios de sefializacidn intracelulares.

En un caso descrito en el presente documento es un método de realizacién de inmunoterapia celular en un sujeto que
tiene una enfermedad o un trastorno administrando al sujeto una preparacién celular de linfocitos T citotdxicos
genéticamente modificados que proporciona una respuesta inmunitaria celular, en el que la preparacién celular de
linfocitos T citotéxicos comprende células T CD8"* que tienen un receptor quimérico que comprende un polinucleétido
que codifica para un dominio de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno especifico de tumor, antigeno
viral o cualquier otra molécula expresada en una poblaciéon de células diana que es adecuada para mediar en el
reconocimiento y la eliminacién por un linfocito; un polinucleétido que codifica para un espaciador de polipéptido en el
que el espaciador de polipéptido tiene una longitud personalizada que es especifica para cada ligando seleccionado
como diana, en el que el espaciador proporciona proliferaciéon de células T y/o produccién de citocinas potenciadas en
comparacién con un receptor quimeérico de referencia; un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana;
y un polinucleétido que codifica para uno o mas dominios de sefializacién intracelulares. En casos, el dominio de unién
a ligando es un dominio variable de anticuerpo extracelular especifico para un ligando asociado con la enfermedad o
el trastorno. Un caso incluye una preparacién celular de linfocitos T cooperadores genéticamente modificados en la
que la preparacion celular de linfocitos T cooperadores comprende células T CD4* que tienen un receptor quimérico
que comprende un polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando, en la que el ligando es un antigeno
especifico de tumor, antigeno viral o cualquier otra molécula expresada en una poblacién de células diana que es
adecuada para mediar en el reconocimiento y la eliminacién por un linfocito; un polinucleétido que codifica para un
espaciador de polipéptido en el que el espaciador de polipéptido tiene una longitud personalizada que es especifica
para cada ligando seleccionado como diana, en el que el espaciador proporciona proliferacién de células T y/o
produccién de citocinas potenciadas en comparacién con un receptor quimérico de referencia; un polinucleétido que
codifica para un dominio transmembrana; y un polinucleétido que codifica para uno o0 més dominios de sefializacién
intracelulares. En casos, la poblacién de células CD8* genéticamente modificadas y CD4* genéticamente modificadas
se administran conjuntamente. En casos, las células T son células T autélogas o alogénicas.

Son posibles diversas modificaciones del método anterior. Por ejemplo, el receptor quimérico que se expresa por la
célula T CD4* y la célula T CD8" puede ser el mismo o diferente.

En otro caso descrito en el presente documento es un método de preparacién de una composicién de inmunoterapia
adoptiva obteniendo una preparacion celular de linfocitos T citotéxicos CD8" especificos de tumor modificados con
receptor quimérico que provoca una respuesta inmunitaria celular y expresa un receptor quimérico reactivo frente a
antigeno, en el que la preparacion celular de linfocitos T citotéxicos modificados comprende células T CD8* que tienen
un receptor quimérico que comprende un dominio de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno especifico
de tumor, antigeno viral o cualquier otra molécula expresada en una poblacién de células diana que es adecuada para
mediar en el reconocimiento y la eliminacién por un linfocito; un espaciador de polipéptido en el que el espaciador de
polipéptido tiene una longitud personalizada que es especifica para cada ligando seleccionado como diana, en el que
el espaciador proporciona proliferaciéon de células T y/o produccién de citocinas potenciadas en comparacién con un
receptor quimérico de referencia; un dominio transmembrana; y uno o mas dominios de sefializacién intracelulares;
y/u obteniendo una célula T cooperadora T CD4* virgen o de memoria modificada en el que la preparacion celular de
linfocitos T cooperadores modificados comprende células CD4* que tienen un receptor quimérico que comprende un
dominio de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno especifico de tumor, antigeno viral o cualquier otra
molécula expresada en una poblacién de células diana que es adecuada para mediar en el reconocimiento y la
eliminacién por un linfocito; un espaciador de polipéptido en el que el espaciador de polipéptido tiene una longitud
personalizada que es especifica para cada ligando seleccionado como diana, en el que el espaciador proporciona
proliferacion de células T y/o produccién de citocinas potenciadas en comparacién con un receptor quimérico de
referencia; un dominio transmembrana; y uno 0 mas dominios de sefializacién intracelulares.

Estos y otros casos se describen adicionalmente en la memoria descriptiva, dibujos y reivindicaciones adjuntos.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: biblioteca de secuencias de espaciador. Se construyé una biblioteca de plasmidos que contiene
secuencias de ADN con codones optimizados que codifican para componentes extracelulares incluyendo la bisagra
de 1gG4 sola, bisagra de 1gG4 unida a dominios CH2 y CH3, o bisagra de IgG4 unida al dominio CH3. Cualquier
secuencia de scFV (VH y VL) puede clonarse en &’ con respecto a las secuencias que codifican para esta biblioteca
de dominios espaciadores variables. Los dominios espaciadores estan unidos a su vez a dominios transmembrana
de CD28 y de sefializacién intracelular y a CD3zeta. Una secuencia T2A en el vector separa el receptor quimérico
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de un marcador seleccionable que codifica para un receptor de factor de crecimiento epidérmico humano truncado
(tEGFR).

Figura 2: citotoxicidad in vitro, produccién de citocinas y proliferacién de células T modificadas para
expresar receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 con longitud de espaciador modificada. (A) Fenotipo de
lineas celulares derivadas de Tcm CD8" purificadas modificadas con cada uno de los receptores quiméricos de
ROR1 de 2A2 con dominio espaciador largo, intermedio y corto. La tincién con anticuerpo anti-F(ab) que se une a
un epitopo en el scFV de 2A2 muestra expresion en superficie de receptores quiméricos de ROR1 con espaciador
de longitud completa o truncado. (B) Actividad citolitica de células T que expresan los diversos receptores
quiméricos de ROR1 de 2A2 con espaciador largo (*), intermedio (A) y corto (¢), o un vector lentiviral de control
de tEGFR frente a ROR1* (x) y células diana de control. El diagrama de barras resume los datos de citotoxicidad
de 3 experimentos independientes (E:T = 30:1) normalizados con respecto a la actividad citolitica por receptor
quimérico de ROR1 de 2A2 “largo” = 1, y se analizaron mediante prueba de la t de Student. (C) Se us6 dilucién de
colorante de CFSE para medir la proliferacion de células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2 y de control de
tEGFR, 72 horas después de la estimulacién con Raji/ROR1 (panel izquierdo) y células de LLC primaria (panel
derecho) sin adicién de citocinas exégenas. Para el anélisis, se combinaron pocillos por triplicado y se analizé la
proliferacion de células T CD8" vivas (PI-). Los nimeros encima de cada histograma indican el nimero de divisiones
celulares que experimentd el subconjunto en proliferaciéon, y la fraccién de células T en cada puerta que
experimentaron >4/3/2/1 divisiones celulares se proporciona junto a cada gréafico. (D) Ensayo de citocinas
multiplexado de sobrenadantes obtenidos después de 24 horas a partir de cultivos conjuntos por triplicado de 5x104
células T que expresan los diversos receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 con Raji/ROR1 y células de LLC
primaria. Se normalizaron los datos de citocinas multiplexados de 3 experimentos independientes (liberacién de
citocina por receptor quimérico de ROR1 de 2A2 “largo” = 1) y se analizaron mediante la prueba de la t de Student
(diagrama de barras a la derecha).

Figura 3: el receptor quimérico de R11 requiere un espaciador largo para el reconocimiento de células
tumorales ROR1*. Las secuencias que codifican para el scFV a partir del anticuerpo monoclonal R11 que es
especifico para un epitopo en el dominio Kringle proximal a la membrana del receptor de tirosina cinasa huérfano
ROR1 se clonaron en el sentido de 5 de secuencias sélo de bisagra de 1gG4 (corta), bisagra de 1gG4/CH3
(intermedia) y bisagra de 1gG4/CH2/CH3 en la presente biblioteca de receptores quiméricos que contenia los
dominios coestimuladores de 4-1BB y se prepararon como vectores lentivirales. A). Se transdujeron células T CD8*
humanas y se determiné la eficiencia de transduccidén con cada uno de los receptores quiméricos corto, intermedio
y largo mediante tincién para detectar el marcador de tEGFR. B). Se sometieron a ensayo células T transducidas
que expresaban el espaciador corto (parte superior), intermedio (centro) y largo (parte inferior) para determinar la
lisis de células de leucemia K562 solas o transfectadas para expresar ROR1. Sélo las células T que expresaban
el receptor quimérico de espaciador largo destruyeron eficazmente las células K562 ROR1*. C). Se marcaron
células T transducidas que expresaban el espaciador corto (parte superior), intermedio (centro) y largo (parte
inferior) con CFSE, se estimularon con células K562 que expresaban ROR1 o CD19 (control) y se sometieron a
ensayo para determinar la proliferacion celular a lo largo de 72 horas. Las células T que expresaban el receptor
quimérico con espaciador largo proliferaron especificamente frente a las células K562 ROR1*. D). Se estimularon
células T transducidas que expresaban el espaciador corto (parte superior), intermedio (centro) y largo (parte
inferior) con células de linfoma Raji y células K562 que expresaban ROR1 o CD19 (control) y se sometieron a
ensayo para determinar la secrecién de interferén gamma en el sobrenadante a lo largo de 24 horas. Las células
T que expresaban el receptor quimérico con espaciador largo proliferaron y produjeron los niveles mas altos de
interferén gamma en respuesta a células diana positivas para ROR1.

Figura 4: disefio de receptores quiméricos de ROR1 con longitud de espaciador modificada y derivados a
partir del scFV de 2A2 y R12 con diferente afinidad. (A) Disefio de insertos de transgenes lentivirales que
codifican para un panel de receptores quiméricos de ROR1 que contienen el scFV de 2A2, un espaciador derivado
de Fc de 1gG4 de “bisagra-CH2-CH3” (espaciador largo, 229 AA), “bisagra-CH3” (intermedio, 119 AA) o sélo
“bisagra” (corto, 12 AA), y un médulo de sefializacién con CD3 y CD28. Cada casete de receptor quimérico
contiene un marcador de EGFR truncado codificado en el sentido de 3’ de un elemento de T2A. (B) Insertos de
transgenes lentivirales que codifican para receptores quiméricos especificos de ROR1 derivados a partir del scFV
de R12 y 2A2 con espaciador de “bisagra” de Fc de 1gG4 corto (12 AA) y un médulo de sefializaciéon que contiene
CD28 0 4-1BB y CD3C respectivamente (total: 4 constructos).

Figura 5: reactividad antitumoral de células T modificadas con receptores quiméricos de ROR1 derivados
a partir del AcM R12 con afinidad superior a 2A2. (A) Expresidén de tEGFR en lineas de células T derivadas de
Tcm CD8* policlonales purificadas modificadas con cada uno de los receptores quiméricos de ROR1 de R12 'y 2A2
con espaciador de “bisagra” de Fc de 1gG4 corto y dominio coestimulador de CD28 o 4-1BB. (B) Citotoxicidad
frente a células diana ROR1" y de control por células T que expresan R12 (28-A; 4-1BB-A) y receptores quiméricos
de ROR1 de 2A2 (28-e; 4-1BB-0) o un vector de control de tEGFR (x). (C) Ensayo de citocinas multiplexado de
sobrenadantes obtenidos después de 24 horas a partir de cultivos conjuntos de 5x10* células T que expresan los
diversos receptores quiméricos de ROR1 con células tumorales Raji/ROR1. Los diagramas de barras en el centro/a
la derecha muestran datos multiplexados normalizados de 3 experimentos independientes (liberacidén de citocina
por receptor quimérico de ROR1, 2A2 = 1) analizados mediante prueba de la t de Student. (D) La proliferacién de
células T de receptor quimérico de ROR1 y células T de control de tEGFR 72 horas después de la estimulacion
con células Raji/ROR1 y sin adicién de citocinas exdégena se evalud mediante dilucién de colorante de CFSE. Los
ndmeros encima de cada histograma indican el nimero de divisiones celulares que experimenté el subconjunto en
proliferacion, y la fraccién de células T en cada puerta que experimentaron >4/3/2/1 divisiones celulares se
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proporciona encima de cada grafico.

Figura 6: analisis de produccién de citocinas y proliferacién de lineas de células T CD4* modificadas con
un receptor quimérico de ROR1 derivado a partir de AcM R12 con afinidad superior a 2A2. (A-B) Los
receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 y R12 tenian el espaciador corto y un dominio coestimulador de CD28.
(A) Andlisis de citocinas mutiplexado a partir de sobrenadantes obtenidos 24 horas después de la estimulacién de
5x10* células T CD4* que expresaban el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 y R12 con células tumorales
Raji/ROR1. (B) La proliferacién de células T CD4" de receptor quimérico de ROR1 de R12 y 2A2 y células T de
control de tEGFR 72 horas después de la estimulacién con células Raji/ROR1 y sin adicién de citocinas exégenas
se evalué mediante dilucién de colorante de CFSE. Los nimeros encima de cada histograma indican el numero
de divisiones celulares que experimenté el subconjunto en proliferacidn, y la fraccién de células T en cada puerta
que experimentaron =5/4/3/2/1 divisiones celulares se proporciona encima de los histogramas.

Figura 7: reconocimiento de LLC primaria por células T modificadas con receptores quiméricos de ROR1
de 2A2 y R12 con espaciador corto 6ptimo y dominio coestimulador de 4-1BB o con un receptor quimérico
especifico de CD19. (A) Expresion de ROR1/CD19 en LLC primaria, y CD80/86 en LLC primaria y células
tumorales Raji/ROR1 (gréficos de puntos negros) que pueden acoplarse a CD28 en células T de receptor quimérico
(histogramas blancos). La tinciéon con AcM de control de isotipo coincidente se muestra como graficos/histogramas
de puntos grises. (B) Actividad citolitica de células T que expresan el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 (e) y
R12 (m), un receptor quimérico especifico de CD19 (A) y células T modificadas con un vector de control de tEGFR
(x) frente a LLC primaria (diagrama de la izquierda) y células B normales (diagrama de la derecha) analizada
mediante ensayo de liberacién de cromo. Los datos de citotoxicidad frente a LLC primaria de 4 experimentos
independientes (E:T = 30:1) se normalizaron (actividad citolitica por receptor quimérico de ROR1, 2A2 = 1) y se
analizaron mediante prueba de la t de Student (diagrama de barras). (C) Analisis de citocinas mutiplexado después
de una estimulacién de 24 horas de 5x10* células T de receptor quimérico con células de LLC primaria. La
liberacion de citocina de células T de receptor quimérico no estimuladas estaba por debajo de 3,6 pg/ml (limite de
deteccion) (diagrama de barras de la izquierda). ELISA para determinar la produccion de IFN-y mediante 5x104
células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2 y R12 después de un cultivo conjunto de 24 horas con LLC
primaria. La D.O. de 1 corresponde a aproximadamente 250 pg/ml (diagrama de barras a la derecha). (D)
Proliferaciéon de células T CD8* modificadas con el receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 y CD19,
72 horas después de la estimulacién con células de LLC primaria. Los niUmeros encima de cada histograma indican
el numero de divisiones celulares, y la fraccién de células T en cada puerta que experimentaron =3/2/1 divisiones
celulares se proporciona junto a cada grafico.

Figura 8: la funcién de células T CD8" modificadas con receptor quimérico de ROR1 y receptor quimérico
de CD19 contra LLC primaria se aumenta por células T cooperadoras modificadas con receptor quimérico.
(A) ELISA para determinar la produccién de IL-2 a partir de cultivos conjuntos por triplicado de 5x104 células T
CD8* y CD4* que expresan el receptor quimérico de ROR1 de R12 y CD19 respectivamente, incubadas con LLC
primaria durante 24 horas. La D.O. de 1 corresponde a aproximadamente 800 pg/ml. (B) La proliferacién de células
T CD8* modificadas con receptor quimérico en respuesta a LLC primaria se potencia mediante adicién de células
T CD4* modificadas con receptor quimérico. Se cultivaron conjuntamente células T CD8* marcadas con CFSE que
expresaban el receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 y CD19, respectivamente, con células tumorales
y con células T CD4* transducidas con receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 y CD19 o no
transducidas de control (CD8*:CD4* = 1:1). Se analizé la proliferacién del subconjunto de CD8* 72 horas después
de la estimulacion. Los niUmeros encima de cada histograma indican el nimero de divisiones celulares, y la fraccion
de células T en cada puerta que experimentaron =3/2/1 divisiones celulares se proporciona encima de cada grafico.
Figura 9: eficacia antitumoral in vivo de células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 y
CD19. Se inocularon cohortes de ratones con 0,5x10° MCL JeKo-1/ffluc mediante inyeccién en la vena de la cola,
y se administraron 5x10° células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 0 CD19, o células T que
expresaban un vector de control de tEGFR 7 dias después de la inoculaciéon de tumor. Todos los constructos de
receptor quimérico tenian el espaciador corto de “sélo bisagra” de 1gG4 y un dominio coestimulador de 4-1BB. (A,
B) Obtencién de imagenes por bioluminiscencia en serie de tumor en cohortes de ratones tratados con células T
que expresan el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 ('¥), el receptor quimérico de ROR1 de R12 de alta afinidad
(m), un receptor quimérico especifico de CD19 (A), con células T transducidas con tEGFR solo (e), y ratones sin
tratar. La obtencién de imagenes por bioluminiscencia mostré manifestaciones tumorales en la médula ésea y el
térax y, por tanto, se midi6 la intensidad de sefial en regiones de interés que abarcaban todo el cuerpo y el térax
de cada ratén individual. (C) Analisis de Kaplan-Meier de supervivencia en grupos de tratamiento individual y de
control. Se realizaron anélisis estadisticos usando la prueba de los rangos logaritmicos. Los datos mostrados en
A-C son representativos de resultados obtenidos en 2 experimentos independientes. (D) Proliferacién de células T
de receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 y CD19 in vivo. Ratones NSG/JeKo-1 portadores de tumor
recibieron una Unica dosis de 5x10° células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 o CD19
marcadas con CFSE en el dia 7 después de la inoculacién de tumor, y 72 h después se extrajeron sangre periférica,
médula éseay bazo de cada ratdn individual. Se analizé la frecuencia y proliferacion de células T vivas (PI-), CD45*
CD8* tEGFR*. La frecuencia de células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2, ROR1 de R12 y CD19
respectivamente se proporciona a la izquierda de cada histograma como porcentaje de células vivas y la fraccién
de células T que experimentaron 24/3/2/1 divisiones celulares se proporciona encima de cada gréfico.

Figura 10: expresion de ligandos de ROR1 y NKG2D en lineas celulares de cancer epitelial. (A) Expresion
de ROR1 en las lineas celulares de cancer de mama triple negativas MDA-MB-231 y 468, y las lineas celulares de
cancer renal FARP, TREP y RWL (histogramas negros). La tincién con anticuerpo de control de isotipo coincidente
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se muestra como histogramas grises. (B) Expresién de CD80/86 y los ligandos de NKG2D, MICA/B, en células
tumorales MDA-MB-231 y Raji/ROR1, y nKg2D (CD314) en células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2 y
R12. La tincién con AcM de control de isotipo coincidente se muestra como graficos de puntos/histogramas grises.
Figura 11: las células T modificadas con receptor quimérico de ROR1 reconocen células tumorales
epiteliales ROR1* in vitro. (A) Ensayo de liberacién de cromo para evaluar la actividad citolitica de células T
modificadas con receptor quimérico de RORi de R12 (espaciador corto/dominio coestimulador de 4-1BB, simbolos
negros) y células T de control de tEGFR (simbolos blancos) contra lineas celulares de cancer renal y cancer de
mama ROR1*. (A-D) Los receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 y R12 tenian el espaciador corto éptimo y un
dominio coestimulador de 4-1BB. (B) Andlisis de citocinas mutiplexado después de la estimulacién de células T
que expresan el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 y R12 con células tumorales MDA-MB-231 y Raji/ROR1. (C)
Proliferaciéon de células T ¢cD8* modificadas con el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 y R12 72 horas después
de la estimulacién con células tumorales MDA-MB-231. Para el analisis, se combinaron pocillos por triplicado y se
analizé la proliferacion de células T CD8* vivas (PI). Los nimeros encima de cada histograma indican el ndmero
de divisiones celulares que experimenté el subconjunto en proliferacidn, y la fraccién de células T en cada puerta
que experimentaron =4/3/2/1 divisiones celulares se proporciona junto a cada histograma. (D) ELISA para
determinar la produccién de IL-2 por células T de receptor quimérico de ROR1 de R12 después de un cultivo
conjunto de 24 horas con MDA-MB-231 en medio simple, y tras la adicién de un céctel de anticuerpos que
bloqueaba la ruta de NKG2D [anticuerpos anti-NKG2D (clon 1D11), anti-MICA/B (clon 6D4) y anti-ULBP] o AcM
de control de isotipo coincidente. La D.O. de 0,6 corresponde a aproximadamente 1900 pg/ml.

Figura 12: efecto de la longitud de espaciador extracelular sobre el reconocimiento y la activacién de lisis
de células tumorales por células T humanas CD8" que expresan un receptor quimérico especifico de HER2.
A.) Representacién de la ubicacién de epitopo de Fab de Herceptin en epitopo proximal a la membrana de células
tumorales en HER2 humano, B.) formatos estructurales de variantes de longitud de espaciador de CAR de scFv
de Herceptin como polipéptidos unidos a T2A con la proteina transmembrana de marcador carboxil-EGFRt, C.)
deteccion por inmunotransferencia de tipo Western de la expresién de variante de Herceptin-CAR con espaciador
corto, medio y largo en CTL CD8* humanos, D.) deteccidn por citometria de flujo de EGFRt mediante CTL CD8*
humanos transducidos con variantes de CAR de Herceptin, después purificados de manera inmunomagnética
mediante Herceptin-biotina, microperlas anti-biotina, E.) funcién citolitica diferenciada por células T transducidas
para expresar las variantes de CAR de Herceptin (corto - S; medio - M; y largo - L) contra lineas celulares de
meduloblastoma humanas HER2* Med411FH y D283 (D341 es una linea celular de meduloblastoma de control
HERZ2-, los graficos de flujo insertados son lineas diana tumorales tefiidas con AcM especificos anti-HER?2). Verde
= |gG4 completa (Espaciador largo, ¥), azul = bisagra de |gG4:CH3 (espaciador medio; A ), rojo = sblo bisagra de
IgG4 (espaciador corto;m).

Figura 13: vectores de receptor quimérico de CD19 y generacién de células T de receptor quimérico de
CD19. (A) Disefio de insertos de transgenes lentivirales que codifican para un panel de receptores quiméricos
especificos de CD19 que difieren en cuanto a la longitud de espaciador extracelular y la coestimulacién intracelular.
Cada receptor quimérico codificaba para el fragmento variable de cadena sencilla especifico de CD19 derivado a
partir del AcM FMC63 en una orientaciéon VL-VH, un dominio espaciador derivado de 1gG4 de bisagra-CH2-CH3
(espaciador largo, 229 AA) o s6lo bisagra (espaciador corto, 12 AA), y un médulo de sefializacién que contenia
CD3¢ con CD28 o 4-1BB solos o0 en tAndem. Cada casete de receptor quimérico contiene un marcador de EGFR
truncado codificado en el sentido de 3’ de un elemento de 2A escindible. (B, C) Se prepararon lineas de células T
policlonales modificadas con cada uno de los constructos de receptor quimérico de CD19 a partir de células T de
memoria central (Tem) CD8* CD45RO* CD62L* purificadas de donantes normales. Tras la transduccion lentiviral,
se purificaron las células T positivas para transgén en cada linea celular usando el marcador de tEGFR y se
expandieron para experimentos in vitro e in vivo. (D) La MFI tras la tincién para el marcador de tEGFR muestra
expresién transgénica equivalente en células T modificadas con cada uno de los receptores quiméricos de CD19.
Figura 14: citotoxicidad in vitro, produccion de citocinas y proliferacién de células T modificadas con
distintos receptores quiméricos de CD19. (A) Actividad citolitica de células T que expresan los diversos
receptores quiméricos de CD19 contra células diana CD19* y de control. (B) Ensayo de citocinas multiplexado de
sobrenadantes obtenidos después de 24 horas a partir de cultivos conjuntos por triplicado de células T que
expresan los diversos receptores quiméricos de CD19 y células K562 transfectadas con CD19, y células Raiji
CD19*. (C) Comparacién de la produccién de citocinas por células T que expresan los diversos receptores
quiméricos de CD19. Los datos de citocinas multiplexados a partir de 6 experimentos independientes se
normalizaron (liberacién de citocina mediante CTL de “corto/CD28” de receptor quimérico de CD19 = 1) y se
analizaron mediante prueba de la t de Student. (D) Se usé la dilucién de colorante de CFSE para medir la
proliferacion de células T de receptor quimérico de CD19 72 horas después de la estimulacién con K562/CD19
(panel superior) y células tumorales Raji CD19* (panel inferior) sin adicién de citocinas exdgenas. Para el analisis,
se combinaron pocillos por triplicado y se analizd la proliferacién de células T CD8* vivas (PI-). Los nimeros encima
de cada histograma indican el nimero de divisiones celulares que experimenté el subconjunto en proliferacién, y
la fraccién de células T en cada puerta que experimentaron =4/3/2/1 divisiones celulares se proporciona en la parte
superior izquierda de cada grafico. (E) Se realizé la tincién con Pl al final de un cultivo conjunto de 72 horas de
células T que expresaban los diversos receptores quiméricos de CD19 con células tumorales Raji. El porcentaje
de células PI* dentro de la linea de células T de receptor quimérico (CD3*) se proporciona en cada histograma.
Figura 15: las células T de receptor quimérico de CD19 con un dominio espaciador extracelular corto
erradican los tumores de Raji en ratones NOD/SCiD. (A) Se inocularon cohortes de ratones con Raji-ffluc
mediante inyeccion en la vena de la cola y se administraron células T transducidas con receptores quiméricos de
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CD19 que contenian dominios espaciadores largo y corto o con tEGFR solo 2 y 9 dias después de la inoculacién
de tumor mediante inyeccién en la vena de la cola. Se evalué la progresidén y distribucién tumoral mediante
obtencién de imagenes por bioluminiscencia en serie después de la inyeccién de sustrato de luciferina. (B)
Obtencidn de imagenes por bioluminiscencia en serie de tumor en cohortes de ratones o bien tratados con células
T que expresan receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciador corto (“corto/CD28” y “corto/4-IBB”) y
espaciador largo (“largo/CD28” y “largo/4-1BB”), con células T transducidas con el vector de control de tEGFR o
no tratados. Cada diagrama que representa cohortes de ratones tratados con células T transducidas con receptor
quimérico de CD19 o con tEGFR también muestra la media de progresién tumoral en ratones no tratados para
comparacion (triangulos rojos). (C) Analisis de Kaplan-Meier de supervivencia de ratones no tratados y ratones
tratados con células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciador corto (“corto/CD28”
y “corto/4-1BB”), espaciador largo (“largo/CD28” y “largo/4-1BB”) y con tEGFR de control. Se realizaron anélisis
estadisticos usando la prueba de los rangos logaritmicos. Los datos mostrados en B y C son representativos de
resultados obtenidos en 3 experimentos independientes.

Figura 16: las células T de receptor quimérico de CD19 con un espaciador corto (corto/4-1BB) erradican
tumores de Raji establecidos en ratones NSG de una manera dependiente de la dosis. (A) Se inocularon
ratones con Raji-ffluc mediante inyeccion en la vena de la cola y se confirmé el injerto de tumor mediante obtencién
de imagenes por bioluminiscencia en el dia 6. En el dia 7, los ratones recibieron una Unica inyeccién i.v. de diversas
dosis de células T transducidas con el receptor quimérico de CD19 “corto/4-1BB” o con el lentivirus de control de
tEGFR. (B, C) Eficacia antitumoral dependiente de la dosis de células T que expresan el receptor quimérico de
CD19 “corto/4-1BB”. Una cohorte de control de ratones recibié una Unica dosis alta de células T modificadas con
tEGFR solo. (D) Persistencia de células T de receptor quimérico de CD19 tras la transferencia adoptiva en ratones
NSG/Raji. Andlisis por citometria de flujo de sangre periférica (sangrados oculares) en la cohorte de ratones
tratados con 2,5x10° células T de receptor quimérico de CD19 “corto/4-1BB”. La frecuencia de células T CD8*
tEGFR* se muestra como porcentaje de células de sangre periférica vivas.

Figura 17: las células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con un espaciador corto y o bien
CD28 o bien 4-1BB son mas eficaces contra linfoma establecido que aquellas que expresan receptores
quiméricos de CD19 con un espaciador largo. (A) Se inocularon ratones NSG con Raji-ffluc en el dia 0 y se
trataron en el dia 7 con una dosis de 2,5x10° células T de receptor quimérico de CD19 que expresaban espaciador
corto o largo y o bien CD28 o bien dominio coestimulador de 4-1BB. (B) Anélisis de Kaplan-Meier de supervivencia
de ratones en cada uno de los grupos de tratamiento. Se realizaron analisis estadisticos usando la prueba de los
rangos logaritmicos. (C) Obtencién de imagenes por bioluminiscencia de cohortes de ratones tratados con células
T que expresan receptores quiméricos de CD19 con espaciadores cortos (“corto/CD28” y “corto/4-1BB”) y
espaciadores largos (“largo/CD28 y “largo/4-1BB”). La carga tumoral media observada en ratones no tratados en
cada punto de tiempo se muestra en cada diagrama para comparacion (tridngulos). (D) La persistencia in vivo de
células T que expresan receptor quimérico de CD19 con dominio espaciador corto esté potenciada en comparacién
con células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con dominio espaciador largo. La frecuencia de células
T CD8" tEGFR* en la sangre periférica obtenida en el dia 3 y 10 después de la transferencia se determiné mediante
citometria de flujo y se muestra como porcentaje de células de sangre periférica vivas (PI°). Se realizaron analisis
estadisticos mediante prueba de la t de Student. Los datos mostrados en B-D son representativos de resultados
obtenidos en 3 experimentos independientes.

Figura 18: aumentar la dosis de células T de receptor quimérico o aumentar la sefializacién coestimuladora
no mejora la eficacia antitumoral de receptores quiméricos de CD19 con un dominio espaciador largo
contra linfoma establecido. (A) Actividad citolitica de células T que expresan receptores quiméricos de CD19
con “largo/CD28”, “largo/4-1BB” y “largo/CD28_4-1BB” contra células diana CD19* y de control. (B) Ensayo de
citocinas multiplexado de sobrenadante obtenido después de 24 horas a partir de cultivos conjuntos por triplicado
de células tumorales K562/CD19 y Raiji con células T que expresan los diversos receptores quiméricos de CD19.
(C) Evaluacién de proliferacion de células T de receptor quimérico de CD19 72 horas después de la estimulacion
con células tumorales CD19* (K562/CD19 - panel izquierdo; Raji - panel derecho) mediante dilucién de colorante
de CFSE. Para el andlisis, se combinaron pocillos por triplicado y se analiz la proliferaciéon de células T CD8*
vivas (PI-). Los nimeros encima de cada histograma indican el nimero de divisiones celulares que experimenté el
subconjunto en proliferacién, y la fraccién de células T en cada puerta que experimentaron 24/3/2/1 divisiones
celulares se proporciona en la parte superior izquierda de cada grafico. (D) Anélisis de Kaplan-Meier de
supervivencia de ratones tratados con células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con dominio
espaciador corto (“corto/CD28”) y largo (“largo/CD28” y “largo/CD28_4-1BB”), o células T modificadas con un
vector lentiviral de control que codifica para tEGFR. Se realizaron analisis estadisticos usando la prueba de los
rangos logaritmicos. (E) Obtencién de imégenes por bioluminiscencia de cohortes de ratones tratados con células
T que expresan receptores quiméricos de CD19 con espaciador corto (“corto/CD28”) y espaciadores largos
(“largo/CD28" y “largo/CD28_4-1BB”). Los diagramas muestran la progresion tumoral media en ratones no tratados
para comparacion (triangulos rojos). (F) Persistencia in vivo de células T que expresan los diversos receptores
quiméricos de CD19. La frecuencia de células T CD8* tEGFR™ en la sangre periférica obtenida en el dia 3 y 10
después de la transferencia se determiné mediante citometria de flujo y se muestra como porcentaje de células de
sangre periférica vivas (PI). Se realizaron analisis estadisticos mediante prueba de la t de Student.

Figura 19: las células T de receptor quimérico de CD19 con un dominio espaciador largo se activan
mediante tumor in vivo pero no logran aumentar su ndmero celular. (A) Expresién de CD69 y CD25 en células
T modificadas con cada receptor quimérico de CD19 antes de la transferencia en ratones NSG/Raji. (B) Se
inocularon cohortes de ratones con células tumorales Raji-ffluc y 7 dias después recibieron células T transducidas
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con receptor quimérico de CD19 marcado con CFSE o de control. Se extirparon médula ésea y bazos a partir de
subgrupos de ratones 24 y 72 horas después de la administracién de células T. (C, D) Anélisis por citometria de
flujo multiparamétrico de células mononucleares de médula 6sea obtenidas 24 horas (C) y 72 horas (D) después
de la transferencia de células T. Los graficos de puntos muestran la tincién anti-CD3 y anti-CD45 después de la
aplicacion de puertas con respecto a células Pl- para detectar células T humanas viables. La puerta CD3- CD45*
contiene células tumorales Raji. La expresion de CD25 y CD69 en células T CD3* CD45" vivas (PI) se muestra en
los histogramas. (E) Frecuencia de células T CD3* CD45* en bazos obtenidos 24 y 72 horas después de la
transferencia de células T. Se aplican puertas en graficos de puntos con respecto a esplenocitos vivos Pl- y el
porcentaje de células T CD3* CD45* se muestra en cada grafico. (F) Tincién con Pl de médula 6sea y esplenocitos
horas después de la transferencia de células T en ratones NSG/Raji. Los numeros en los histogramas indican el
porcentaje de células PI* dentro de la poblacién CD3*. (G) Obtenciéon de imagenes por bioluminiscencia de
cohortes de ratones tratados con células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con espaciador corto
(“corto/CD28" y “corto/4-1BB”), espaciadores largos (“largo/CD28 y “largo/4-IBB”) o células T de control.

Figura 20: las células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con 4-1BB y CD3zeta y una bisagra
de Fc de IgG4 modificada muestran una funcién in vitro e in vivo superior en comparacion con células T
que expresan receptores quiméricos de CD19 con 4-1BB y CD3zeta y una bisagra de CD8 alfa. A. Actividad
citolitica de células T modificadas con receptor quimérico de CD19 con bisagra de Fc de 19G4, bisagra de CD8 alfa
y células T de control contra células K562 marcadas con Cr%' transfectadas con CD19, células de linfoma Raji que
expresan CD19, y células T de control K562. Se muestra la lisis a diferentes razones de E/T en un ensayo de
liberacién de Cr®' de 4 horas. B. Produccion de interferén gamma mediante 5x10* células T que expresan un
receptor quimérico de CD19 con una bisagra de Fc de IgG4 o bisagra de CD8 alfa después de un cultivo conjunto
de 24 horas con células tumorales Raji. La D.O. de 1 corresponde a ~500 pg/ml de interferén gamma. C. Ensayo
de dilucién de colorante de CFSE para medir la proliferacién de células T que expresan un receptor quimérico de
CD19 con una bisagra de Fc de |gG4 o bisagra de CD8 alfa y células T que expresan tEGFR solo (control) después
de un cultivo conjunto de 72 horas con células de linfoma Raji positivas para CD19. Los nimeros encima de cada
histograma indican el nimero de divisiones celulares que experimenté el subconjunto de células en proliferacién.
La fraccion de células T en cada puerta que experimentaron =3/2/1 divisiones celulares se proporciona junto al
grafico. D. Actividad antitumoral in vivo de células T que expresan un receptor quimérico de CD19 con una bisagra
de Fc de IgG4 (grupo 1) o bisagra de CD8 alfa (grupo 2) y células T que expresan tEGFR solo (grupo 3) en ratones
NSG inoculados con células tumorales Raji que expresan luciferasa de luciérnaga (ffluc). Se obtuvieron imagenes
de los ratones 17 dias después de la inoculacién de tumor y 10 dias después de la inoculacidén de células T. Los
datos muestran una mayor carga tumoral en ratones tratados con células T de tEGFR de control (grupo 3) o con
células T de receptor quimérico de CD19 de bisagra de CD8 alfa (grupo 2) en comparacién con ratones tratados
con células T de receptor quimérico de CD19 de bisagra de Fc de |gG4 (grupo 1).

Descripcion detallada

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende habitualmente un experto habitual en la técnica a la que se refiere la invencion.

Se pretende que “aproximadamente”, tal como se usa en el presente documento cuando se hace referencia a un valor
medible, abarque variaciones de 20 % o 10 %, mas preferiblemente +5 %, incluso mas preferiblemente 1 % y
todavia mas preferiblemente +0,1 % con respecto al valor especificado.

“Activacién”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al estado de una célula T que se ha estimulado de
manera suficiente como para inducir proliferacién celular detectable, produccién de citocinas o expresién de
marcadores de superficie celular tales como CD69 y CD25, o funciones efectoras detectables.

“Muerte celular inducida por activacién” tal como se usa en el presente documento se refiere a un estado de una célula
T que esta activada pero no es capaz de proliferar mas de 2 generaciones y muestra marcadores de apoptosis.

“Antigeno” o “Ag” tal como se usa en el presente documento se refiere a una molécula que provoca una respuesta
inmunitaria. Esta respuesta inmunitaria puede implicar o bien produccién de anticuerpo o bien la activacién de células
inmunolégicamente competentes especificas, 0 ambas. Resulta facilmente evidente que un antigeno puede generarse,
sintetizarse, producirse de manera recombinante o puede derivarse de una muestra biolégica. Una muestra de este
tipo puede incluir, pero no se limita a, una muestra tisular, una muestra tumoral, una célula o un liquido biolégico.

“‘Efecto antitumoral”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un efecto biolégico, que puede
manifestarse mediante una disminucién de volumen tumoral, una disminucién del nimero de células tumorales, una
disminucién del nimero de metastasis, un aumento de la esperanza de vida o una disminucién de diversos sintomas
fisiologicos asociados con el estado canceroso. Un “efecto antitumoral” también puede manifestarse mediante una
disminucién de la recidiva o un aumento del tiempo antes de la recidiva.

“Receptor quimérico” tal como se usa en el presente documento se refiere a un receptor disefiado de manera sintética
que comprende un dominio de unién a ligando de un anticuerpo u otra secuencia de proteina que se une a una
molécula asociada con la enfermedad o el trastorno y estd unido mediante un dominio espaciador a uno o mas
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dominios de sefializacién intracelulares de una célula T u otros receptores, tales como un dominio coestimulador.

“Dominio coestimulador”’, tal como se usa el término en el presente documento, se refiere a un resto de sefializacién
que proporciona a células T una sefial que, ademas de la sefial primaria proporcionada, por ejemplo, por la cadena
de CD3 zeta del complejo TCR/CD3, media en una respuesta de células T, incluyendo, pero sin limitarse a, activacién,
proliferacion, diferenciacién, secrecién de citocinas y similares. Un dominio coestimulador puede incluir la totalidad o
una porcidn de, pero no se limita a, CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, ICOS, antigeno asociado a funcién de
linfocitos 1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une especificamente a CD83. En casos,
el dominio coestimulador es un dominio de sefializacién intracelular que interacciona con otros mediadores
intracelulares para mediar en una respuesta celular incluyendo activacién, proliferacién, diferenciacién y secrecién de
citocinas, y similares.

“Codificar para”’, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la propiedad de secuencias de nucleétidos
especificas en un polinucleétido, tal como un gen, un ADNc o un ARNm, para servir como moldes para la sintesis de
otras macromoléculas tales como una secuencia de aminoécidos definida. Por tanto, un gen codifica para una proteina
si la transcripcién y traduccién de ARNm correspondiente a ese gen produce la proteina en una célula u otro sistema
biolégico. Una “secuencia de é&cido nucleico que codifica para un polipéptido” incluye todas las secuencias de
nucleétidos que son versiones degeneradas unas de otras y que codifican para la misma secuencia de aminoacidos.

“Linfocito T citotdxico” (CTL) tal como se usa en el presente documento se refiere a un linfocito T que expresa CD8 en
la superficie del mismo (es decir, una célula T CD8*). En algunos casos tales células son preferiblemente células T de
“memoria” (células Tm) que tienen experiencia en cuanto al antigeno.

Célula T de “memoria central” (0 “Tcm”) tal como se usa en el presente documento se refiere a un CTL con experiencia
en cuanto al antigeno que expresa CD62L o CCR-7 y CD45RO en la superficie del mismo y no expresa o tiene una
expresién reducida de CD45RA en comparacién con células virgenes. En casos, las células de memoria central son
positivas para la expresién de CD62L, CCR7, CD28, CD127, CD45RO y CD95, y tienen una expresion reducida de
CD54RA en comparacion con células virgenes.

Célula T de “memoria efectora” (o0 “Tem”) tal como se usa en el presente documento se refiere a una célula T con
experiencia en cuanto al antigeno que no expresa o tiene una expresion reducida de CD62L en la superficie de la
misma en comparacién con células de memoria central, y no expresa o tiene una expresién reducida de CD45RA en
comparacion con células virgenes. En casos, células de memoria efectora son negativas para la expresién de CD62L
y CCR7, en comparacion con células virgenes o células de memoria central, y tienen una expresion variable de CD28
y CD45RA.

Células T “virgenes” tal como se usa en el presente documento se refiere a un linfocito T sin experiencia en cuanto al
antigeno que expresa CD62L y CD45RA, y no expresa CD45RO- en comparacién con células de memoria central o
efectora. En algunos casos, los linfocitos T CD8* virgenes se caracterizan por la expresiéon de marcadores fenotipicos
de células T virgenes incluyendo CD62L, CCR7, CD28, CD127 y CD45RA.

Células T “efectoras” “Te” tal como se usa en el presente documento se refiere a células de linfocito T citotoxico con
experiencia en cuanto al antigeno que no expresan o tienen una expresion reducida de CD62L, CCR7, CD28, y son
positivas para granzima B y perforina en comparacién con células T de memoria central o virgenes.

“Enriquecido” y “agotado” tal como se usa en el presente documento para describir cantidades de tipos de célula en
una mezcla se refieren a someter la mezcla de las células a un procedimiento o etapa que da como resultado un
aumento del namero del tipo “enriquecido” y una disminuciéon del nimero de las células “agotadas’. Por tanto,
dependiendo de la fuente de la poblacién de células original sometida al procedimiento de enriquecimiento, una mezcla
o composicién puede contener aproximadamente el 60, 70, 80, 90, 95 o 99 por ciento 0 mas (en nimero o cuentas)
de las células “enriquecidas” y aproximadamente el 40, 30, 20, 10, 5 o 1 por ciento 0 menos (en nimero o cuentas)
de las células “agotadas.

“Epitopo” tal como se usa en el presente documento se refiere a una parte de un antigeno o una molécula que se
reconoce por el sistema inmunitario incluyendo anticuerpos, células T y/o células B. Los epitopos tienen habitualmente
al menos 7 aminoécidos y pueden ser lineales o conformacionales.

“Aislado”, cuando se usa para describir los diversos polipéptidos divulgados en el presente documento, significa
polipéptido o acido nucleico que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su entorno
natural. Preferiblemente, el polipéptido o acido nucleico aislado esta libre de asociacién con todos los componentes
con los que esté naturalmente asociado. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que
normalmente interferirdn con usos de diagnéstico o terapéuticos para el polipéptido o acido nucleico, y pueden incluir
enzimas, hormonas y otros solutos proteicos o no proteicos.

“‘Dominio de sefializacién intracelular” tal como se usa en el presente documento se refiere a la totalidad o una porcién
de uno o mas dominios de una molécula (en este caso, la molécula de receptor quimérico) que proporciona la
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activacioén de un linfocito. Los dominios intracelulares de tales moléculas median en una sefial mediante interaccion
con mediadores celulares para dar como resultado la proliferacién, diferenciacion, activacién y otras funciones
efectoras. En casos, tales moléculas incluyen la totalidad o porciones de CD28, CD3, 4-1BB y combinaciones de los
mismos.

“Ligando” tal como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que se une especificamente a otra
sustancia para formar un complejo. Los ejemplos de ligando incluyen epitopos en antigenos, moléculas que se unen
a receptores, sustratos, inhibidores, hormonas y activadores. “Dominio de unién a ligando” tal como se usa en el
presente documento se refiere a una sustancia o porcién de una sustancia que se une a un ligando. Los ejemplos de
dominios de unién a ligando incluyen porciones de unién a antigeno de anticuerpos, dominios extracelulares de
receptores y sitios activos de enzimas.

“Operativamente unido” tal como se usa en el presente documento se refiere a la unién funcional entre una secuencia
reguladora y una secuencia de acido nucleico heteréloga que da como resultado la expresién de esta dltima. Por
ejemplo, una primera secuencia de acido nucleico esta operativamente unida a una segunda secuencia de acido
nucleico cuando la primera secuencia de &cido nucleico estad colocada en una relacién funcional con la segunda
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta operativamente unido a una secuencia codificante si el
promotor afecta a la transcripciéon o expresiéon de la secuencia codificante. Generalmente, las secuencias de ADN
operativamente unidas son contiguas y, cuando es necesario para unir dos regiones codificantes de proteina, estén
en el mismo marco de lectura.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoé&cidos” con respecto a las secuencias de polipéptido de receptor
quimérico identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de residuos de aminoacido en una
secuencia candidata que son idénticos a los residuos de aminoacido en la secuencia de referencia para cada uno del
dominio de unién a ligando, espaciador, dominio transmembrana y/o el dominio de activacién de linfocitos, después
de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de
secuencia, y sin considerar ninguna sustituciéon conservativa como parte de la identidad de secuencia. La alineacién
con los propositos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede lograrse de diversas
maneras que estan dentro de las habilidades en la técnica, por ejemplo, usando software informéatico disponible para
el publico tal como software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALiGn-2 o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica
pueden determinar parametros apropiados para medir la alineacién, incluyendo cualquier algoritmo necesario para
lograr una alineacion méxima a lo largo de la longitud completa de las secuencias que estdn comparandose. Por
ejemplo, los valores de % de identidad de secuencia de aminoéacidos generados usando el programa informético WU-
BLaSt-2 [Altschul et al., Methods in Enzymology, 266:460-480 (1996)] usan varios parametros de busqueda, la mayoria
de los cuales se establecen a los valores por defecto. Los que no se establecen a valores por defecto (es decir, los
parametros ajustables) se establecen con los siguientes valores: extensién de superposicion = 1, fraccién de
superposiciéon = 0,125, umbral de palabra (T) = 11 y matriz de puntuacién = BLOSUM®62. Un valor de % de identidad
de secuencia de aminoéacidos se determina dividiendo (a) el nimero de residuos de aminoacido idénticos coincidentes
entre cada una o la totalidad de la secuencia de aminoécidos de polipéptido de la secuencia de receptor quimérico de
referencia proporcionada en la tabla 2 y la secuencia de aminoacidos de interés de comparacién tal como se determina
mediante WU-BLAST-2 entre (b) el nimero total de residuos de aminoéacido del polipéptido de interés.

“Polinucleétido de variante de receptor quimérico” o “secuencia de acido nucleico de variante de receptor quimérico”
tal como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica para polipéptido
tal como se define a continuacién que tiene al menos aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia de &cido
nucleico con la secuencia de acido de polinucleétido mostrada en la tabla 1 o un fragmento especificamente derivado
de la misma, tal como polinucledtido que codifica para un dominio de unién a antigeno, un polinucleétido que codifica
para un dominio espaciador, un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana y/ o un polinucleétido que
codifica para un dominio estimulador de linfocitos. Habitualmente, una variante de receptor quimérico de polinucleétido
o fragmento del mismo tendra al menos aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia de acido nucleico, mas
preferiblemente al menos aproximadamente el 81 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, més preferiblemente
al menos aproximadamente el 82 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 83 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 84 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 85 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 86 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 87 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 88 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 89 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 90 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 91 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 92 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 93 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 94 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 95 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 96 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3015267 T3

aproximadamente el 97 % de identidad de secuencia de &cido nucleico, mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 98 % de identidad de secuencia de acido nucleico y aun mas preferiblemente al menos
aproximadamente el 99 % de identidad de secuencia de &cido nucleico con la secuencia de acido nucleico tal como
se muestra en la tabla o un fragmento derivado de la misma. Las variantes no abarcan la secuencia de nucledtidos
nativa. Con respecto a esto, debido a la degeneracién del cddigo genético, un experto habitual en la técnica reconocera
inmediatamente que un gran nimero de polinucledtidos de variantes de receptor quimérico que tienen al menos
aproximadamente el 80 % de identidad de secuencia de &cido nucleico con respecto a la secuencia de nucleétidos de
la tabla 1 codificaran para un polipéptido que tiene una secuencia de aminoécidos que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos de la tabla 2.

“Sustancialmente purificado” se refiere a una molécula que estd esencialmente libre de otros tipos de moléculas o a
una célula que esta esencialmente libre de otros tipos de células. Una célula sustancialmente purificada también se
refiere a una célula que se ha separado de otros tipos de células con los que estad normalmente asociada en su estado
que se produce de manera natural. En algunos casos, una poblacién de células sustancialmente purificadas se refiere
a una poblacion homogénea de células.

“‘No encontrado sustancialmente” cuando se usa con referencia a la presencia de un antigeno tumoral u otras
moléculas en células normales se refiere al porcentaje de un tipo de célula normal que tiene el antigeno o la molécula,
y/o a la densidad del antigeno en las células. En casos, no sustancialmente encontrado significa que el antigeno o la
molécula se encuentra en menos del 50 % del tipo de célula normal y/o a una densidad un 50 % inferior en
comparacion con la cantidad de células o antigeno encontrado en una célula tumoral u otra célula enferma.

“Células T” o “linfocitos T” tal como se usa en el presente documento pueden ser de cualquier especie de mamifero,
preferiblemente primate, incluyendo monos, perros y humanos. En algunos casos las células T son alogénicas (de la
misma especie pero de diferente donante) con respecto al sujeto receptor; en algunos casos las células T son
autélogas (el donante y el receptor son el mismo); en algunos casos las células T son singénicas (el donante y los
receptores son diferentes pero son gemelos idénticos).

Modos de la divulgacién

Se divulgan acidos nucleicos de receptor quimérico y vectores y células huésped que incluyen tales acidos nucleicos.
El acido nucleico de receptor quimérico comprende varios componentes modulares que pueden escindirse y sustituirse
por otros componentes con el fin de personalizar el receptor quimérico para una molécula diana especifica. Los casos
incluyen que uno de los componentes modulares sea el componente espaciador. Se ha encontrado
sorprendentemente que la longitud de la regién espaciadora que se supone que no tiene capacidad de sefializacién
afecta a la eficacia in vivo de las células T modificadas para expresar el receptor quimérico y necesita personalizarse
para moléculas diana individuales para una actividad terapéutica potenciada.

En un caso, se describen métodos y constructos de 4cido nucleico para disefiar un receptor quimérico que tiene un
reconocimiento tumoral mejorado, proliferacién de células T y/o produccién de citocinas aumentadas en respuesta al
ligando en comparacién con un receptor quimérico de referencia. En casos, se describe una biblioteca de acidos
nucleicos, en la que cada acido nucleico codifica para una regién espaciadora que difiere de las otras en cuanto a la
secuencia Yy la longitud. Entonces puede usarse cada uno de los 4cidos nucleicos para formar un constructo de acido
nucleico de receptor quimérico que puede someterse a prueba in vivo (en un modelo animal) y/o in vitro de modo que
puede seleccionarse un espaciador que proporciona reconocimiento tumoral mejorado, proliferacién de células T y/o
produccién de citocinas aumentadas en respuesta al ligando.

En casos, un acido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucleétido que codifica para un dominio de unién
a ligando, en el que el ligando es un antigeno o molécula especifico tumoral o viral, un polinucleétido que codifica para
un espaciador de polipéptido personalizado, en el que el espaciador proporciona proliferacién de células T potenciada;
un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana; y un polinucledtido que codifica para uno o més
dominios de sefializacidn intracelulares. En casos, se emplea un espaciador largo si el epitopo de la molécula diana
es proximal a la membrana en la célula diana y se emplea un espaciador corto si el epitopo de la molécula diana es
distal a la membrana en la célula diana.

El disefio de un receptor quimérico puede personalizarse dependiendo del tipo de tumor o virus, el antigeno o la
molécula diana presente en el tumor, la afinidad del anticuerpo por la molécula diana, la flexibilidad necesaria para el
dominio de unién a antigeno, y/o el dominio de sefializacién intracelular. En casos, se someten a prueba varios
constructos de receptor quimérico in vitro y en modelos in vivo para determinar la capacidad de células T modificadas
con el receptor para destruir células tumorales en ratones inmunodeficientes y para proliferar y persistir después de la
transferencia adoptiva. En casos, se selecciona un receptor quimérico que proporciona la capacidad de que al menos
el 30 % de las células proliferen a lo largo de al menos dos generaciones in vitro y/o dentro del plazo de 72 horas tras
la introduccién in vivo. En casos, no se selecciona un receptor quimérico que da como resultado que mas del 50 % de
las células experimenten muerte celular inducida por activaciéon (AICD) dentro del plazo de 72 horas in vivo en ratones
inmunodeficientes y no logra erradicar células tumorales.
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Dependiendo de si la molécula diana esta presente en las células tumorales de un sujeto, el receptor quimérico incluye
un dominio de unién a ligando que se une especificamente a esa molécula diana. En casos, las células tumorales de
un sujeto se caracterizan para moléculas tumorales de superficie celular. La molécula diana puede seleccionarse
basédndose en una determinacién de su presencia en las células tumorales de un sujeto particular. En casos, se
selecciona una molécula diana que es una molécula de superficie celular encontrada predominantemente en células
tumorales y no encontrada en tejidos normales en ningln grado sustancial. En casos, se selecciona un anticuerpo
para unirse a un epitopo en la molécula de superficie celular seleccionada como diana. En algunos casos, el epitopo
se caracteriza con respecto a su proximidad a la membrana celular. Un epitopo se caracteriza como proximal a la
membrana cuando se predice o se sabe mediante analisis estructural que reside mas cerca de la membrana de célula
diana que epitopos alternativos que se predice o se sabe mediante andlisis estructural que residen a una mayor
distancia desde la membrana de célula diana. En casos, se compara mediante ensayos de unién la afinidad del
anticuerpo a partir del cual se construye el scFV y se examinan anticuerpos con afinidades diferentes en formatos de
receptor quimérico expresados en células T para determinar qué afinidad confiere un reconocimiento tumoral éptimo,
baséndose en citotoxicidad superior de células diana y/o proliferacién y produccién de citocinas de células T.

Ademés, la regién espaciadora del receptor quimérico puede hacerse variar para optimizar el reconocimiento por
células T del ligando en la célula diana. En casos, cuando un anticuerpo se une a un epitopo en la célula diana que
es muy proximal a la membrana, se selecciona un espaciador que es mas largo de aproximadamente 15 aminoé&cidos.
Por ejemplo, en casos, si el epitopo o porcién del mismo en el antigeno diana esta en los primeros 100 aminoacidos
de la secuencia lineal del dominio extracelular adyacente al dominio transmembrana, puede seleccionarse una regién
espaciadora larga. En casos, cuando un anticuerpo se une a un epitopo en la célula diana que es distal a la membrana,
se selecciona un espaciador que tiene aproximadamente 119 o 15 aminoécidos o menos. Por ejemplo, en casos,
cuando el epitopo o porcién del mismo se encuentra en los 150 aminoéacidos de la secuencia lineal del dominio
extracelular desde el extremo terminal, puede usarse un espaciador corto o intermedio. En casos, un espaciador
comprende una secuencia de aminoécidos X1PPXoP.

Puede emplearse una variedad de combinaciones de dominio de sefializacién intracelular primario y coestimulador
para potenciar la eficacia in vivo del receptor quimérico. En casos, pueden someterse a prueba diferentes constructos
del receptor quimérico en un modelo animal in vivo para determinar la eficacia para la destruccién tumoral. En casos,
se selecciona un dominio de sefializacién intracelular coestimulante del grupo que consiste en CD28 y versiones
modificadas del mismo, 4-1BB y versiones modificadas del mismo y combinaciones de los mismos. Pueden
incorporarse otros dominios coestimuladores, tales como OX40.

Las células T de memoria central CD8* tienen una programacién intrinseca que les permite persistir durante periodos
prolongados tras la administracién, lo cual hace que sean un subconjunto preferido de células T CD8* para
inmunoterapia. En casos, se administran células T citotdéxicas modificadas con receptor quimérico especifico de CD19
preparadas a partir de células T de memoria central CD8" purificadas, en presencia o ausencia de células T
modificadas con receptor quimérico especifico de CD19 CD4*. En casos, las células T CD4" especificas de tumor
ejercen reactividad antitumoral y proporcionan ayuda a células T CD8" especificas de tumor in vitro e in vivo. En un
caso especifico, se usan células T CD4* especificas de tumor o células T CD4" seleccionadas de los subconjuntos
virgen o de memoria central solas 0 en combinacién con Tcm CD8*.

Acidos nucleicos, vectores y polipéptidos

Se divulga un acido nucleico de receptor quimérico Util para transformar o transducir linfocitos para su uso en
inmunoterapia adoptiva. En casos, el acido nucleico contiene varios componentes modulares que proporcionan una
facil sustitucion de elementos del 4cido nucleico. Aunque sin pretender limitar el alcance de la divulgacion, se cree que
el receptor quimérico para cada antigeno tumoral se personaliza de manera deseable en cuanto a los componentes
con el fin de proporcionar eficacia in vivo y expresion eficiente en células de mamifero. Por ejemplo, en un caso
especifico, para la eficacia de un receptor quimérico que comprende un scFV que se une a un epitopo de ROR1
ubicado en el dominio de Ig/Frizzled distal a la membrana, se emplea un espaciador que tiene aproximadamente 15
aminoé&cidos o menos. En otro caso especifico, para la eficacia de un receptor quimérico que comprende un scFV que
se une a un epitopo de ROR1 ubicado en el dominio Kringle proximal a la membrana, se emplea un espaciador que
tiene méas de 15 aminoacidos. En otro caso, para la eficacia de un receptor quimérico que comprende un scFV que se
une a CD19, se emplea un espaciador que tiene 15 aminoacidos 0 menos.

En casos, un acido nucleico de receptor quimérico aislado comprende un polinucleétido que codifica para un dominio
de unién a ligando, en el que la molécula diana es un antigeno especifico de tumor, un polinucleétido que codifica para
un espaciador de polipéptido en el que el espaciador de polipéptido tiene aproximadamente 229 aminoéacidos o menos;
un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana; y un polinucleétido que codifica para un dominio de
sefializacién intracelular. En casos, un vector de expresién comprende un &cido nucleico quimérico tal como se
describe en el presente documento. En el presente documento también se incluyen polipéptidos codificados por la
totalidad o una porcién de los acidos nucleicos de receptor quimérico.

Dominio de unién a ligando
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En casos, el 4cido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucleétido que codifica para un dominio de unién
a ligando. En casos, el dominio de unién a ligando se une especificamente a un antigeno especifico tumoral o viral.
En casos, el dominio de unién a ligando es un anticuerpo o fragmento del mismo. Una secuencia de 4cido nucleico
que codifica para un anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede determinarse facilmente. En un caso especifico, el
polinucledtido codifica para un Fv de cadena sencilla que se une especificamente a CD19. En otros casos especificos,
el polinucledétido codifica para un Fv de cadena sencilla que se une especificamente a ROR1. Las secuencias de estos
anticuerpos las conocen o pueden determinarlas facilmente los expertos en la técnica.

Los antigenos tumorales son proteinas que se producen por células tumorales que provocan una respuesta
inmunitaria. La seleccién del dominio de unién a ligando dependera del tipo de cancer que va a tratarse y puede
seleccionar como diana antigenos tumorales u otras moléculas de superficie de célula tumoral. Puede caracterizarse
una muestra tumoral de un sujeto para determinar la presencia de determinados biomarcadores o marcadores de
superficie celular. Por ejemplo, las células de cancer de mama de un sujeto pueden ser positivas o negativas para
cada uno de Her2Neu, receptor de estrégenos y/o el receptor de progesterona. Se selecciona un antigeno tumoral o
molécula de superficie celular que se encuentra en las células tumorales del sujeto individual. En la técnica se conocen
antigenos tumorales y moléculas de superficie celular e incluyen, por ejemplo, antigeno carcinoembrionario (CEA),
antigeno especifico de préstata, PSMA, Her2/neu, receptor de estrégenos, receptor de progesterona, efrina B2, CD19,
CD20, CD22, CD23, CD123, CS-1, ROR1, mesotelina, c-Met, GD-2 y MAGE A3 TCR. En casos una molécula diana
es una molécula de superficie celular que se encuentra en células tumorales y no se encuentra sustancialmente en
tejidos normales o su expresion esté restringida a tejidos normales no vitales.

Otras moléculas diana incluyen, pero no se limitan a, antigenos derivados de patégenos infecciosos tales como VIH
(virus de inmunodeficiencia humana), VHB (virus de la hepatitis B), VPH (virus del papiloma humano) y virus de la
hepatitis C.

En un caso, la molécula diana en el tumor comprende uno o mas epitopos asociados con un tumor maligno. Los
tumores malignos expresan varias proteinas que pueden servir como antigenos diana para el reconocimiento mediado
por receptor quimérico o receptor de células T. Otras moléculas diana pertenecen al grupo de moléculas relacionadas
transformacién celular tales como el oncogén HER-2/Neu/ErbB2. En casos, el antigeno tumoral se expresa o se
sobreexpresa de manera selectiva en las células tumorales en comparacién con células de control del mismo tipo de
tejido. En otros casos, el antigeno tumoral es un polipéptido de superficie celular.

Una vez identificada una molécula de superficie de célula tumoral que puede seleccionarse como diana con un receptor
quimérico, se selecciona y se caracteriza un epitopo de la molécula diana. En casos, se selecciona un epitopo que es
proximal a la membrana de célula tumoral. En otros casos, se selecciona un epitopo que es distal a la membrana de
célula tumoral. Se caracteriza que un epitopo es proximal a la membrana cuando se predice o se sabe mediante
anélisis estructural que reside més cerca de la membrana de célula diana que epitopos alternativos que se predice o
se sabe mediante analisis estructural que residen a una mayor distancia desde la membrana de célula diana.

Pueden prepararse anticuerpos que se unen especificamente a una molécula de superficie de célula tumoral usando
métodos de obtencién de anticuerpos monoclonales, métodos de presentaciéon en fagos, métodos para generar
anticuerpos humanos o humanizados, o métodos que usan un animal o planta transgénico modificado por ingenieria
para producir anticuerpos humanos. Estan disponibles bibliotecas de presentacién en fagos de anticuerpos parcial o
totalmente sintéticos y pueden examinarse para detectar un anticuerpo o fragmento del mismo que puede unirse a la
molécula diana. También estan disponibles bibliotecas de presentacién en fagos de anticuerpos humanos. En casos,
los anticuerpos se unen especificamente a una molécula de superficie de célula tumoral y no reaccionan de manera
cruzada con componentes no especificos tales como albumina de suero bovino u otros antigenos no relacionados.
Una vez identificada, puede aislarse y/o determinarse la secuencia de aminoécidos o secuencia de polinucleétido que
codifica para el anticuerpo.

Anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno incluyen la totalidad o una porcién de anticuerpos policlonales, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo sintético, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo biespecifico, un minicuerpo y un anticuerpo lineal. Los “fragmentos de anticuerpo’
comprenden una porcidn de un anticuerpo intacto, preferiblemente la regién variable o de unién a antigeno del
anticuerpo intacto, y pueden prepararse facilmente. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv, diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena sencilla; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

En casos, pueden aislarse y caracterizarse varios anticuerpos diferentes que se unen a moléculas de superficie de
célula tumoral particulares. En casos, los anticuerpos se caracterizan basandose en especificidad de epitopo de la
molécula seleccionada como diana. Ademés, en algunos casos, pueden seleccionarse anticuerpos que se unen al
mismo epitopo basandose en la afinidad del anticuerpo por ese epitopo. En casos, un anticuerpo tiene una afinidad
de al menos 1 mM, y preferiblemente <50 nM. En casos, se selecciona un anticuerpo que tiene una afinidad superior
por el epitopo en comparacién con otros anticuerpos. Por ejemplo, se selecciona un anticuerpo que tiene una actividad
al menos 2 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces
o al menos 50 veces mayor que un anticuerpo de referencia que se une al mismo epitopo.
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En casos, se seleccionan moléculas diana del grupo que consiste en CD19, CD20, CD22, CD23, CD123, CS-1, RORA1,
mesotelina, Her2, c-Met, PSMA, GD-2, MAGE A3 TCR y combinaciones de las mismas.

En casos especificos, el antigeno diana es CD19. Los expertos en la técnica conocen varios anticuerpos especificos
para CD19 y pueden caracterizarse facilmente para determinar la secuencia, unidén a epitopo y afinidad. En un caso
especifico, el constructo de receptor quimérico incluye una secuencia de scFV a partir del anticuerpo FMC83. En otros
casos, el scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena ligera variable que comprende una
secuencia de CDRL1 de RASQDISKYLN, secuencia de CDRL2 de SRLHSGV y una secuencia de CDRL3 de
GNTLPYTFG. En otros casos, el scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena pesada variable
que comprende secuencia de CDRH1 de DYGVS, secuencia de CDRH2 de VIWGSETTYYNSALKS y una secuencia
de CDRH3 de YAMDYWG. La divulgaciéon también contempla regiones variables que tienen al menos el 90 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a la del scFv para FMCE3 y que tienen al menos la misma
afinidad por CD19. En casos, el receptor quimérico tiene un espaciador corto o intermedio de 119 aminoéacidos o
menos, 0 12 amino&cidos 0 menos. En un caso especifico, el espaciador tiene 12 aminoacidos o0 menos y tiene una
secuencia de SEQ ID NO: 4.

En casos, las regiones CDR se encuentran dentro de regiones de anticuerpo segln se numeran mediante Kabat de
la siguiente manera: para la cadena ligera; CDRL1 aminoacidos 24-34; CDRL2 aminoé&cidos 50-56; CDRL3 en los
aminoacidos 89-97; para la cadena pesada en CDRH1 en los aminoacidos 31-35; CDRH2 en los aminoacidos 50-65;
y para CDRH3 en los aminoéacidos 95-102. Las regiones CDR en anticuerpos pueden determinarse faciimente.

En casos especificos, el antigeno diana es ROR1. Los expertos en la técnica conocen varios anticuerpos especificos
para ROR1 y pueden caracterizarse facilmente para determinar la secuencia, unién a epitopo y afinidad. En un caso
especifico, el constructo de receptor quimérico incluye una secuencia de scFV de anticuerpo R12. En otros casos, el
scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena ligera variable que comprende una secuencia de
CDRL1 de ASGFDFSAYYM, secuencia de CDRL2 de TIYPSSG y una secuencia de CDRL3 de ADRATYFCA. En
otros casos, el scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena pesada variable que comprende
secuencia de CDRH1 de DTIDWY, secuencia de CDRH2 de VQSDGSYTKRPGVPDR y una secuencia de CdRh3 de
YIGGYVFG. Casos también contemplan regiones variables que tienen al menos el 90 % de identidad de secuencia
de aminoacidos con respecto a la del scFv para R12 y que tienen al menos la misma afinidad por ROR1. En casos, el
receptor quimérico tiene un espaciador corto o intermedio de 119 aminoacidos o menos, 0 12 aminoacidos 0 menos.
En un caso especifico, el espaciador tiene 12 aminoacidos 0 menos y tiene una secuencia de SEQ ID NO: 4.

En casos especificos, el antigeno diana es ROR1. Los expertos en la técnica conocen varios anticuerpos especificos
para ROR1 y pueden caracterizarse facilmente para determinar la secuencia, unién a epitopo y afinidad. En un caso
especifico, el constructo de receptor quimérico incluye una secuencia de scFV de anticuerpo R11. En otros casos, el
scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena ligera variable que comprende una secuencia de
CDRL1 de SGSDINDYPIS, secuencia de CDRL2 de INSGGST y una secuencia de CDRL3 de YFCARGYS. En otros
casos, el scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena pesada variable que comprende
secuencia de CDRH1 de SNLAW, secuencia de CDRH2 de RASNLASGVPSRFSGS y una secuencia de CDRH3 de
NVSYRTSF. Casos también contemplan regiones variables que tienen al menos el 90 % de identidad de secuencia
de aminoacidos con respecto a la del scFv para R11 y que tienen al menos la misma afinidad por ROR1. En casos, el
receptor quimérico tiene un espaciador largo de 229 aminoacidos o0 menos. En un caso especifico, el espaciador tiene
229 aminoacidos y tiene una secuencia de SEQ ID NO: 50.

En casos especificos, el antigeno diana es Her2. Los expertos en la técnica conocen varios anticuerpos especificos
para Her2 y pueden caracterizarse facilmente para determinar la secuencia, unién a epitopo y afinidad. En un caso
especifico, el constructo de receptor quimérico incluye una secuencia de scFV de anticuerpo Herceptin. En otros casos,
el scFV es un scFv humano o humanizado que comprende una cadena ligera variable que comprende una secuencia
de CDRLA1, secuencia de CDRL2 y una secuencia de CDRL3 del anticuerpo Herceptin. En otros casos, el scFV es un
scFv humano o humanizado que comprende una cadena pesada variable que comprende secuencia de CDRHA1,
CDRH2 y una secuencia de CDRHS3 de Herceptin. Las secuencias de CDR pueden determinarse facilmente a partir
de la secuencia de aminoéacidos de Herceptin. Casos también contemplan regiones variables que tienen al menos el
90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a la del scFv para Herceptin y que tienen al menos la
misma afinidad por Her2. En casos, el receptor quimérico tiene un espaciador largo de 229 aminoacidos o0 menos. En
un caso especifico, el espaciador tiene 229 aminoacidos y tiene una secuencia de SEQ ID NO: 50.

En casos, un polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando estd operativamente unido a un
polinucledtido que codifica para una regién espaciadora. En casos, el polinucleétido que codifica para un dominio de
unién a ligando también puede tener uno o mas sitios de enzimas de restricciéon en los extremos 5 y/o 3 de la
secuencia codificante con el fin de proporcionar una facil escisién y sustitucién del polinucleétido por otro polinucleétido
que codifica para un dominio de unién a ligando que codifica para un antigeno diferente o que tiene caracteristicas de
unién diferentes. Por ejemplo, un sitio de restriccion, Nhel, se codifica en el sentido de 5 de la secuencia lider; y un
Rsrll en 3’ ubicado dentro de la regién bisagra permite la subclonacién de cualquier scFv deseable en un vector de
receptor quimérico. En casos, el polinucleétido presenta optimizacién de codones para la expresién en células de
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mamifero.

En casos, el polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando esté operativamente unido a un péptido
sefial. En casos, el péptido sefial es un péptido sefial para factor estimulante de colonias de granulocitos. Pueden
usarse polinucleétidos que codifican para otros péptidos sefial tales como CD8 alfa.

En casos, el polinucledtido que codifica para un dominio de unién a ligando esta operativamente unido a un promotor.
Se selecciona un promotor que proporciona expresion del receptor de antigeno quimérico en una célula de mamifero.
En un caso especifico, el promotor es el promotor de factor de crecimiento de elongacién (EF-1). Otro ejemplo de un
promotor adecuado es la secuencia de promotor de citomegalovirus (CMV) inmediato temprano. Sin embargo, también
pueden usarse otras secuencias de promotor constitutivas, incluyendo el, pero sin limitarse al, promotor temprano de
virus del simio 40 (SV40), virus de tumor de mama de ratén (MMTYV), promotor de repeticiéon terminal larga (LTR) de
virus de inmunodeficiencia humana (VIH), promotor de MuMoLV, un promotor de virus de la leucemia aviar, un
promotor inmediato temprano de virus de Epstein-Barr, un promotor de virus del sarcoma de Rous, asi como
promotores de genes humanos tales como, pero sin limitarse al, promotor de actina, el promotor de miosina, el
promotor de hemoglobina y el promotor de creatina cinasa. También se contemplan promotores inducibles. Los
ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero no se limitan a, un promotor de metalotionina, un promotor de
glucocorticoides, un promotor de progesterona y un promotor de tetraciclina.

Un caso especifico de un polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando se muestra en la tabla 1 como
scFv a partir de un anticuerpo que se une especificamente a CD19, tal como FMC63. Un polinucleétido que codifica
para un ligador flexible que incluye los aminoacidos GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEQ ID NO: 36) separa las cadenas
de VHy VL en el scFV. La secuencia de aminoé&cidos del scFv que incluye el ligador se muestra en la tabla 2 (SEQ ID
NO: 11). Se conocen otros anticuerpos que seleccionan CD19 como diana tales como SJ25C1 y HD37. (SJ25C1:
Bejcek et al. Cancer Res 2005, PMID 7538901; HD37: Pezutto et al. JI 1987, PMID 2437199).

Espaciador

En casos, el acido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucleétido que codifica para una region
espaciadora. Se ha encontrado sorprendentemente que la longitud de la regién espaciadora que se supone que ho
tiene capacidad de sefializacion afecta a la eficacia in vivo de las células T modificadas para expresar el receptor
quimérico y se necesita personalizar para moléculas diana individuales para un reconocimiento de células diana o
tumorales 6ptimo. En casos, el acido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucleétido que codifica para
una regién espaciadora personalizable seleccionada de una biblioteca de polinucleétidos que codifican para regiones
espaciadoras. En casos, una longitud de espaciador se selecciona basédndose en la ubicacidn del epitopo, afinidad del
anticuerpo por el epitopo y/o la capacidad de las células T que expresan el receptor quimérico para proliferar in vitro
y/o in vivo en respuesta a un reconocimiento de antigeno.

Normalmente una regién espaciadora se encuentra entre el dominio de unién a ligando y el dominio transmembrana
del receptor quimérico. En casos, una regién espaciadora proporciona flexibilidad del dominio de unién a ligando,
permite altos niveles de expresiéon en linfocitos. Un receptor quimérico especifico de CD19 que tiene un dominio
espaciador de aproximadamente 229 aminoacidos tuvo menos actividad antitumoral que un receptor quimérico
especifico de CD19 con una regién espaciadora corta compuesta sélo por la bisagra de 1gG4 modificada. Otros
receptores quiméricos, tales como los construidos a partir de los scFv de R12 0 2A2, también requieren un espaciador
corto para una activacioén éptima de funciones efectoras de células T, mientras que un receptor quimérico construido
con el scFv de ROR1 de R11 requiere un dominio espaciador largo de aproximadamente 229 aminoacidos para el
reconocimiento tumoral.

En casos, una regién espaciadora tiene al menos aproximadamente de 10 a 229 aminodacidos, aproximadamente de
10 a 200 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 175 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 150 aminoacidos,
aproximadamente de 10 a 125 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 100 aminoécidos, aproximadamente de 10 a
75 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 50 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 40 aminoéacidos,
aproximadamente de 10 a 30 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 20 amino4cidos o aproximadamente de 10 a
15 aminoécidos, e incluyendo cualquier nimero entero entre los puntos de extremo de cualquiera de los intervalos
indicados. En casos, una regién espaciadora tiene aproximadamente 12 aminoécidos o menos, aproximadamente 119
aminoacidos 0 menos o aproximadamente 229 aminoacidos 0 menos.

En algunos casos, la regién espaciadora se deriva a partir de una regiéon bisagra de una molécula de tipo
inmunoglobulina. En casos, una regién espaciadora comprende la totalidad o una porcién de la regidén bisagra a partir
de una IgG1 humana, una |gG2 humana, una IgG3 humana o una |gG4 humana, y puede contener una o mas
sustituciones de aminoécido. En la tabla 8 se proporcionan secuencias a modo de ejemplo de las regiones bisagra.
En casos, una porcién de la regidn bisagra incluye los aminoécidos de bisagra superior encontrados entre la cadena
pesada variable y el nlcleo, y los aminoacidos de bisagra de nlcleo que incluyen una regiéon de poliprolina.
Normalmente, la regién bisagra superior tiene aproximadamente de 3 a 10 aminoécidos. En algunos casos, la regién
espaciadora comprende una secuencia de aminoacidos de X4PPX2P (SEQ ID NO: 1). En casos, X1 es una cisteina,
glicina o arginina y X2 es una cisteina o una treonina.
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En casos, pueden modificarse secuencias de regiéon bisagra en uno o mas aminoacidos con el fin de evitar
interacciones estructurales no deseables tales como dimerizacién. En un caso especifico, la regiéon espaciadora
comprende una porcion de una regioén bisagra humana modificada a partir de 1IgG4, por ejemplo, tal como se muestra
en la tabla 2 o la tabla 8 (SEQ ID NO: 21). En la tabla 1 se proporciona un representante de un polinucleétido que
codifica para una porcién de una regién bisagra de IgG4 modificada (SEQ ID NO: 4). En casos, una regién bisagra
puede tener al menos aproximadamente el 90 %, el 92 %, el 95 % o el 100 % de identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacidos de region bisagra identificada en la tabla 2 o la tabla 8. En un caso especifico, una porcién
de una regidén bisagra humana a partir de 1IgG4 tiene una sustitucién de aminoéacido en los aminoacidos de nlcleo de
desde CPSP hasta CPPC.

En algunos casos, se combina la totalidad o una porcidén de la regién bisagra con uno o mas dominios de una regién
constante de una inmunoglobulina. Por ejemplo, puede combinarse una porcién de una regidén bisagra con la totalidad
0 una porcién de un dominio CH2 o CH3 o variante del mismo. En casos, la regién espaciadora no incluye la secuencia
de regién bisagra de 47-48 aminoéacidos a partir de CD8alfa o la regién espaciadora que consiste en una porcién
extracelular de la molécula de CD28.

En casos, una regién espaciadora corta tiene aproximadamente 12 aminoacidos o menos y comprende la totalidad o
una porcion de una secuencia de region bisagra de 1gG4 o variante de la misma, una regidén espaciadora intermedia
tiene aproximadamente 119 aminoécidos 0 menos y comprende la totalidad o una porcidén de una secuencia de region
bisagra de 1gG4 y una regién de CH3 o variante de las mismas, y un espaciador largo tiene aproximadamente 229
aminoacidos 0 menos y comprende la totalidad o una porcién de una secuencia de regidén bisagra de |gG4, una regién
de CH2 y una regién de CH3 o variante de las mismas.

Un polinucleétido que codifica para una regidén espaciadora puede prepararse facilmente mediante métodos sintéticos
o recombinantes a partir de la secuencia de aminoéacidos. En casos, un polinucleétido que codifica para una regién
espaciadora esté operativamente unido a un polinucleétido que codifica para una regiéon transmembrana. En casos, el
polinucledtido que codifica para la regiéon espaciadora también puede tener uno 0 mas sitios de enzimas de restriccion
en los extremos 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante con el fin de proporcionar una facil escisién y sustitucion del
polinucledtido por otro polinucleétido que codifica para una regién espaciadora diferente. En casos, el polinucledtido
que codifica para la regién espaciadora presenta optimizacién de codones para la expresién en células de mamifero.

En casos, se proporciona una biblioteca de polinucleétidos, que codifican cada uno para una regién espaciadora
diferente. En un caso, la regién espaciadora se selecciona del grupo que consiste en una secuencia de regién bisagra
a partir de 19G1, 1gG2, 19G3 o0 1gG4 o porcién de las mismas, una secuencia de regién bisagra a partir de 19G1, 1gG2,
IgG3 0 1gG4 en combinacidn con la totalidad o una porcién de una regiéon de CH2 o variante de la misma, una secuencia
de regién bisagra a partir de IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 en combinacidn con la totalidad o una porcién de una regidén de
CH3 o variante de la misma, y una secuencia de regién bisagra a partir de 1gG1, 1gG2, 1gG3 0 1gG4 en combinacién
con la totalidad o una porcién de una regién de CH2 o variante de la misma, y una regiéon de CH3 o variante de la
misma. En casos, una regién espaciadora corta es una secuencia de bisagra de IgG4 modificada (SEQ ID NO: 4) que
tiene 12 aminoacidos 0 menos, una secuencia intermedia es una secuencia de bisagra de IgG4 con una secuencia de
CH3 que tiene 119 aminoacidos o menos (SEQ ID NO: 49); o una secuencia de bisagra de 1gG4 con una regién de
CH2 y de CH3 que tiene 229 aminoacidos o menos (SEQ ID NO: 50).

En casos, en el presente documento se describe un método de seleccién de una regidén espaciadora para un receptor
quimérico. Sorprendentemente, algunos constructos de receptor quimérico, aunque son eficaces para activar células
T y dirigir su destruccién de células tumorales in vitro, no fueron eficaces in vivo. Ademas, el perfil de efectos
secundarios de las células T modificadas con receptor quimérico puede ser tal como para dar como resultado que mas
células experimenten muerte celular inducida por activacion o provocar un aumento de citocinas in vivo. En casos, un
método comprende proporcionar una pluralidad de acidos nucleicos de receptor quimérico, en el que los acidos
nucleicos de receptor quimérico sélo difieren en la regién espaciadora; introducir cada uno de los acidos nucleicos de
receptor quimérico en una poblacién de linfocitos T independiente; expandir cada poblacién de linfocitos independiente
in vitro, e introducir cada poblacién de linfocitos en un animal que porta un tumor para determinar la eficacia antitumoral
de cada uno de los receptores quiméricos cuando se expresan en células T, y seleccionar un receptor quimérico que
proporciona eficacia antitumoral en comparacién con cada una de las otras poblaciones de linfocitos independientes
modificadas con cada uno de los otros receptores quiméricos.

Se conocen modelos de animales de diferentes tumores. La eficacia antitumoral puede medirse identificando una
disminucién en el volumen tumoral, determinando la muerte de animales, persistencia de las células T genéticamente
modificadas in vivo, activacion de células T genéticamente modificadas (por ejemplo, detectando un aumento de la
expresidn de CD25 y/CD69) y/o proliferacion de células T genéticamente modificadas in vivo. En un caso, se
selecciona un receptor quimérico que proporciona la mejor eficacia antitumoral in vivo tal como se determina mediante
uno o més de estos parametros. La falta de eficacia antitumoral puede determinarse mediante la falta de persistencia
de los linfocitos genéticamente modificados in vivo, muerte de animales, un aumento de la apoptosis tal como se mide
mediante un aumento de la induccién de caspasa 3 y/o una disminucidn de la proliferacién de linfocitos genéticamente
modificados.
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En otros casos, un método para seleccionar un espaciador comprende seleccionar un epitopo de una molécula diana
y caracterizar la ubicacién del epitopo con respecto a la membrana celular, seleccionar una regiéon espaciadora que
es larga o corta dependiendo de la ubicacién del epitopo con respecto a la membrana celular, seleccionar un
anticuerpo o fragmento del mismo que tiene una afinidad por el epitopo que es superior o inferior en comparacién con
un anticuerpo de referencia, y determinar si el constructo de receptor quimérico proporciona la proliferaciéon de células
T o produccién de citocinas potenciadas in vitro y/o in vivo.

En algunos casos, si el epitopo diana o porcidén del mismo est4 ubicado proximal a la membrana, esta ubicado en los
primeros 100 aminoacidos de la secuencia lineal del dominio extracelular adyacente al dominio transmembrana. Si el
epitopo esté ubicado proximal a la membrana, se selecciona un espaciador largo (por ejemplo 229 aminoacidos o
menos y mas de 119 aminoacidos). En algunos casos, si el epitopo diana esta ubicado distal a la membrana, esta
ubicado en los primeros 150 aminoacidos de la secuencia lineal del extremo terminal de dominio extracelular. Si el
epitopo esta ubicado distal a la membrana, se selecciona un espaciador intermedio o corto (por ejemplo 119
aminoé&cidos 0 menos o 12-15 aminoacidos 0 menos). Alternativamente, puede determinarse si el epitopo es proximal
o distal a la membrana mediante modelado de la estructura tridimensional o basandose en el anélisis de la estructura
cristalina.

En algunos casos, se selecciona un receptor quimérico que proporciona que al menos el 30 % de las células proliferen
a lo largo de dos generaciones in vitro y/o in vivo. En otros casos no se selecciona un receptor quimérico si da como
resultado que al menos el 50 % de las células experimenten muerte celular inducida por activacién en 72 horas. En
casos, se selecciona un espaciador corto (por ejemplo 15 amino4cidos 0 menos) si el epitopo es distal a la membrana.
En casos, se selecciona un espaciador largo (por ejemplo 229 aminoacidos 0 menos y mas de 119 aminoécidos) si el
epitopo es proximal a la membrana.

En casos, proporcionar una pluralidad de acidos nucleicos de receptor quimérico, en la que los acidos nucleicos de
receptor quimérico sélo difieren en la regién espaciadora, comprende proporcionar un constructo de receptor quimérico
que comprende un polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno
especifico de tumor, antigeno viral o cualquier otra molécula expresada en una poblacién de células diana que es
adecuada para mediar en el reconocimiento y la eliminacién por un linfocito; un polinucleétido que codifica para un
primer espaciador de polipéptido que tiene un sitio de restriccién definido en el extremo 5 y 3’ de la secuencia
codificante para el primer espaciador de polipéptido; un polinucledtido que codifica para un dominio transmembrana;
y un polinucleétido que codifica para uno 0 mas dominios de sefializacién intracelulares.

En casos, un método comprende ademés proporcionar uno o méas polinucleétidos, que codifican cada uno para una
regiéon espaciadora diferente. En casos, las diferentes regiones espaciadoras se seleccionan del grupo que consiste
en una secuencia de region bisagra a partir de 1IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 o variante de la misma o porcidén de la misma,
una secuencia de regién bisagra a partir de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o0 IgG4 en combinacién con la totalidad o una porcién de
una region de CH2 o variante de la misma, una secuencia de regioén bisagra a partir de 19G1, 19G2, 19G3 0 1IgG4 en
combinacién con la totalidad o una porcién de una regién de CH3 o variante de la misma, y una secuencia de regién
bisagra a partir de IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 en combinacién con la totalidad o una porcién de una regién de CH2 o
variante de la misma y una regién de CH3 o variante de la misma. En casos, las regiones de CH2 o CH3 pueden
modificarse mediante una o mas deleciones o sustituciones de aminoacido con el fin de proporcionar la expresion en
linfocitos y/o con el fin de minimizar interacciones con otras moléculas. En casos, una porcién de una regién bisagra
comprende al menos los aminoacidos superiores y la secuencia de nucleo. En casos, una regién bisagra comprende
la secuencia X1PPXzP.

En casos, un método comprende ademas sustituir el polinucleétido que codifica para la regién espaciadora por un
polinucledtido que codifica para una regién espaciadora diferente para formar un acido nucleico de receptor quimérico
con una regién espaciadora diferente. El método puede repetirse para formar cualquier nimero de &cidos nucleicos
de receptor quimérico, que difieren cada uno en la regién espaciadora. En casos, los 4cidos nucleicos de receptor
quimérico sélo difieren unos de otros en la regién espaciadora.

Dominio transmembrana

En casos, el 4cido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucleétido que codifica para un dominio
transmembrana. El dominio transmembrana proporciona el anclaje del receptor quimérico en la membrana.

En un caso, se usa el dominio transmembrana que est4 asociado de manera natural con uno de los dominios en el
receptor quimérico. En algunos casos, el dominio transmembrana puede seleccionarse o modificarse mediante
sustitucién de aminoacido para evitar la unién de tales dominios a los dominios transmembrana de las mismas o
diferentes proteinas de membrana de superficie para minimizar interacciones con otros miembros del complejo de
receptor.

El dominio transmembrana puede derivarse de una fuente o bien natural o bien sintética. Cuando la fuente es natural,
el dominio puede derivarse de cualquier proteina unida a membrana o transmembrana. Las regiones transmembrana
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comprenden al menos la(s) regién/regiones transmembrana de la cadena alfa, beta o zeta del receptor de células T,
CD28, CD3, CD45, CD4, CD8, CD9, CD16, CD22; CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 y CD154. En un
caso especifico, el dominio transmembrana comprende la secuencia de amino4cidos del dominio transmembrana de
CD28 tal como se muestra en la tabla 2. En la tabla 1 se muestra una secuencia de polinucleétido representativa que
codifica para el dominio transmembrana de CD28 (SEQ ID NO: 5).

Un dominio transmembrana puede ser sintético o una variante de un dominio transmembrana que se produce de
manera natural. En casos, los dominios transmembrana sintéticos o variantes comprenden residuos
predominantemente hidréfobos tales como leucina y valina. En casos, un dominio transmembrana puede tener al
menos aproximadamente el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
respecto a un dominio transmembrana tal como se muestra en la tabla 2 o la tabla 6. Los dominios transmembrana
variantes tienen preferiblemente una puntuacién de hidrofobicidad de al menos 50 tal como se calcula mediante Kyte
Doolittle.

Un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana puede prepararse facilimente mediante métodos
sintéticos o recombinantes. En casos, un polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana est4 unido
operativamente a un polinucleétido que codifica para una regién de sefalizacién intracelular. En casos, el
polinucledtido que codifica para un dominio transmembrana también puede tener uno o mas sitios de enzimas de
restriccién en los extremos 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante con el fin de proporcionar una facil escisién y sustitucion
del polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana por otro polinucledtido que codifica para un dominio
transmembrana diferente. En casos, el polinucleétido que codifica para un dominio transmembrana presenta
optimizacién de codones para la expresidén en células de mamifero.

Dominio de sefializacidon intracelular

En casos, el acido nucleico de receptor quimérico comprende un polinucleétido que codifica para un dominio de
sefializacién intracelular. El dominio de sefializacién intracelular proporciona la activacién de una funcion de la célula
transducida que expresa el receptor quimérico tras la unién al ligando expresado en células tumorales. En casos, el
dominio de seflalizacién intracelular contiene uno o mas dominios de sefializacion intracelulares. En casos, el dominio
de sefializacién intracelular es una porcién de y/o una variante de un dominio de sefalizacién intracelular que
proporciona la activacién de al menos una funcién de la célula transducida.

Los ejemplos de dominios de sefializacién intracelulares para su uso en un receptor quimérico tal como se describe
incluyen las secuencias citoplasmicas de la cadena de CD3 zeta y/o correceptores que actlan en concierto para iniciar
la transduccién de sefiales tras el acoplamiento del receptor quimérico, asi como cualquier derivado o variante de
estas secuencias y cualquier secuencia sintética que tiene la misma capacidad funcional. Puede decirse que la
activacién de células T estd mediada por dos clases diferenciadas de secuencia de sefializacién citoplasmica: las que
inician la activaciéon primaria dependiente de antigeno y proporcionan una sefial de tipo receptor de células T
(secuencias de sefializacién citoplasmicas primarias) y las que actlan de una manera independiente de antigeno para
proporcionar una sefial secundaria o coestimuladora (secuencias de sefializacién citoplasmicas secundarias). Las
secuencias de sefializacidn citoplasmicas primarias que actlan de una manera estimuladora pueden contener motivos
de sefalizacién que se conocen como motivos de activacién basados en tirosina receptora o ITAM. Los ejemplos de
secuencias de sefializacién citoplasmicas primarias que contienen ITAM incluyen las derivadas de CD3 zeta, FcR
gamma, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b y CD66d. En casos, el dominio intracelular
de sefializacién primario puede tener al menos aproximadamente el 80 %, el 85 %, el 90 % o el 95 % de identidad de
secuencia con respecto a CD3zeta que tiene una secuencia proporcionada en la tabla 2. En casos, variantes de CD3
zeta conservan al menos una, dos, tres o todas las regiones de ITAM tal como se muestra en la tabla 7.

En un caso preferido, el dominio de sefializacion intracelular del receptor quimérico puede disefiarse para comprender
el dominio de sefializacion de CD3-zeta en si mismo o combinado con cualquier otro dominio citopldsmico deseado.
Por ejemplo, el dominio de sefializacidn intracelular del receptor quimérico puede comprender una cadena de CD3zeta
y una regioén de sefializaciéon coestimuladora.

La regidén de seflalizacidn coestimuladora se refiere a una porcidén del receptor quimérico que comprende el dominio
intracelular de una molécula coestimuladora. Una molécula coestimuladora es una molécula de superficie celular
distinta de un receptor de antigeno o sus ligandos que se requiere para una respuesta de linfocitos frente a un antigeno.
Los ejemplos de tales moléculas incluyen CD27, CD28, 4-1BB (CD137), 0X40, CD30, CD40, antigeno asociado a
funcién de linfocitos 1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y un ligando que se une especificamente a CD83.
En casos, el dominio de sefializacién coestimulador puede tener al menos aproximadamente el 80 %, el 85 %, el 90 %
0 el 95 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto al dominio intracelular de CD28 tal como se muestra
en la tabla 5 o con respecto a 4-1BB que tiene una secuencia proporcionada en la tabla 2. En un caso, una variante
del dominio intracelular de CD28 comprende una sustitucién de aminoacido en las posiciones 186-187, en la que se
sustituye LL por GG.

Las secuencias de sefializacién intracelulares del receptor quimérico pueden estar unidas entre si en un orden
aleatorio o especificado. Opcionalmente, un ligador de oligo o polipéptido corto, preferiblemente de entre 2 y 10
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aminoécidos de longitud, puede formar la unidén. En un caso, los dominios de sefializacidn intracelulares comprenden
la totalidad o una porcién del dominio de sefializacién de CD3-zeta o variante del mismo y la totalidad o una porcién
del dominio de sefializacién de CD28 o una variante del mismo. En otro caso, el dominio de seflalizacién intracelular
comprende la totalidad o una porcidén del dominio de sefializacién de CD3-zeta o variante del mismo vy la totalidad o
una porcién del dominio de sefalizacién de 4-1BB o variante del mismo. En alun otro caso, el dominio de sefializacion
intracelular comprende la totalidad o una porcién del dominio de sefializacién de CD3-zeta o variante del mismo, la
totalidad o una porcién del dominio de sefializacién de CD28 o variante del mismo y la totalidad o una porcién del
dominio de sefializacién de 4-1BB o variante del mismo. En un caso especifico, la secuencia de aminoacidos del
dominio de sefializaciéon intracelular que comprende una variante de CD3zeta y una porcién del dominio de
sefializacién intracelular de 4-1BB se proporciona en la tabla 2. En la tabla 1 se proporciona una secuencia de acido
nucleico representativa (SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7).

En un caso, un polinucledtido que codifica para un dominio de sefializacién intracelular comprende un dominio de
intracelular de 4-1BB unido a una porcién de un dominio de CD3zeta. En otros casos, un dominio de intracelular de 4-
1BB y un dominio intracelular de CD28 estan unidos a una porcién de un dominio de CD3 zeta.

Un polinucleétido que codifica para un dominio de sefializacién intracelular puede prepararse faciimente mediante
métodos sintéticos o recombinantes a partir de la secuencia de aminoacidos. En casos, el polinucleétido que codifica
para un dominio de sefializacién intracelular también puede tener uno 0 més sitios de enzimas de restriccién en los
extremos &' y/o 3’ de la secuencia codificante con el fin de proporcionar una fécil escision y sustitucién del
polinucledtido que codifica para un dominio de sefializacidn intracelular por otro polinucleétido que codifica para un
dominio de sefializacién intracelular diferente. En casos, el polinucleétido que codifica para un dominio de sefializacién
intracelular presenta optimizacién de codones para la expresion en células de mamifero.

Secuencias marcadoras

En casos, el 4cido nucleico de receptor quimérico comprende opcionalmente ademas una secuencia de polinucledtido
que codifica para una secuencia marcadora. Una secuencia marcadora puede proporcionar la seleccién de células
transducidas y la identificaciéon de células transducidas. En casos, la secuencia marcadora esta operativamente unida
a una secuencia de polinucledtido que codifica para una secuencia de ligador. En casos, la secuencia de ligador es
una secuencia de ligador escindible.

Pueden emplearse varias secuencias marcadoras diferentes. Normalmente una secuencia marcadora tiene una
caracteristica funcional que permite la seleccién de células transducidas y/o la deteccidén de células transducidas. En
casos, la secuencia marcadora es compatible con la transduccién de linfocitos humanos.

El marcador seleccionable positivo puede ser un gen, que, tras introducirse en la célula huésped, expresa un fenotipo
dominante que permite la seleccién positiva de células que portan el gen. En la técnica se conocen genes de este tipo,
e incluyen, entre otros, gen de higromicina B fosfotransferasa (hph) que confiere resistencia frente a higromicina B, el
gen de amino glicésido fosfotransferasa (neo o aph) de Tn5 que codifica para resistencia frente al antibiético G418, el
gen de dihidrofolato reductasa (DHFR), el gen de adenosina desaminasa (ADA) y el gen de resistencia a multiples
farmacos (MDR).

En un caso, un acido nucleico de receptor quimérico comprende ademés un polinucleétido que codifica para una
secuencia marcadora. En un caso, la secuencia marcadora es un receptor de factor de crecimiento epidérmico
truncado tal como se muestra en la tabla 2. Un polinucleétido a modo de ejemplo para el receptor de factor de
crecimiento epidérmico truncado se muestra en la tabla 1 (SEQ ID NO: 9). En casos, el polinucleétido que codifica
para la secuencia marcadora esta operativamente unido a un polinucleétido que codifica para una secuencia de
ligador. En un caso especifico, la secuencia de ligador es una secuencia de ligador escindible T2A tal como se muestra
en la tabla 2. Una secuencia de polinucleétido a modo de ejemplo que codifica para el ligador T2A se proporciona en
la tabla 1 (SEQ ID NO: 8).

Un polinucleétido que codifica para secuencia marcadora puede prepararse facilmente mediante métodos sintéticos o
recombinantes a partir de la secuencia de aminoéacidos. En casos, un polinucleétido que codifica para una secuencia
marcadora esta operativamente unido a un polinucleétido que codifica para un dominio de sefializacién intracelular.
En casos, el polinucleétido que codifica para una secuencia marcadora también puede tener uno o mas sitios de
enzimas de restriccion en los extremos 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante con el fin de proporcionar una facil escisién
y sustitucién del polinucleétido que codifica para una secuencia marcadora por otro polinucleétido que codifica para
una secuencia marcadora diferente. En casos, el polinucleétido que codifica para una secuencia marcadora presenta
optimizacién de codones para la expresion en células de mamifero.

Vectores, células y métodos de transduccién de células

Seleccidn y clasificacion de poblaciones de linfocitos T

Las composiciones descritas en el presente documento proporcionan linfocitos T CD4* y/o CD8*. Pueden recogerse
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linfocitos T segln técnicas conocidas y enriquecerse o agotarse mediante técnicas conocidas tales como unién por
afinidad a anticuerpos tales como citometria de flujo y/o seleccibn inmunomagnética. Tras las etapas de
enriquecimiento y/o agotamiento, puede llevarse a cabo la expansidn in vitro de los linfocitos T deseados segun
técnicas conocidas (incluyendo, pero sin limitarse a, las descritas en la patente estadounidense n.° 6.040.177 a nombre
de Riddell et al.) o variaciones de las mismas que resultaran evidentes para los expertos en la técnica. En casos, las
células T son células T autblogas obtenidas a partir del paciente.

Por ejemplo, la poblacién o subpoblacién de células T deseada puede expandirse afiadiendo una poblacién de
linfocitos T inicial a un medio de cultivo in vitro y después afiadiendo al medio de cultivo células alimentadoras, tales
como células mononucleares de sangre periférica (PBMC) no en divisién (por ejemplo, de tal manera que la poblacién
resultante de células contiene al menos aproximadamente 5, 10, 20 0 40 o més células alimentadoras PBMC por cada
linfocito T en la poblacién inicial que va a expandirse); e incubar el cultivo (por ejemplo, durante un tiempo suficiente
para expandir los numeros de células T). Las células alimentadoras no en division pueden comprender células
alimentadoras PBMC irradiadas por radiacién gamma. En algunos casos, las PBMC se irradian con radiacién gamma
en el intervalo de aproximadamente 3000 a 3600 rad para prevenir la divisiéon celular. El orden de adicidn de las células
T y las células alimentadoras a los medios de cultivo puede invertirse si se desea. El cultivo puede incubarse
normalmente en condiciones de temperatura y similares que son adecuadas para el crecimiento de linfocitos T. Para
el crecimiento de linfocitos T humanos, por ejemplo, la temperatura sera generalmente de al menos aproximadamente
25 grados Celsius, preferiblemente al menos aproximadamente 30 grados, de manera méas preferible
aproximadamente 37 grados.

Los linfocitos T expandidos incluyen linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8" y linfocitos T cooperadores CD4* que pueden
ser especificos para un antigeno presente en un tumor humano o un patégeno.

Opcionalmente, el método de expansién puede comprender ademas la etapa de afiadir células linfoblastoides (LCL)
transformadas por VEB no en divisién como células alimentadoras. Pueden irradiarse LCL con radiacién gamma en el
intervalo de aproximadamente 6000 a 10.000 rads. Las células alimentadoras LCL pueden proporcionarse en cualquier
cantidad adecuada, tal como una razén de células alimentadoras LCL con respecto a linfocitos T iniciales de al menos
aproximadamente 10:1.

Opcionalmente, el método de expansién puede comprender ademas la etapa de afiadir anticuerpo anti-CD3 y/o anti-
CD28 al medio de cultivo (por ejemplo, a una concentracién de al menos aproximadamente 0,5 ng/ml). Opcionalmente,
el método de expansiéon puede comprender ademas la etapa de afiadir IL-2 y/o IL-15 al medio de cultivo (por ejemplo,
en el que la concentracion de IL-2 es de al menos aproximadamente 10 unidades/ml).

Tras el aislamiento de linfocitos T pueden clasificarse linfocitos T tanto citotoxicos como cooperadores en
subpoblaciones de células T virgenes, de memoria y efectoras o bien antes o bien después de la expansién.

Pueden obtenerse células CD8" usando métodos convencionales. En algunos casos, las células CD8* se clasifican
ademas en células virgenes, de memoria central y de memoria efectora identificando antigenos de superficie celular
que estan asociados con cada uno de estos tipos de células CD8*. En casos, estan presentes células T de memoria
en subconjuntos tanto CD62L* como CD62L- de linfocitos de sangre periférica CD8*. Las PBMC se clasifican en
fracciones CD62L-CD8* y CD62L*CD8" tras la tincidn con anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L. En algunos casos, la
expresion de marcadores fenotipicos de Tecm de memoria central incluyen CD45RO, CD62L, CCR7, CD28, CD3 y
CD127 y son negativos para, o tienen una cantidad baja de, granzima B. En algunos casos, las células T de memoria
central son células T CD45RO*, CD62L*, CD8*. En algunos casos, los Te efectores son negativos para CD62L, CCR7,
CD28 y CD127, y positivos para granzima B y perforina. En algunos casos, los linfocitos T CD8" virgenes se
caracterizan por la expresién de marcadores fenotipicos de células T virgenes incluyendo CD62L, CCR7, CD28, CD3,
CD127 y CD45RA.

Puede determinarse si una célula o poblacién celular es positiva para un marcador de superficie celular particular
mediante citometria de flujo usando tincién con un anticuerpo especifico para el marcador de superficie y un anticuerpo
de control de isotipo coincidente. Una poblacion celular negativa para un marcador se refiere a la ausencia de tincién
significativa de la poblacién celular con el anticuerpo especifico por encima del control de isotipo, positivo se refiere a
tincion uniforme de la poblacién celular por encima del control de isotipo. En algunos casos, una disminucién de la
expresién de uno 0 mas marcadores se refiere a la pérdida de 1 log10 en la intensidad de fluorescencia media y/o
disminucién del porcentaje de células que muestran el marcador de al menos aproximadamente el 20 % de las células,
el 25 % de las células, el 30 % de las células, el 35 % de las células, el 40 % de las células, el 45 % de las células, el
50 % de las células, el 55 % de las células, el 60 % de las células, el 65 % de las células, el 70 % de las células, el
75 % de las células, el 80 % de las células, el 85 % de las células, el 90 % de las células, el 95 % de las células y el
100 % de las células y cualquier % entre el 20 y el 100 % en comparacidén con una poblacién celular de referencia. En
algunos casos, una poblacion celular positiva para uno o mas marcadores se refiere a un porcentaje de células que
muestran el marcador de al menos aproximadamente el 50 % de las células, el 55 % de las células, el 60 % de las
células, el 65 % de las células, el 70 % de las células, el 75 % de las células, el 80 % de las células, el 85 % de las
células, el 90 % de las células, el 95 % de las células y el 100 % de las células y cualquier % entre el 50 y el 100 %
en comparacidén con una poblacién celular de referencia.
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Las células T cooperadoras CD4* se clasifican en células virgenes, de memoria central y efectoras identificando
poblaciones celulares que tienen antigenos de superficie celular. Pueden obtenerse linfocitos CD4* mediante métodos
convencionales. En algunos casos, los linfocitos T CD4* virgenes son células T CD45R0O-, CD45RA", CD62L*, CD4*.
En algunos casos, las células CD4* de memoria central son CD62L* y CD45RO*. En algunos casos, las células CD4*
efectoras son CD62L" y CD45RO".

En casos, pueden obtenerse poblaciones de CD4* y CD8* que son especificas de antigeno estimulando con antigeno
linfocitos T virgenes o especificos de antigeno. Por ejemplo, pueden generarse lineas o clones de células T especificas
de antigeno frente a antigenos de citomegalovirus aislando células T a partir de sujetos infectados y estimulando las
células in vitro con el mismo antigeno. También pueden usarse células T virgenes. Puede usarse cualquier nimero
de antigenos a partir de células tumorales como dianas para provocar respuestas de células T. En algunos casos, las
composiciones de inmunoterapia celular adoptiva son Utiles en el tratamiento de una enfermedad o un trastorno
incluyendo un tumor sélido, neoplasia maligna hematolégica, cancer de mama o melanoma.

Modificacién de poblaciones de linfocitos T

En algunos casos puede desearse introducir genes funcionales en las células T que van a usarse en inmunoterapia.
Por ejemplo, el gen o los genes introducidos pueden mejorar la eficacia de la terapia fomentando la viabilidad y/o
funcién de células T transferidas; o pueden proporcionar un marcador genético para permitir la seleccion y/o evaluacién
de supervivencia o migracién in vivo, o pueden incorporar funciones que mejoran la seguridad de la inmunoterapia,
por ejemplo, haciendo que la célula sea propensa a seleccion negativa in vivo tal como se describe por Lupton S. D.
et al., Mol. and Cell Biol., 11:6 (1991); y Riddell et al., Human Gene Therapy 3:319-338 (1992), véanse también las
publicaciones de PCT/LTS91/08442 y PCT/US94/05601 de Lupton et al. que describen el uso de genes de fusidn
seleccionables bifuncionales derivados a partir de la fusién de un marcador seleccionable positivo dominante con un
marcador seleccionable negativo. Esto puede llevarse a cabo segln técnicas conocidas (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 6.040.177 a nombre de Riddell et al. en las columnas 14-17) o variaciones de las mismas que
resultaran evidentes para los expertos en la técnica baséndose en la presente divulgacion.

En casos, se modifican células T con receptores quiméricos tal como se describe en el presente documento. En
algunos casos, las células T se obtienen a partir del sujeto que va a tratarse, en otros casos, los linfocitos se obtienen
a partir de donantes humanos alogénicos, preferiblemente donantes humanos sanos.

En algunos casos, los receptores quiméricos comprenden un dominio de unién a ligando que se une especificamente
a una molécula de superficie de célula tumoral, una regién espaciadora de polipéptido, un dominio transmembrana y
un dominio de sefializacién intracelular tal como se describe en el presente documento. En casos, el dominio de unién
a ligando es un fragmento de anticuerpo de cadena sencilla (scFv) que se deriva a partir de las cadenas pesada
variable (VH) y ligera variable (VL) de un anticuerpo monoclonal (AcM). También pueden proporcionarse sefiales
coestimuladoras a través del receptor quimérico fusionando el dominio coestimulador de CD28 y/o 4-1BB a la cadena
de CD3C. Los receptores quiméricos son especificos para moléculas de superficie celular independientes de HLA,
superando por tanto las limitaciones del reconocimiento de TCR incluyendo restriccion de HLA y bajos niveles de
expresién de HLA en células tumorales.

Pueden construirse receptores quiméricos con una especificidad por cualquier marcador de superficie celular usando
fragmentos de unidén a antigeno o dominios variables de anticuerpo, por ejemplo, de moléculas de anticuerpo. Las
moléculas de unién a antigeno pueden unirse a uno o méas moédulos de sefializacién celular. En casos, los médulos de
sefializacién celular incluyen dominio transmembrana de CD3, dominios de sefializacién intracelulares de CD3 y
dominios transmembrana de CD28. En casos, el dominio de sefializaciéon intracelular comprende un dominio
transmembrana y de sefializacién de CD28 unido a un dominio intracelular de CD3 zeta. En algunos casos, un receptor
quimérico también puede incluir un marcador de transduccién tal como tEGFR.

En casos, puede introducirse el mismo receptor quimérico o uno diferente en cada de poblacién de linfocitos T CD4*
y CD8*. En casos, el receptor quimérico en cada una de estas poblaciones tiene un dominio de unién a ligando que
se une especificamente al mismo ligando en la célula tumoral o infectada. Los médulos de sefializacién celular pueden
diferir. En casos, el dominio de sefializacién intracelular de las células T citotéxicas CD8* es el mismo que el dominio
de sefializacién intracelular de las células T cooperadoras CD4*. En otros casos, el dominio de sefializacion intracelular
de las células T citotoxicas CD8* es diferente del dominio de sefializacion intracelular de las células T cooperadoras
CD4*.

En casos, cada uno de los linfocitos T CD4 o CD8 puede clasificarse en células virgenes, de memoria central, de
memoria efectora o efectoras antes de la transduccién tal como se describe en el presente documento. En casos
alternativos, cada uno de los linfocitos T CD4 o CD8 puede clasificarse en células virgenes, de memoria central, de
memoria efectora o efectoras tras la transduccion.

Se han desarrollado diversas técnicas de transduccién que usan particulas de virus infecciosas recombinantes para
la administraciéon génica. Esto representa un enfoque actualmente preferido a la transduccién de linfocitos T. Los
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vectores virales que se han usado de esta manera incluyen vectores de virus derivados a partir de virus del simio 40,
adenovirus, virus adenoasociados (VAA), vectores lentivirales y retrovirus. Por tanto, los métodos de transferencia y
expresién génica son numerosos pero funcionan esencialmente para introducir y expresar material genético en células
de mamifero. Varias de las técnicas anteriores se han usado para transducir células hematopoyéticas o linfoides,
incluyendo transfeccién de fosfato de calcio, fusién de protoplasto, electroporacién e infeccién con vectores de
adenovirus recombinante, virus adenoasociado y retrovirus. Se han transducido satisfactoriamente linfocitos T
primarios mediante electroporacién y mediante infeccidn retroviral o lentiviral.

Los vectores retrovirales y lentivirales proporcionan un método altamente eficiente para la transferencia génica en
células eucariotas. Ademas, la integracion retroviral o lentiviral tiene lugar de una manera controlada y da como
resultado la integracién estable de una o unas pocas copias de la nueva informacién genética por célula.

Se contempla que la sobreexpresién de un factor estimulante (por ejemplo, una linfocina o una citocina) puede ser
téxica para el individuo tratado. Por tanto, se pueden incluir segmentos génicos que provocan que las células T sean
propensas a seleccién negativa in vivo. Por “seleccidn negativa” quiere decirse que la célula infundida puede eliminarse
como resultado de un cambio en la condicién in vivo del individuo. El fenotipo seleccionable negativo puede resultar
de la insercidn de un gen que confiere sensibilidad a un agente administrado, por ejemplo, un compuesto. En la técnica
se conocen genes seleccionables negativos e incluyen, entre otros, los siguientes: el gen de timidina cinasa de virus
del herpes simple tipo | (TK de VHS-I), que confiere sensibilidad a ganciclovir;, el gen de hipoxantina
fosfribosiltransferasa celular (HPRT), el gen de adenina fosforibosiltransferasa celular (APRT) y citosina desaminasa
bacteriana.

En algunos casos puede ser Util incluir en las células T un marcador positivo que permite la seleccidén de células del
fenotipo seleccionable negativo in vitro. EI marcador seleccionable positivo puede ser un gen que, tras introducirse en
la célula huésped expresa un fenotipo dominante que permite la seleccién positiva de células que portan el gen. En la
técnica se conocen genes de este tipo e incluyen, entre otros, gen de higromicina B fosfotransferasa (hph) que confiere
resistencia frente a higromicina B, el gen de amino glicésido fosfotransferasa (neo o aph) de Tn5 que codifica para
resistencia frente al antibiético G418, el gen de dihidrofolato reductasa (DHFR), el gen de adenosina desaminasa
(ADA) y el gen de resistencia a multiples farmacos (MDR).

Puede emplearse una variedad de métodos para transducir linfocitos T, tal como se conoce bien en la técnica. En
casos, la transduccién se lleva a cabo usando vectores lentivirales.

En casos, pueden modificarse células CD4* y CD8*, cada una por separado, con un vector de expresion que codifica
para un receptor quimérico para formar poblaciones definidas. En casos, después se clasifican adicionalmente estas
células en subpoblaciones de células virgenes, de memoria central y efectoras tal como se describié anteriormente
mediante clasificacién para detectar antigenos de superficie celular Unicos para cada una de estas poblaciones
celulares. Ademas, pueden seleccionarse poblaciones celulares CD4* o CD8" mediante su perfil de citocinas o
actividades proliferativas. Por ejemplo, pueden seleccionarse linfocitos T CD4* que tienen una produccién de citocinas
potenciada tales como IL-2, IL-4, IL-10, TNFa e IFNy en comparacién con células transducidas de manera simulada o
células CD8* transducidas cuando se estimulan con antigeno. En otros casos, se seleccionan células T CD4" virgenes
o de memoria central que tienen una produccién potenciada de IL-2 y/o TNFa. Asimismo, se seleccionan células CD8*
que tienen una produccién de IFNy potenciada en comparacién con células CD8* transducidas de manera simulada.

En casos, se seleccionan células CD4* y CD8* que proliferan en respuesta a dianas de antigeno o tumor. Por ejemplo,
se seleccionan células CD4* que proliferan de manera vigorosa cuando se estimulan con dianas de antigeno o tumor
en comparacion con células transducidas de manera simulada, o células transducidas CD8*. En algunos casos, se
seleccionan células CD4* y CD8" que son citotéxicas para células portadoras de antigeno. En casos, se espera que
las células CD4* sean débilmente citotoxicas en comparacién con las CD8".

En un caso preferido, se seleccionan linfocitos transducidos, tales como células de memoria central CD8*, que
proporcionan destruccion de células tumorales in vivo usando un modelo animal establecido para el tipo particular de
cancer. Los expertos en la técnica conocen tales modelos de animal y excluyen a seres humanos. Tal como se
describe en el presente documento, no todos los constructos de receptor quimérico transducidos en linfocitos confieren
la capacidad de destruir células tumorales in vivo a pesar de la capacidad de activarse y destruir células tumorales in
vitro. En particular, para algunas moléculas diana, células T que tenian constructos de receptor quimérico con una
regién espaciadora largo fueron menos eficaces en la destruccién de células tumorales in vivo en comparacién con
células T que tenian un receptor quimérico con regidén espaciadora corto. Para otras moléculas diana, células T que
tenian constructos de receptor quimérico con una regién espaciadora corto fueron menos eficaces en la destruccion
de células tumorales in vivo en comparacién con células T que tenian receptores quiméricos con una region
espaciadora largo.

En aln otros casos, se seleccionan células T que expresan receptor quimérico transducidas que pueden persistir in
vivo usando un modelo animal establecido para el tipo particular de cancer. En casos, se ha mostrado que células de
memoria central CD8" de receptor quimérico transducidas con una regioén espaciadora corto persisten in vivo tras la
introduccién en el animal durante aproximadamente 3 dias o mas, 10 dias o mas, 20 dias o0 mas, 30 dias o mas, 40
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dias o mas o 50 dias o mas.

Se contempla que se usaran combinaciones de células T CD4* y CD8* en las composiciones tal como se describen.
En un caso, pueden combinarse combinaciones de células CD4* transducidas de receptor quimérico con células CD8*
transducidas de receptor quimérico de la misma especificidad de ligando o combinarse con células T CD8" que son
especificas para un ligando tumoral distinto. En otros casos, se combinan células CD8" transducidas de receptor
quimérico con células CD4" transducidas de receptor quimérico especificas para un ligando diferente expresado en el
tumor. En aun otro caso, se combinan células CD4* y CD8" modificadas con receptor quimérico. En casos pueden
combinarse células CD8* y CD4* en diferentes razones, por ejemplo, una razén 1:1 de CD8* y CD4"*, una razén de
10:1 de CD8* con respecto a CD4*, o unarazén de 100:1 de CD8"* con respecto a CD4*. En casos, se somete a prueba
la poblacién combinada para determinar la proliferacién celular in vitro y/o in vivo, y se selecciona la razdn de células
que proporciona proliferacién de células.

Se contempla que pueden separarse adicionalmente células CD4* y CD8"* en subpoblaciones, tales como poblaciones
celulares virgenes, de memoria central y de memoria efectora. Tal como se describe en el presente documento, en
algunos casos, las células CD4" virgenes son células T positivas CD45R0O-, CD45RA*, CD62L", CD4*. En algunos
casos, las células CD4* de memoria central son positivas para CD62L y positivas para CD45RO. En algunos casos,
las células CD4* efectoras son negativas para CD62L y positivas para CD45R0O. Cada una de estas poblaciones puede
modificarse independientemente con un receptor quimérico.

Tal como se describe en el presente documento, en casos, estan presentes células T de memoria en subconjuntos
tanto CD62L* como CD62L- de linfocitos de sangre periférica CD8*. Las PBMC se clasifican en fracciones CD62L"
CD8" y CD62L*CD8" tras la tincién con anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L. En algunos casos, la expresion de
marcadores fenotipicos de células T de memoria central (Tewm) incluyen CD62L, CCR7, CD28, CD3 y CD127 y son
negativas para, o tienen una cantidad baja de, granzima B. En algunos casos, las células T de memoria central son
células T CD45R0O*, CD62L*, CD8*. En algunos casos, las células T efectoras (Te) son negativas para CD62L, CCRY7,
CD28 y CD127, y positivas para granzima B y perforina. En algunos casos, los linfocitos T cD8" virgenes se
caracterizan por CD8*, CD62L*, CD45RO*, CCR7*, CD28* CD127*y CD45R0O*. Cada una de estas poblaciones puede
modificarse independientemente con un receptor quimérico.

Tras la transduccidén y/o selecciéon de células portadoras de receptor quimérico, preferiblemente se expanden las
poblaciones celulares in vitro hasta que se obtiene un numero suficiente de células para proporcionar al menos una
infusién en un sujeto humano, normalmente de aproximadamente 104 células/kg a 10° células/kg. En casos, las células
transducidas se cultivan en presencia de células portadoras de antigeno, anticuerpo anti-CD3, anticuerpo anti-CD28,
elL 2, IL-7, IL 15, IL-21 y combinaciones de los mismos.

Cada una de las subpoblaciones de células CD4* y CD8* puede combinarse entre si. En un caso especifico, se
combinan células CD4* virgenes o de memoria central modificadas con células T CD8* de memoria central modificadas
para proporcionar un efecto citotéxico sinérgico sobre células portadoras de antigeno, tales como células tumorales.

Composiciones

Se divulga una composiciéon de inmunoterapia celular adoptiva que comprende una preparacién celular de linfocitos T
genéticamente modificados tal como se describe en el presente documento.

En casos, la preparacion celular de linfocitos T comprende células T CD4* que tienen un receptor quimérico que
comprende un dominio extracelular variable de anticuerpo especifico para un ligando asociado con la enfermedad o
el trastorno, una regién espaciadora personalizable, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién
intracelular de un receptor de células T u otros receptores tal como se describe en el presente documento. En otros
casos, una composicién de inmunoterapia celular adoptiva comprende ademas una preparacidn celular de linfocitos T
citotoxicos CD8* especificos de tumor modificados con receptor quimérico que proporciona una respuesta inmunitaria
celular, en la que la preparacion celular de linfocitos T citotéxicos comprende células T CD8* que tienen un receptor
quimérico que comprende un anticuerpo de cadena sencilla extracelular especifico para un ligando asociado con la
enfermedad o el trastorno, una regién espaciadora personalizable, un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacién intracelular de un receptor de células T tal como se describe en el presente documento. En casos, la
poblacién de células T modificadas con receptor quimérico de la divulgacién puede persistir in vivo durante al menos
aproximadamente 3 dias 0 més.

En algunos casos, una composicién de inmunoterapia celular adoptiva comprende una preparacidn celular de linfocitos
T citotoxicos CD8* especificos de tumor modificados con receptor quimérico que proporciona una respuesta
inmunitaria celular, en la que la preparacién celular de linfocitos T citotéxicos comprende células T CD8* que tienen
un receptor quimérico que comprende un anticuerpo de cadena sencilla extracelular especifico para un ligando
asociado con la enfermedad o el trastorno, una regién espaciadora personalizable, un dominio transmembrana y un
dominio de sefializacién intracelular de un receptor de células T, en combinacién con una célula cooperadora T CD4*
virgen modificada con receptor quimérico reactivo frente a antigeno derivada a partir de células T CD45RO- CD62L*
CD4*, y un portador farmacéuticamente aceptable.
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En otros casos, una composicién de inmunoterapia celular adoptiva comprende una preparacion celular de linfocitos
T citotéxicos CD8" especificos de antigeno que proporciona una respuesta inmunitaria celular derivada a partir del
paciente en combinacién con una célula cooperadora T CD4* virgen modificada con receptor quimérico reactivo frente
a antigeno que aumenta la respuesta inmunitaria CD8*, en la que la preparacién celular de linfocitos T cooperadores
comprende células T CD4* que tienen un receptor quimérico que comprende un dominio extracelular variable de
anticuerpo especifico para el antigeno asociado con la enfermedad o el trastorno, una regién espaciadora
personalizable, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular de un receptor de células T.

En un caso adicional, una composicién de inmunoterapia celular adoptiva comprende una célula cooperadora T CD4*
virgen modificada con receptor quimérico reactivo frente a antigeno que aumenta la respuesta inmunitaria CD8*, en la
que la preparacion celular de linfocitos T cooperadores comprende células T CD4* que tienen un receptor quimérico
que comprende un dominio extracelular variable de anticuerpo especifico para un ligando asociado con una
enfermedad o un trastorno, una regién espaciadora personalizable, un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacién intracelular de un receptor de células T.

En casos, la célula de linfocito cooperador T CD4"* se selecciona del grupo que consiste en células T CD4* virgenes,
células T CD4* de memoria central, células T CD4* de memoria efectora o células T CD4* a granel. En algunos casos,
la célula de linfocito cooperador CD4* es una célula T CD4* virgen, en la que la célula T CD4* virgen comprende una
célula T CD45RO-, CD45RA*, CD62L*, CD4*. En casos, la célula de linfocito citotdxico T CD8* se selecciona del grupo
que consiste en células T CD8* virgenes, células T CD8" de memoria central, células T CD8* de memoria efectora o
células T CD8* a granel. En algunos casos, la célula de linfocito T citotéxico CD8* es una célula T de memoria central
en la que la célula T de memoria central comprende una célula T CD45RO*, CD62L*, CD8". En aln otros casos, la
célula de linfocito T citotéxico CD8" es una célula T de memoria central y la célula de linfocito T cooperador CD4* es
una célula T CD4* virgen o de memoria central.

Métodos

Se divulgan métodos de produccién de composiciones de inmunoterapia adoptiva y usos o métodos de uso de estas
composiciones para realizar inmunoterapia celular en un sujeto que tiene una enfermedad o un trastorno. En casos,
las células T modificadas con receptor quimérico tal como se describe en el presente documento son capaces de
persistir in vivo durante al menos 3 dias o al menos 10 dias. En casos, las células T modificadas con receptor quimérico
tal como se describe en el presente documento pueden proliferar in vivo a lo largo de menos 2 o al menos 3
generaciones tal como se determina mediante dilucién de colorante de CFSE. La proliferacidn y persistencia de las
células T modificadas con receptor quimérico pueden determinarse usando un modelo animal de la enfermedad o el
trastorno y administrando las células y determinando persistencia y/o capacidad proliferativa de las células
transferidas. En otros casos, la proliferacién y activacién pueden someterse a prueba in vitro pasando a través de
multiples ciclos de activacién con células portadoras de antigeno.

En casos, un método de fabricacion de las composiciones comprende obtener una célula cooperadora T CD4* virgen
modificada, en el que la preparacién celular de linfocitos T cooperadores modificados comprende células T CD4* que
tienen un receptor quimérico que comprende un dominio de unién a ligando especifico para una molécula de superficie
de célula tumoral, un dominio espaciador personalizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién
intracelular tal como se describe en el presente documento.

En otro caso, un método comprende ademas obtener una célula T citotéxica CD8* modificada, en el que la preparacion
celular de linfocitos T citotdxicos modificadas comprende células CD8* que tienen un receptor quimérico que
comprende un dominio de unién a ligando especifico para una molécula de superficie de célula tumoral, un dominio
espaciador personalizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacidn intracelular tal como se describe
en el presente documento.

En otro caso, un método comprende obtener una célula T citotéxica CD8* modificada, en el que la preparacién celular
de linfocitos T citotéxicos modificadas comprende células T CD8* que tienen un receptor quimérico que comprende
un dominio de unién a ligando especifico para una molécula de superficie de célula tumoral, un dominio espaciador
personalizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefalizacién intracelular tal como se describe en el
presente documento, y que comprende ademas combinar las células T citotéxicas CD8* modificadas con una
preparacién celular de linfocitos de células cooperadoras CD4*.

La preparacién de las células CD4* y CD8"* que estdn modificadas con un receptor quimérico se ha descrito
anteriormente asi como en los ejemplos. Pueden obtenerse linfocitos T especificos de antigeno a partir de un paciente
que tiene la enfermedad o el trastorno o pueden prepararse mediante estimulacion in vitro de linfocitos T en presencia
de antigeno. También pueden aislarse subpoblaciones de linfocitos T CD4* y CD8" que no se seleccionan para
especificidad de antigeno tal como se describe en el presente documento y combinarse en los métodos de fabricacién.
En casos, la combinacién de poblaciones celulares puede evaluarse para determinar la uniformidad de marcadores
de superficie celular, la capacidad para proliferar a lo largo de al menos dos generaciones, para tener un estado de
diferenciacién celular uniforme. Puede realizarse control de calidad cultivando conjuntamente una linea celular que
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expresa el ligando diana con células T modificadas con receptor quimérico para determinar si las células T modificadas
con receptor quimérico reconocen la linea celular usando ensayos de citotoxicidad, proliferacién o producciéon de
citocinas que se conocen en el campo. El estado de diferenciacidén celular y marcadores de superficie celular en las
células T modificadas con receptor quimérico pueden determinarse mediante citometria de flujo. En casos, los
marcadores y el estado de diferenciacion celular en las células CD8" incluyen CD3, CD8, CD62L, cD28, CD27, CD89,
CD25, PD-1, CTLA-4, CD45R0O y CD45RA. En casos, los marcadores y el estado de diferenciacién celular en las
células CD4" incluyen CD3, CD4, CD62L, CD28, CD27, CD89, CD25, PD-1, CTLA-4 CD45RO y CD45RA.

En casos, en el presente documento se describe un método de seleccién de una regidén espaciadora para un receptor
quimérico. Sorprendentemente, algunos constructos de receptor quimérico, aunque eficaces para activar células T in
vitro, no fueron eficaces in vivo. En casos, un método comprende proporcionar una pluralidad de acidos nucleicos de
receptor quimérico, en el que los acidos nucleicos de receptor quimérico sélo difieren en la regién espaciadora;
introducir cada uno de los acidos nucleicos de receptor quimérico en una poblacién de linfocitos T independiente;
expandir cada poblacion de linfocitos independiente in vitro, e introducir cada poblacién de linfocitos en un animal que
porta un tumor para determinar la eficacia antitumoral de cada una de las células T modificadas con receptor quimérico,
y seleccionar un receptor quimérico que proporciona eficacia antitumoral en comparacién con cada una de las otras
poblaciones de linfocitos independientes modificadas con cada una de las otras células T modificadas con receptor
quimérico.

Se conocen modelos de animales de diferentes tumores. La eficacia antitumoral puede medirse identificando una
disminucién del volumen tumoral, determinando la muerte de animales, persistencia de las células T genéticamente
modificadas in vivo, activacion de células T genéticamente modificadas (por ejemplo, detectando un aumento de la
expresidn de CD25 y/CD69) y/o proliferacion de células T genéticamente modificadas in vivo. En un caso, se
selecciona un receptor quimérico que proporciona la mejor eficacia antitumoral in vivo tal como se determina mediante
uno o més de estos parametros. La falta de eficacia antitumoral puede determinarse mediante la falta de persistencia
de los linfocitos genéticamente modificados in vivo, muerte de animales, un aumento de la apoptosis tal como se mide
mediante un aumento de la induccién de caspasa 3 y/o una disminucidn de la proliferacién de linfocitos genéticamente
modificados.

En casos, proporcionar una pluralidad de acidos nucleicos de receptor quimérico, en la que los acidos nucleicos de
receptor quimérico sélo difieren en la regién espaciadora, comprende proporcionar un constructo de receptor quimérico
que comprende un polinucleétido que codifica para un dominio de unién a ligando, en el que el ligando es un antigeno
especifico de tumor, antigeno viral o cualquier otra molécula expresada en una poblacién de células diana que es
adecuada para mediar en el reconocimiento y la eliminacién por un linfocito; un polinucleétido que codifica para un
primer espaciador de polipéptido que tiene un sitio de restriccién definido en el extremo 5’ y 3' de la secuencia
codificante para el primer espaciador de polipéptido; un polinucledtido que codifica para un dominio transmembrana;
y un polinucleétido que codifica para un dominio de sefializacién intracelular.

Métodos de realizacién de inmunoterapia celular en un sujeto que tiene una enfermedad o un trastorno que
comprenden: administrar una composicién de linfocitos que expresan un receptor quimérico tal como se describe en
el presente documento. En otros casos, un método comprende administrar al sujeto una preparaciéon celular de
linfocitos T citotoxicos genéticamente modificados que proporciona una respuesta inmunitaria celular, en el que la
preparacién celular de linfocitos T citotéxicos comprende células T CD8 * que tienen un receptor quimérico que
comprende un dominio de unién a ligando especifico para una molécula de superficie de célula tumoral, un dominio
espaciador personalizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacidn intracelular tal como se describe
en el presente documento, y una preparacién celular de linfocitos T cooperadores genéticamente modificados que
provoca reconocimiento tumoral directo y aumenta la capacidad de preparaciones celulares de linfocitos T citotdxicos
genéticamente modificados para mediar en una respuesta inmunitaria celular, en la que la preparacién celular de
linfocitos T cooperadores comprende células T CD4* que tienen un receptor quimérico que comprende un dominio de
unién a ligando especifico para una molécula de superficie de célula tumoral, un dominio espaciador personalizado,
un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular tal como se describe en el presente documento.

Sin limitar el alcance de la divulgacién, se cree que seleccionar la poblacién de células T modificadas con receptor
quimérico que puede persistir y proliferar in vivo antes de la administracion puede dar como resultado la capacidad de
usar una dosis inferior de células T y proporcionar una actividad terapéutica mas uniforme. En casos, la dosis de
células T puede reducirse en al menos el 10 %, el 20 % o el 30 % o mas. La reduccién de la dosis de células T puede
ser beneficiosa para reducir el riesgo o sindrome de lisis tumoral o tormenta de citocinas.

En otro caso, un método de realizacién de inmunoterapia celular en sujeto que tiene una enfermedad o un trastorno
comprende: administrar al sujeto una preparacién celular de linfocitos T cooperadores genéticamente modificados, en
el que la preparacidn celular de linfocitos T cooperadores modificados comprende células T CD4* que tienen un
receptor quimérico que comprende un dominio de unién a ligando especifico para una molécula de superficie de célula
tumoral, un dominio espaciador personalizado, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular
tal como se describe en el presente documento. En un caso, el método comprende ademas administrar al sujeto una
preparacién celular de linfocitos T citotdxicos genéticamente modificados, en el que la preparacion celular de linfocitos
T citotéxicos modificadas comprende células CD8* que tienen un receptor quimérico que comprende un dominio de
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unién a ligando especifico para una molécula de superficie de célula tumoral, un dominio espaciador personalizado,
un dominio transmembrana y un dominio de sefializacién intracelular tal como se describe en el presente documento.

Otro caso describe un método de realizacién de inmunoterapia celular en un sujeto que tiene una enfermedad o un
trastorno que comprende: analizar una muestra biolégica del sujeto para determinar la presencia de una molécula
diana asociada con la enfermedad o el trastorno y administrar las composiciones de inmunoterapia adoptiva descritas
en el presente documento, en el que el receptor quimérico se une especificamente a la molécula diana.

En algunos casos, la célula de linfocito cooperador T CD4* se selecciona antes de la introduccién del receptor
quimérico del grupo que consiste en células T CD4* virgenes, células T CD4* de memoria central, células T CD4* de
memoria efectora o células T CD4* a granel. En un caso especifico, la célula de linfocito cooperador CD4* es una
célula T CD4* virgen, en la que la célula T CD4* virgen comprende una célula T CD45RO-, CD45RA*, CD62L*, CD4*.
En aln otros casos, la célula de linfocito citotéxico T CD8* se selecciona antes de la introduccién del receptor quimérico
del grupo que consiste en células T CD8" virgenes, células T CD8* de memoria central, células T CD8* de memoria
efectora o células T CD8* a granel. En un caso especifico, la célula de linfocito T citotéxico CD8* es una célula T de
memoria central en la que la célula T de memoria central comprende una célula T CD45RO*, CD62L*, CD8*. En un
caso especifico, la célula de linfocito T citotoxico CD8* es una célula T de memoria central y la célula de linfocito T
cooperador CD4* es una célula T CD4* virgen.

En casos, la célula T CD8* y la célula T CD4* estan ambas genéticamente modificadas con un receptor quimérico que
comprende un dominio de cadena pesada de anticuerpo que se une especificamente a una molécula de superficie
celular especifica de tumor. En otros casos, el dominio de sefializacién intracelular de las células T citotéxicas CD8 es
el mismo que el dominio de sefializacion intracelular de las células T cooperadoras CD4. En alin otros casos, el dominio
de sefializacién intracelular de las células T citotéxicas CD8 es diferente del dominio de sefializacién intracelular de
las células T cooperadoras CDA4.

Los sujetos que pueden tratarse son, en general, sujetos humanos y otros primates, tales como monos y simios con
propésitos de medicina veterinaria. Los sujetos pueden ser machos o hembras y pueden ser de cualquier edad
adecuada, incluyendo sujetos lactantes, juveniles, adolescentes, adultos y geriatricos.

Los métodos son Utiles en el tratamiento, por ejemplo, de neoplasia maligna hematolégica, melanoma, céncer de
mama y otros tumores sélidos o neoplasias malignas epiteliales. En algunos casos, la molécula asociada con la
enfermedad o el trastorno se selecciona del grupo que consiste en receptor de tirosina cinasa huérfano ROR1, Her2,
CD19, CD20, CD22, mesotelina, CEA y antigeno de superficie de hepatitis B.

Los sujetos que pueden tratarse incluyen sujetos afectados por céncer, incluyendo, pero sin limitarse a, cancer de
colon, pulmén, higado, mama, renal, préstata, ovarios, piel (incluyendo melanoma), hueso y cerebro, etc. En algunos
casos, los antigenos o las moléculas asociados a tumor se conocen, tales como melanoma, cancer de mama,
carcinoma de células escamosas, cancer de colon, leucemia, mieloma y cancer de prostata. En otros casos, las
moléculas asociadas a tumor pueden seleccionarse como diana con células T genéticamente modificadas que
expresan un receptor quimérico modificado por ingenieria. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, linfoma de
células B, cancer de mama, cancer de préstata y leucemia.

Pueden usarse células preparadas tal como se describié anteriormente en métodos y composiciones para
inmunoterapia adoptiva segln técnicas conocidas o variaciones de las mismas que resultardn evidentes para los
expertos en la técnica basédndose en la presente divulgacion.

En algunos casos, las células se formulan recogiéndolas en primer lugar a partir de su medio de cultivo y después
lavando y concentrando las células en un medio y sistema de recipiente adecuado para su administracién (un portador
“farmacéuticamente aceptable”) en una cantidad eficaz para el tratamiento. El medio de infusién adecuado puede ser
cualquier formulacién de medio isoténico, nhormalmente solucién salina normal, Normosol R (Abbott) o Plasma-Lyte A
(Baxter), pero también puede usarse dextrosa al 5 % en agua o solucién de Ringer lactato. El medio de infusién puede
complementarse con albimina de suero humano, suero bovino fetal u otros componentes de suero humano.

Una cantidad eficaz para el tratamiento de células en la composiciéon es de al menos 2 subconjuntos de células (por
ejemplo, 1 subconjunto de células T CD8" de memoria central y 1 subconjunto de células T cooperadoras CD4*) o es
mas normalmente de mas de 102 células y hasta 106, hasta e incluyendo 108 o 109 células y puede ser de mas de
100 células. El nimero de células dependeré del uso final para el que estéd destinada la composicion al igual que el
tipo de células incluidas en la misma. Por ejemplo, si se desean células que son especificas para un antigeno
particular, entonces la poblacién contendrd mas del 70 %, generalmente mas del 80 %, el 85 % y el 90-95 % de tales
células. Para usos descritos en el presente documento, las células estan generalmente en un volumen de un litro o
menos, puede ser de 500 ml o menos, incluso 250 ml o 100 ml o menos. Por tanto, la densidad de las células deseadas
es normalmente mayor de 10* células/ml y generalmente es mayor de 107 células/ml, generalmente 108 células/ml o
mayor. El numero clinicamente relevante de células inmunitarias puede distribuirse en mdaltiples infusiones que de
manera acumulativa equivalen a, o superan, 106, 107, 108, 108, 10° 10" 0 10" células.
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En algunos casos, los linfocitos pueden usarse para conferir inmunidad a individuos. Por “inmunidad” quiere decirse
una reduccién de uno o mas sintomas fisicos asociados con una respuesta a la infeccién por un patégeno, o a un
tumor, al que se dirige la respuesta de linfocitos. La cantidad de células administradas est4 habitualmente en el
intervalo presente en individuos normales con inmunidad frente al patégeno. Por tanto, las células se administran
habitualmente mediante infusién, estando cada infusién en un intervalo de desde 2 células hasta al menos de 106 a
3x10"0 células, preferiblemente en el intervalo de al menos 107 a 10° células. Las células T pueden administrarse
mediante una Unica infusién o mediante multiples infusiones a lo largo de un intervalo de tiempo. Sin embargo, dado
que se espera que diferentes individuos varien en cuanto a la capacidad de respuesta, el tipo y la cantidad de células
infundidas, asi como el nimero de infusiones y el intervalo de tiempo a lo largo del cual se administran multiples
infusiones, se determinan por el médico encargado, y pueden determinarse mediante examen de rutina. La generacion
de niveles suficientes de linfocitos T (incluyendo linfocitos T citotéxicos y/o linfocitos T cooperadores) puede lograrse
facilmente usando el método de expansion rapida, tal como se muestra a modo de ejemplo en el presente documento.
Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 6.040.177 a nombre de Riddell et al. en la columna 17.

En casos, la composicién tal como se describe en el presente documento se administra por via intravenosa,
intraperitoneal, intratumoral, en la médula ésea, en el ganglio linfatico y/o en el liquido cefalorraquideo. En casos, las
composiciones modificadas por ingenieria con receptor quimérico se administran al sitio del tumor. Alternativamente,
las composiciones tal como se describe en el presente documento pueden combinarse con un compuesto que dirige
las células al tumor o los compartimentos de sistema inmunitario y evitan sitios tales como el pulmén.

En casos, las composiciones tal como se describe en el presente documento se administran con agentes
quimioterapicos y/o inmunosupresores. En un caso, en primer lugar se trata a un paciente con un agente
quimioterapico que inhibe o destruye otras células inmunitarias seguido por las composiciones descritas en el presente
documento. En algunos casos, puede evitarse totalmente la quimioterapia.

En los ejemplos expuestos a continuacidn se ilustran casos adicionales.
PARTE EXPERIMENTAL

Ejemplo 1. Personalizacion de longitud de dominio espaciador y afinidad de scFv para el reconocimiento
o6ptimo de ROR1 con células T modificadas con receptor quimérico

Se construyeron receptores quiméricos especificos para la molécula de ROR1 que se expresa en un gran nimero de
neoplasias malignas humanas incluyendo leucemia linfocitica crénica, linfoma de células del manto, leucemia
linfoblastica aguda y cancer de mama, pulmén, préstata, pancreas y ovarios. Los receptores quiméricos de ROR1 se
disefiaron a partir de scFV especificos de ROR1 con diferentes afinidades y que contenian dominios espaciadores de
Fc de IgG4 extracelulares de diferentes longitudes. Se analizé la capacidad de células T que expresaban cada receptor
quimérico especifico de ROR-1 para reconocer tumores hematopoyéticos y epiteliales ROR1" in vitro y para eliminar
linffoma de células del manto humano injertado en ratones inmunodeficientes.

Materiales y métodos
Sujetos humanos

Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de donantes sanos y pacientes tras el
consentimiento informado por escrito sobre protocolos de investigacién aprobados por la junta de revision institucional
del Fred Hutchinson Cancer Research Center (FHCRC).

Lineas celulares

Se obtuvieron las lineas celulares K562, Raiji, JeKo-1, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y 293T a partir de la Coleccién
americana de cultivos tipo. El Dr. Edus H. Warren (FHCRC) proporcioné amablemente las lineas celulares de cancer
renal FARP, TREP y RWL. Se generaron K562/ROR1 y Raji/ROR1 mediante transduccién lentiviral con el gen RORT
de longitud completa. Para derivar JeKo-1/ffluc, se transdujeron células JeKo-1 nativas con un vector lentiviral que
codificaba para el gen de luciferasa de luciérnaga (ffluc) en el sentido de 5 de una secuencia de T2A y eGFP. Se
clasificaron las células JeKo-1 transducidas para la expresién de eGFP y se expandieron para experimentos in vivo.

Inmunofenotipado
Se tifieron PBMC y lineas celulares con los siguientes AcM conjugados: CD3, CD4, CD5, CD8, CD19, CD28, CD45R0O,
CD862L, CD314 (NKG2D), MICA/B y controles de isotipo coincidente (BD Biosciences). Se realizé tinciéon con yoduro

de propidio (Pl) para la distincién de células vivas/muertas. Se analizé la expresién en superficie celular de ROR1
usando anticuerpo de cabra policlonal anti-ROR1 humano (R&D Systems).

Se analizé la expresién en superficie de receptor quimérico de ROR1 de 2A2 usando un anticuerpo de cabra policlonal
anti-lgG de raton (especifico de Fab) (Jackson ImmunoResearch). Se realizaron anélisis de flujo en un dispositivo
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FACSCanto®, purificaciones por clasificacién en un dispositivo FACSAriall® (Becton Dickinson) y se analizaron los
datos usando el software FlowJo® (Treestar).

Construccién de vectores y preparacién de lentivirus que codifica para receptor quimérico

Se construyeron receptores quiméricos especificos de ROR1 y especificos de CD19 usando segmentos de cadena
de VLy VH de los AcM 2A2, R12 y R11 (ROR1) y AcM FMC63 (CD19). (Las secuencias de regién variable para R11
y R12 se proporcionan en Yang et al, Plos One 6(6):€21018, 15 de junio de 2011). Se unié cada scFV mediante un
péptido (G4S)s (SEQ ID NO: 12) a un dominio espaciador derivado a partir de Fc de IgG4 (base de datos Uniprot:
P01861, SEQ ID NO: 13) que comprende secuencias de “bisagra-CH2-CH3” (229 AA, SEQ ID NO:), “bisagra-CH3”
(119 AA, SEQ ID NO:) o sélo “bisagra” (12 AA, SEQ ID NO: 4) (figura 1). Todos los espaciadores contenian una
sustitucién S—P dentro del dominio de “bisagra” ubicada en la posicién 108 de la proteina de Fc de |gG4 nativa, y se
unieron al dominio transmembrana de 27 AA de CD28 humano (Uniprot: P10747, SEQ ID NO: 14) y a un médulo de
sefializacién que comprendia o bien (i) el dominio citoplasmico de 41 AA de CD28 humano con una sustitucién LL—-GG
ubicada en las posiciones 186-187 de la proteina CD28 nativa (SEQ ID NO: 14) o bien (ii) el dominio citoplasmico de
42 AA de 4-1BB humano (Uniprot: Q07011, SEQ ID NO: 15), cada uno de los cuales se uni6 al dominio citoplasmico
de 112 AA de la isoforma 3 de CD3C humano (Uniprot: P20963, SEQ ID NO: 16). El constructo codificaba para un
elemento de omision ribosdémico de T2A (SEQ ID NO: 8) y una secuencia de tEGFR (SEQ ID NO: 9) en el sentido de
3’ del receptor quimérico. Se sintetizaron secuencias de nucleétidos con codones optimizados que codificaban para
cada transgén (Life Technologies) y se clonaron en el vector lentiviral epHIV7.

Se produjeron lentivirus que codificaban para receptor quimérico de ROR1, receptor quimérico de CD19 o tEGFR en
células 293T usando los vectores de empaquetamiento pCHGP-2, pCMV-Rev2 y pCMV-G, y reactivo de transfeccién
Calphos® (Clontech).

Generacion de lineas de células T que expresan receptores quiméricos de ROR1 y CD19

Se clasificaron células T de memoria central (Tcm) CD8* CD45RO* CD62L* o células T CD4* a granel a partir de
PBMC de donantes normales, se activaron con perlas anti-CD3/CD28 (Life Technologies) y se transdujeron en el dia
3 tras la activacion mediante centrifugacién a 800 g durante 45 min a 32 °C con sobrenadante de lentivirus (MOI = 3)
complementado con polibreno 1 pg/ml (Millipore). Se expandieron células T en RPMI con suero humano al 10 %, L-
glutamina 2 mM y penicilina-estreptomicina al 1 % (medio CTL), complementado con IL-2 humana recombinante hasta
una concentracién final de 50 U/ml. Se enriquecid el subconjunto tEGFR* de cada linea de células T mediante
seleccién inmunomagnética con AcM anti-EGFR conjugado con biotina (ImClone Systems) y perlas de estreptavidina
(Miltenyi). Se expandieron células T de receptor quimérico de ROR1 y de control de tEGFR usando un protocolo de
expansidn rapida (Riddell SR, Greenberg PD, The use of anti-CD3 and anti-CD28 monoclonal antibodies to clone and
expand human antigen-specific T cells. J Immunol Methods. 1990; 128(2):189-201. Publicacién electrénica el
17/04/1990), y se expandieron células T modificadas con receptor quimérico de CD19 mediante estimulacién con B-
LCL irradiadas (8.000 rad) a una razdn de células T:LCL de 1:7. Se cultivaron células T en medio CTL con IL-2 50
U/ml.

Ensayos de citotoxicidad, secrecién de citocinas y proliferaciéon

Se marcaron las células diana con 3'Cr (PerkinElmer), se lavaron y se incubaron por triplicado a 1-2x103 células/pocillo
con células T efectoras modificadas con receptor quimérico a diversas razones de efector con respecto a diana (E:T).
Se recogieron los sobrenadantes para recuento y tras una incubacién de 4 horas y se calcul6 la lisis especifica usando
la formula convencional. Para el analisis de la secrecion de citocinas, se sembraron en placas 5x10* células T por
triplicado con células diana a una razén de E:T de 1:1 (LLC primaria), 2:1 (Raji/ROR1; JeKo-1), 4:1 (K562/ROR1,
K562/CD19 y K562) o 10:1 (MDA-MB-231) y se midieron IFN-y, TNF-a e IL-2 mediante ELISA o inmunoensayo de
citocinas multiplexado (Luminex) en sobrenadante retirado después de una incubacién de 24 h. En experimentos que
bloqueaban la sefializacién de NKG2D, se usaron anticuerpos anti-NKG2D (clon 1D11), anti-MICA/B (clon 6D4, todos
de BD) y anti-ULBP (amablemente proporcionado por Dr. Veronika Groh, FHCRC) a concentraciones de saturacién.
Para el andlisis de la proliferacién, se marcaron células T con éster succinimidilico de carboxifluoresceina 0,2 pyM
(CFSE, Invitrogen), se lavaron y se sembraron en placas por triplicado con células estimuladoras en medio sin citocinas
ex6genas. Después de una incubacién de 72 h, se marcaron las células con AcM anti-CD8 y Pl y se analizaron
mediante citometria de flujo para evaluar la divisién celular de células T CD8" vivas.

Experimentos en ratones NOD/SCID/yc” (NSG)

El comité institucional de uso y receptores quiméricos de animales aprob6 todos los experimentos con ratones. Se
obtuvieron ratones hembra NOD.Cg-Prkdcs [2rgtmWi/SzJ (NSG) de seis a 8 semanas de edad del Jackson
Laboratory o se criaron de manera interna. A los ratones se les inyectaron 0,5x10°8 células tumorales JeKo-1/ffluc
mediante la vena de la cola y recibieron una inyeccién posterior en la vena de la cola de células T modificadas con
receptor quimérico o de control.

Para la obtenciéon de iméagenes por bioluminiscencia de crecimiento tumoral, los ratones recibieron inyecciones
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intraperitoneales de sustrato de luciferina (Caliper Life Sciences) resuspendido en PBS (15 pg/g de peso corporal). Se
anestesiaron los ratones con isoflurano y se obtuvieron imagenes usando un sistema de obtencién de imagenes
Xenogen VIS (Caliper) 10, 12 y 14 minutos después de la inyeccién de luciferina en modo de agrupaciones pequefias
a un tiempo de adquisicién de 1 s a 1 min para obtener imagenes no saturadas. Se analiz6 la actividad luciferasa
usando el software Living Image (Caliper) y se analiz6 el flujo de fotones dentro de regiones de interés que abarcaban
todo el cuerpo o el térax de cada ratdn individual.

Andlisis estadisticos

Se realizaron analisis estadisticos usando el software Prism (GraphPad®). Se realizd la prueba de la t de Student
como prueba bilateral para datos emparejados con un intervalo de confianza del 95 % y se consider6 que resultados
con un valor de p de p<0,05 eran significativos. Se realizaron anélisis estadisticos de supervivencia mediante pruebas
de los rangos logaritmicos y se considerd que los resultados con un valor de p de p<0,05 eran significativos.

Resultados

Truncar el dominio espaciador del receptor quimerico de ROR1 de 2A2 confiere un reconocimiento superior
de tumores ROR1+

Anteriormente se notificé el disefio de un receptor quimérico especifico de ROR1 usando el scFV de 2A2, que se une
a un epitopo en la porcién de tipo Ig-/Frizzled distal a la membrana, NH2-terminal, de ROR1-1. El receptor quimérico
de ROR1 de 2A2 inicial tenia un espaciador largo de 229 AA que incluia la regién de “bisagra-CH2-CH3” de Fc de
IgG4, e incorporaba dominios coestimuladores de CD28 y de sefializaciéon de CD3 (Hudecek M et al. Blood, 2010).
Este receptor quimérico confirid reconocimiento especifico de tumores ROR1*, pero se planted la hipétesis de que,
debido a la ubicacién distal a la membrana del epitopo de RORA1, truncar el dominio espaciador podia potenciar el
reconocimiento tumoral y la sefializacién de células T. Por tanto, se construyeron 2 receptores quiméricos adicionales
en los que se delecion6 secuencialmente el dominio espaciador de Fc de |gG4 para derivar variantes de “bisagra -
CH3” (119 AA, intermedia) y “sélo bisagra” (12 AA, corta). Cada uno de los nuevos receptores contenia scFV de 2A2
y los médulos de sefializacién de CD28 y CD3( idénticos. El casete de transgén incluia un EGFR truncado (tEGFR)
para servir como marcador de transduccién, seleccion y seguimiento in vivo para células T modificadas con receptor
quimérico.

Se transdujeron Tem CD8* purificadas con los receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 que contenian espaciadores de
Fc de 19G4 de longitud completa o truncados, y con un vector de control de tEGFR. La eficiencia de transduccion
media fue del 15 % (intervalo del 9-22 %) y se enriquecieron células T positivas para transgén hasta una pureza
uniforme (>90 %) en el dia 10 mediante seleccién para la expresién de tEGFR y se expandieron (figura 2A). Se
confirmé la expresién en superficie de cada uno de los receptores quiméricos mediante tincién con anticuerpos
especificos de F(ab) (figura 2A).

El anélisis de la funcién in vitro de células T CD8" modificadas para expresar cada uno de los receptores quiméricos
de ROR1 de 2A2 demostré que cada receptor conferia lisis especifica de células de LCM de JeKo-1y de LLC primaria
que expresan de manera natural ROR1, y de células K562 que se habian transducido con ROR7, pero no confirieron
reconocimiento de dianas ROR1- de control (figura 2B). Las células T que expresaban el receptor quimérico de ROR1
de 2A2 de “sélo bisagra” corto tenian una actividad citolitica maxima y resulté claramente evidente una jerarquia
(corto>intermedio>>largo) de lisis tumoral contra todas las dianas de tumor ROR1* (figura 2B), ilustrando la
importancia de la longitud de dominio espaciador en el reconocimiento de células tumorales ROR1*.

La eficacia antitumoral de la terapia adoptiva con células T se correlaciona con la proliferacién y supervivencia de
células T transferidas, lo cual puede alterarse mediante sefializacién a través del receptor quimérico. Se usaron
ensayos de dilucién de CFSE para analizar la proliferaciéon de células T modificadas con cada uno de los receptores
quiméricos de ROR1 de 2A2 tras el acoplamiento de Raji/ROR1 o LLC, y se encontrd que el constructo de espaciador
corto fomentaba la mayor proliferaciéon de células T tras la estimulacién (figura 2C). Para garantizar que la proliferacién
potenciada no estaba asociada con una mayor muerte celular inducida por activacién (AICD), también se analiz6 la
proporcién de células T modificadas con receptor quimérico de ROR1 de 2A2 que se teflian con yoduro de propidio
(PI) después de la estimulacién con células tumorales Raji/ROR1 y JeKo-1. Se detect6 una frecuencia mucho menor
de células T CD8"* PI* en la linea de células T modificadas con el espaciador corto (Raji/ROR1: 17,2 % / JeKo-1:
20,2 %) en comparacion con el intermedio (41,6 %/42,4 %) y el largo (44,5 %/48,5 %).

El analisis cuantitativo de la produccién de citocinas en respuesta a la estimulaciéon con células Raji/ROR1 y de LLC
primaria mostré la produccién de IFN-y, TNF-a e IL-2 por células T que expresan cada uno de los receptores
quiméricos de ROR1 de 2A2. Tal como se observé en ensayos de citotoxicidad, el constructo de espaciador corto era
superior en cuanto a la mediacién de la secrecién de citocinas después del reconocimiento tumoral (figura 2D). Por
tanto, este analisis muestra que truncar el dominio espaciador de Fc de 1gG4 extracelular del receptor quimérico de
ROR1 de 2A2 conduce a un aumento significativo de la citotoxicidad, proliferacion y funciones efectoras in vitro
después del reconocimiento tumoral.
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El scFv de R11 que es especifico para un epitopo proximal a la membrana en el dominio Kringle de ROR1
requiere un dominio espaciador extracelular largo.

Se transdujeron células T CD8" purificadas con receptores quiméricos de ROR1 que contenian el scFv de R11 que es
especifico para el dominio Kringle de ROR1 y que contenian espaciadores de Fc de IgG4 de longitud completa o
truncados (CH3 y sblo bisagra). La eficiencia de transduccién con cada uno de los vectores corto (sélo bisagra de
IgG4), intermedio (bisagra de IgG4/CH3) y largo (bisagra de |gG4/CH2/CH3) era comparable (45-51 %) tal como se
mide mediante expresion de EGFR (figura 3A). Se sometieron células T transducidas con cada uno de los vectores a
ensayo para determinar la citélisis (figura 3 B), proliferacién (figura 3C) y produccidén de citocinas (figura 3D) en
respuesta a células de leucemia o linfoma que expresaron o no expresaron ROR1. Tal como se muestra, sélo las
células T transducidas con el receptor quimérico de R11 que contenia una secuencia de espaciador largo fueron
capaces de reconocer de manera eficiente tumores ROR1* y mediar en funciones efectoras.

Los receptores quiméricos de ROR1 derivados a partir de un AcM R12 con afinidad superior a 2A2 median en
reactividad antitumoral superior

A continuacion se examiné si aumentar la afinidad del scFV usado para construir el receptor quimérico de ROR1 podia
influir en el reconocimiento tumoral y la funcidén de células T. Se generaron receptores quiméricos especificos de ROR1
a partir del AcM R12 que, al igual que 2A2, se une a un epitopo en el dominio de Ig/Frizzled NH2-terminal de ROR1
pero con una afinidad de unién monovalente >50 veces superior.

Se construyeron receptores quiméricos de ROR1 de R12 con espaciadores de Fc de IgG4 tanto largo como corto para
determinar si el disefio de espaciador éptimo para este scFV de afinidad superior diferia con respecto a aquél para un
scFV de afinidad inferior. Se encontré que, de manera similar a 2A2, el receptor quimérico de ROR1 de R12 de
espaciador corto conferia una actividad citolitica, secreciéon de citocinas y proliferacién mejoradas (datos no
mostrados), sugiriendo que la longitud de espaciador mas corta proporciona un acoplamiento espacial superior de la
célula Ty la célula diana ROR1* para la activacién de células T.

Después, se disefiaron receptores quiméricos de ROR1 de R12 y 2A2 que contenian un espaciador extracelular 6ptimo
(corto) y un dominio coestimulador o bien de CD28 o bien de 4-1BB en tandem con CD3C (4 constructos) para
comparacion (figura 4A.B). Se expresaron estos constructos de receptor quimérico de ROR1 en Tcm CD8* purificadas
de donantes sanos y se confirmé una expresidn transgénica equivalente mediante tincién de tEGFR (figura 5A). Las
células T modificadas con cada uno de los receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 y R12 produjeron especificamente
lisis de células tumorales K562/ROR1 y Raji/ROR1 con una eficiencia aproximadamente equivalente (figura 5B). Sin
embargo, el analisis de la produccién de citocinas mostré que los receptores quiméricos de ROR1 de R12 de alta
afinidad que contenian CD28 o 4-1BB confirieron una produccién de IFN-y, TNF-a e IL-2 significativamente superior
en comparacién con los constructos de 2A2 correspondientes (figura 5C). Se encontré que las células T que
expresaban receptores quiméricos con un dominio coestimulador de CD28 produjeron mas IFN-y, TNF-a e IL-2 en
comparacion con aquellos con 4-1BB.

Los experimentos para analizar la proliferaciéon de células T de receptor quimérico de ROR1 mostraron un porcentaje
superior de células T en proliferacién y un numero superior de divisiones celulares en células T que expresan los
receptores quiméricos de ROR1 de R12 de alta afinidad con dominio de CD28 y 4-1BB en comparacién con células T
que expresan los homdblogos de 2A2 respectivos (figura 4D). Hubo una proliferacidén mas vigorosa en células T que
expresaban receptores quiméricos con un dominio de CD28, de manera compatible con una produccién de IL-2
superior inducida por estos receptores. Hubo una frecuencia inferior de AICD tal como se mide mediante tincién con
Pl en lineas de células T modificadas con R12 en comparacidn con receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 después
de la estimulacién con células tumorales Raji/ROR1 y JeKo-1 respectivamente (R12: 5,6 % /6,9 % frente a 2A2: 10 %
/9,65 %). Las lineas de células T que expresaban receptores quiméricos con un dominio de CD28 también tuvieron
una AICD inferior en comparacién con 4-1BB en respuesta a células tumorales Raji/ROR1 y JeKo-1 respectivamente
(R12: 16,4 % / 18,4 % frente a 2A2 38,1 % / 39,6 %).

Para determinar si la funcién potenciada observada con receptores quiméricos de ROR1 de R12 en células T CD8* se
extendia a células T CD4"*, se transdujeron células T CD4" a granel con los receptores quiméricos de ROR1 de 2A2 y
R12 que contenian el espaciador corto y el dominio coestimulador de CD28. En respuesta a células tumorales
Raji/ROR1*, las células T CD4* que expresaban el scFV de R12 de alta afinidad produjeron niveles superiores de IFN-
Y, TNF-q, IL-2, IL-4 e IL-10, y experimentaron una proliferacion mayor que células T CD4* que expresaban 2A2 (figura
5A,B). Tanto la produccién de citocinas como la proliferacién eran superiores en células T CD4* en comparacién con
CD8* modificadas con los mismos receptores quiméricos de ROR1. En resumen, los presentes datos demuestran que
ajustar a medida tanto la longitud del dominio espaciador de receptor quimérico extracelular no de sefializacién como
la afinidad de scFV son parametros independientes que afectan a la funcién de células T de receptor quimérico de
ROR1.

Las células T D8 modificadas con un receptor quimérico de ROR1 de alta afinidad tienen una actividad
comparable a un receptor quimeérico de CD19 contra LLC primaria in vitro
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Tanto ROR1 como CD19 se expresan de manera uniforme en todas las LLC primarias (figura 6A), sin embargo se
estima que el numero absoluto de moléculas de ROR1 por célula tumoral es 10 veces inferior al de CD19, que se ha
seleccionado satisfactoriamente como diana en ensayos clinicos con células T de receptor quimérico de CD19. Se
compard el reconocimiento de LLC primaria por células T CD8" que expresaban los receptores quiméricos de ROR1
de R12 y 2A2 optimizados, y un receptor quimérico de CD19 derivado a partir del scFV de FMC83. Se usaron Tcm
CD8* purificadas para la modificacién con receptor quimérico para proporcionar un producto celular uniforme y cada
receptor quimérico contenia un espaciador de “sélo bisagra” de Fc de IgG4 corto y dominio coestimulador de 4-1BB.
Se confirmé que el presente receptor quimérico de CD19 (bisagra de 1gG4) era al menos tan, y mas, eficaz en el
reconocimiento de tumores CD19* que un receptor quimérico de CD19 con espaciador de bisagra de CD8a y dominio
coestimulador de 4-1BB que esta usandose en ensayos clinicos en curso (figura 20). Las células T que expresan
receptores quiméricos de CD19 con 4-1BB y CD3zeta y una bisagra de Fc de 1IgG4 modificada muestran una funcién
superior in vitro e in vivo en comparacién con células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con 4-1BB y
CD3zeta y una bisagra de CD8 alfa. En la figura 20D, se comparé la actividad antitumoral in vivo de células T que
expresaban un receptor quimérico de CD19 con una bisagra de Fc de IgG4 (grupo 1) o bisagra de CD8 alfa (grupo 2)
y células T que expresaban tEGFR solo (grupo 3) en ratones NSG inoculados con células tumorales Raji que
expresaban luciferasa de luciérnaga (ffluc). Se obtuvieron imagenes de los ratones 17 dias después de la inoculacién
de tumor y 10 dias después de la inoculacién de células T. Los datos muestran una mayor carga tumoral en ratones
tratados con células T de tEGFR de control (grupo 3) o con células T de receptor quimérico de CD19 de bisagra de
CD8 alfa (grupo 2) en comparacién con ratones tratados con células T de receptor quimérico de CD19 de bisagra de
Fc de 1IgG4 (grupo 1).

La actividad citolitica de células T de receptor quimérico de ROR1 de R12 contra células tumorales primarias a partir
de multiples pacientes con LLC (n=4) fue superior en comparacién con células T modificadas con el receptor quimérico
de ROR1 de 2A2 de afinidad inferior, y equivalente a la lisis observada con células T de receptor quimérico de CD19
(figura 6B). El andlisis de citocinas mutiplexado mostré una producciéon de IFN-y y TNF-a casi equivalentes, pero
menos produccién de IL-2 por células T CD8* que expresaban el ROR1 de R12 en comparacién con las que
expresaban el receptor quimérico de CD19 después del cultivo conjunto con LLC primaria (figura 6C). Las células T
de receptor quimérico de ROR1 de 2A2 produjeron cantidades inferiores de todas las citocinas en comparacidén con
células T de receptor quimérico de ROR1 de R12 tal como se indicd anteriormente. La produccién de citocinas por
todas las células T transducidas con receptor quimérico después de la estimulacién con LLC fue sustancialmente
menor que con Raji/ROR1, que, a diferencia de LLC, expresa tanto CD80 como CD86 que pueden acoplarse a CD28
expresado en células T de receptor quimérico (figura 6A, C).

Se observé menos proliferacién de células T que expresan el receptor quimérico de ROR1 de R12 y 2A2 en
comparacion con el receptor quimérico de CD19 después de la estimulacién con LLC (CD19>R12>2A2) (figura D).
Se planted la hipétesis de que la proliferacién de células T CD8* de receptor quimérico de ROR1 en respuesta a LLC
puede aumentarse en presencia de células T CD4* modificadas con receptor quimérico debido a su secrecién superior
de IL-2 en comparacién con Tcw CD8™ (figura 4A; figura 8A). Para someter a prueba esta posibilidad, se realizaron
experimentos de cultivo conjunto in vitro en los que se modificaron por separado Tcu CD4* y CD8 con los receptores
quiméricos de ROR1 de R12, ROR1 de 2A2 y CD19, respectivamente, se enriquecieron para la expresidén de receptor
quimérico y se combinaron a una razén de 1:1 para garantizar proporciones equivalentes de células T CD8* y CD4*
modificadas con cada uno de los vectores. Se marcaron estas células con CFSE y se estimularon con LLC primaria.
Se observé un drastico aumento de la proliferacién de células T CD8"* de receptor quimérico de ROR1 de R12 después
de la adicién de células T CD4* transducidas con receptor quimérico, pero no con no transducidas (figura 8B). De
manera notable, cuando se proporciond ayuda de CD4, se observé una proliferaciéon equivalente de células T CD8*
de receptor quimérico de ROR1 de R12 y CD19 en respuesta a LLC, mientras que la proliferacién de células T CD8*
que expresaban el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 de afinidad inferior siguié siendo inferior. De manera colectiva,
los presentes datos muestran que el receptor quimérico de ROR1 de R12 de alta afinidad confiere una reactividad
superior en comparacion con 2A2 contra células de LLC primaria in vitro.

Las células T de receptor quimeérico de ROR1 median en la actividad antitumoral in vivo en un modelo de raton
de linfoma de células del manto sistémico

Sigui6 sin estar claro si la actividad in vitro superior de células T modificadas con el receptor quimérico de R12 de
afinidad superior se traduciria en una actividad antitumoral mejorada in vivo, y cémo seria la seleccién como diana de
ROR1 en comparacién con la seleccién como diana de CD19. Para abordar estas cuestiones, se inocularon cohortes
de ratones inmunodeficientes NSG con la linea de LCM humano JeKo-1/ffluc mediante inyeccion en la vena de la cola,
y siete dias después, cuando el tumor estaba diseminado, se trataron los ratones con una Unica dosis intravenosa de
células T CD8* de receptor quimérico ROR1 de R12, ROR1 de 2A2 o CD19. Se trataron ratones de control con células
T de tEGFR o no se trataron. Todos los receptores quiméricos tenian el espaciador corto 6ptimo y el dominio
coestimulador de 4-1BB. Los ratones NSG/JeKo-1 no tratados desarrollaron un linfoma sistémico de rapida progresion
que necesité eutanasia aproximadamente 4 semanas después de la inoculacién de tumor (figura 9A-C).

Se observd regresion tumoral y supervivencia mejorada en todos los ratones tratados con células T de receptor

quimérico de ROR1 de R12, ROR1 de 2A2 y CD19. Los ratones tratados con células T de receptor quimérico de ROR1
de R12 tenian una respuesta antitumoral y supervivencia superiores en comparacioén con ratones tratados con células
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T receptor quimérico de ROR1 de 2A2 (p<0,01), y actividad antitumoral comparable a ratones tratados con células T
de receptor quimérico de CD19 (figura 9A-C).

Se analiz6 la frecuencia de células T de receptor quimérico en la sangre periférica tras la transferencia adoptiva y se
detectaron nimeros superiores de células T tEGFR™ en ratones tratados con el receptor quimérico de ROR1 de R12
en comparacién con el receptor quimérico de ROR1 de 2A2, lo que sugiere que una proliferacién mas vigorosa in vivo
mejor6 el control del tumor. Para confirmar esto, se administraron células T de receptor quimérico de CD19, receptor
quimérico de ROR1 de R12 y 2A2 marcadas con CFSE a cohortes de ratones NSG que portaban JeKo-1/ffluc, y se
analizé la proliferaciéon de células T en la sangre periférica, médula 6sea y bazo 72 horas después de la transferencia.
Un porcentaje superior de las células T de receptor quimérico de R12y CD19 proliferé y experimentd un mayor nimero
de divisiones celulares en comparacién con células T de receptor quimérico de ROR1 de 2A2 (figura 9D). El tumor
JeKo-1 presenté finalmente recidiva en todos los ratones tratados con células T de receptor quimérico de ROR1 o
CD19 (figura 9A-C). La recidiva tumoral no fue el resultado de la seleccidén de variantes sin ROR1 o CD19, ya que los
tumores con recidiva eran positivos para ambas moléculas.

Para comparacion, se analizé la eficacia antitumoral de células T de receptor quimérico de CD19 en ratones NSG con
injerto de tumores de Raji y se observé una erradicacion tumoral completa, indicando que la recidiva de JeKo-1 refleja
la dificultad para erradicar este tumor (datos no mostrados). En resumen, estos datos son los primeros que muestran
que células T de receptor quimérico de ROR1 tienen eficacia antitumoral in vivo, y sugieren que, para neoplasias
malignas de células B, un receptor quimérico de ROR1 optimizado tal como R12 puede ser eficaz y no afectar a células
B CD19* normales que carecen de expresién de ROR1.

Las células T que expresan el receptor quimeérico de ROR1 de R12 tienen una reactividad superior en
comparacion con 2A2 contra células tumorales epiteliales ROR1*

Se ha detectado ROR1 en muchos tumores epiteliales, aunque se desconoce si la expresion de ROR1 es suficiente
para el reconocimiento por células T de receptor quimérico de ROR1. Usando citometria de flujo, se confirmé la
expresién de ROR1 en lineas de cancer de mama MDA-MB-231 y 468, y en las lineas de carcinoma de células renales
FARP, TREP y RWL (figura 10A). Después se analizd el reconocimiento tumoral por células T CD8" transducidas con
los receptores quiméricos de ROR1 de R12 con el espaciador corto 6ptimo y dominio de 4-1BB, y se observd un
reconocimiento eficiente de MDA-MB-231, MDA-MB-468, FARP, TREP y RWL (figura 11A). Se analizd la secrecién
de citocinas y proliferacién de células T modificadas con los receptores quiméricos de ROR1 de R12 y 2A2 después
del cultivo conjunto con MDA-MB-231, y se observé una mayor produccién de citocinas y proliferacién con el receptor
quimérico de ROR1 de R12 (figura 11 B, C). De manera similar a lo observado con neoplasias malignas de células B
ROR1*, la activacidén superior de células T de receptor quimérico de ROR1 de R12 después de la estimulacién con
MDA-MB-231 no estuvo asociada con un aumento de AICD (R12: 9,8 % frente a 2A2: 10,9 %).

Discusion

ROR1 ha atraido interés como posible diana para inmunoterapia contra el cancer debido a su expresién en la superficie
de muchos canceres epiteliales y linfoides de células B, incluyendo subconjuntos de cancer de pulmén, colorrectal y
de células renales. Anteriormente se mostré que LLC y LCM se reconocian especificamente por células T modificadas
para expresar un receptor quimérico especifico de ROR1 (Hudecek M, et al. Blood. 2010; 116(22):4532-41. Publicacidn
electrénica el 13/08/2010). El disefio y la funcién de receptores quiméricos de ROR1 se han mejorado mediante
modificaciéon del dominio espaciador extracelular y derivando el receptor quimérico a partir de un scFV de afinidad
superior, y demuestran que células T modificadas con receptores quiméricos de ROR1 disefiados tienen actividad in
vivo contra linfoma de células B ROR1+ y actividad in vitro contra una amplia gama de tumores epiteliales.

Se compard la funcién de células T modificadas con receptores quiméricos de ROR1 derivados a partir del AcM 2A2
que contenian o bien el espaciador de “bisagra-CH2-CH3” de Fc de I9gG4 largo original que se ha mostrado que permite
una expresion en superficie celular de alto nivel, o bien variantes truncadas de espaciador de “bisagra-CH3” intermedio
y “s6lo bisagra” corto. Se conservd el dominio de bisagra de 12 AA en el presente constructo de espaciador corto
baséndose en datos previos de que se requeria un espaciador flexible para separar el scFV de la membrana de célula
Ty permitir el reconocimiento de antigeno en células tumorales (Fitzer-Attas CJ, et al., Harnessing Syk family tyrosine
kinases as signaling domains for chimeric single chain of the variable domain receptors: optimal design for T cell
activation. J Immunol. 1998; 160(1):145-54. Publicacién electrdnica el 29/04/1998).

Los presentes estudios con el receptor quimérico de ROR1 de 2A2 muestran que la secrecién de citocinas y
proliferacion de células T después del reconocimiento de células tumorales son superiores con los constructos de
espaciador intermedio y corto en comparacidén con el constructo de espaciador largo. La tincién con Ac anti-F(ab)
mostrd una expresidén de receptor quimérico equivalente de los tres receptores, demostrando que la funcién de células
T mejorada con el receptor quimérico de espaciador corto no se debia a diferencias en la densidad de receptor
quimérico. Estos datos respaldan el principio de que el disefio de espaciadores extracelulares debe ajustarse a medida
para cada molécula y epitopo diana.

La afinidad del scFV seleccionado para disefiar un receptor quimérico es un parametro adicional que puede afectar al
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reconocimiento de células T. Se generé y caracterizé un panel de AcM especificos de ROR1 de diferentes afinidades
y se selecciond el AcM R12, que reconoce un epitopo en la regién de tipo Ig/Frizzled como 2A2. R12 tiene una afinidad
superior por proteina de ROR1 debido a una disociacién mucho mas lenta. El receptor quimérico de R12, al igual que
el receptor quimérico de 2A2, confirid un reconocimiento y funcién de células T éptimos cuando se disefié con un
espaciador extracelular corto. Una comparacién directa de proliferaciéon y produccién de citocinas después del
acoplamiento a tumor por células T modificadas con los receptores quiméricos de 2A2 y R12 demostré que el receptor
quimérico de R12 derivado a partir del AcM de afinidad superior era superior. Se planteé la preocupacién de que la
disociaciéon mas lenta de R12 a partir de ROR1 pudiera prolongar la activacién de células T y conferir una propensién
aumentada a AICD. Sin embargo, se detectd una tasa inferior de AICD en células T modificadas con el receptor
quimérico de ROR1 de R12 en comparacién con 2A2, demostrando que la afinidad aumentada de R12 no tenia ningln
efecto perjudicial sobre la supervivencia de células T en los presentes modelos preclinicos.

ROR1 tiene una posible ventaja con respecto a CD19 como diana para LLC y LCM dado que no se expresa en células
B de memoria y virgenes maduras normales. Sin embargo, hay un nimero inferior de moléculas de ROR1 en tumores
de células B en comparacién con CD19 y no esta claro si un receptor quimérico de ROR1 optimizado sera tan eficaz
como un receptor quimérico de CD19 similar en cuanto al disefio a los que estdn uséndose en la clinica.
Desafortunadamente, los modelos de xenoinjerto de tumor de células B usados anteriormente en ratones NSG para
evaluar la funcién de células T de receptor quimérico de CD19 incluyendo Raji, Daudi y Nalm-6, no se derivan a partir
de LLC o LCM y no expresan ROR1 de manera constitutiva. Por tanto, para comparar la seleccion como diana de
CD19 y ROR1 in vivo, se usé la linea celular de LCM JeKo-1, que expresa de manera natural tanto CD19 como ROR1
y se injerta en ratones NSG. Para hacer que el presente modelo fuera clinicamente relevante, se inocularon células
de linfoma JeKo-1 por via intravenosa para generar tumores sistémicos y se trataron los ratones con productos de
células T de compatibilidad uniforme una vez establecidos los tumores. Se encontré que las células T que expresaban
el receptor quimérico de R12 de alta afinidad conferian una actividad antitumoral in vivo equivalente a células T de
receptor quimérico de CD19. De manera compatible con el presente analisis in vitro, el receptor quimérico de ROR1
de R12 también medi6 en una actividad in vivo superior en comparacion con el receptor quimérico de ROR1 de 2A2
optimo. Estos resultados deben interpretarse cuidadosamente dado que los modelos tumorales murinos pueden no
predecir la eficacia de terapia adoptiva en entornos clinicos. Sin embargo, los resultados sugieren que ROR1 merece
una consideraciéon como alternativa a CD19, o para proporcionar una diana adicional para minimizar la posibilidad de
que surjan variantes sin CD19.

ROR1 parece desempefiar un papel decisivo en la supervivencia de algunos tumores epiteliales. Por tanto, una ventaja
de seleccionar ROR1 como diana es que un Unico receptor quimérico puede ser Util para tratar a pacientes con un
gran nimero de tumores hematopoyéticos y no hematopoyéticos.

Los presentes datos muestran por primera vez que células T que expresan un receptor quimérico de ROR1 disefiado
reconocen de manera eficiente canceres epiteliales in vitro. La secrecidén de citocinas y proliferacion de células T
inducidas por células de cancer de mama ROR1 + fueron superiores a las inducidas por células de leucemia, a pesar
de la ausencia del ligando coestimulador de CD80/86. Los estudios notificados en este caso demuestran que The el
disefio del dominio espaciador extracelular y la afinidad del receptor quimérico son parametros que pueden modularse
para potenciar el reconocimiento de tumores hematolégicos y epiteliales ROR1+ in vitro e in vivo por células T
modificadas con receptor quimérico de ROR1. El desarrollo de receptores quiméricos de ROR1 con reactividad tumoral
potenciada proporciona la oportunidad de aplicaciones clinicas en una variedad de cdnceres humanos.

Ejemplo 2.

Efecto de la longitud de dominio espaciador extracelular sobre la activacion de lisis de células tumorales con
un receptor quimérico especifico de Her2 que reconoce un epitopo ubicado proximal a la membrana de célula
tumoral.

El efecto de la longitud de espaciador de CAR sobre el reconocimiento y la activacién del reconocimiento de células
tumorales por linfocitos T humanos CD8* que expresaban un receptor quimérico especifico de HER2 se examind
usando métodos similares a los descritos anteriormente para ROR1. Se construyeron receptores quiméricos
especificos de HER2 usando segmentos de cadena de VL y VH de un AcM especifico de HER2 que reconocia un
epitopo proximal a la membrana en HER?2 (figura 12A), y se unieron los scFV a dominios espaciadores extracelulares
de bisagra de IgG4/CH2/CH3, bisagra de 1gG4/CH3 y sélo bisagra de IgG4 y al dominio transmembrana de CD28,
dominios de sefializacién de 4-1BB y CD3 zeta (figura 12B). Se transdujeron células T CD8* primarias con cada uno
de los receptores quiméricos de HER?2 y se seleccionaron para la expresién del marcador de transducciéon de EGFR
(figura 12D). Se confirmaron la expresion de los receptores quiméricos de HER2 y el tamafio de cada receptor
mediante inmunotransferencia de tipo Western (figura 12C). Después se expandieron las células T con AcM anti-CD3
y células alimentadoras y se examinaron para determinar su capacidad para reconocer células tumorales HER2*. Tal
como se observéd con el receptor quimérico especifico de ROR1 de R11, el receptor quimérico de HER2 que contenia
un dominio espaciador extracelular largo confirié un reconocimiento por células T superior de células tumorales HER2*
(figura 12E).

Discusion
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Este ejemplo del efecto de la longitud de espaciador extracelular sobre el reconocimiento por células T modificadas
con receptor quimérico de células tumorales usé un receptor quimérico que comprendia un scFv construido a partir de
las secuencias de VH+L del AcM quimérico Herceptin. Estudios de Cho et al (Nature 421:756, 2003) localizaron la
ubicacién de epitopo de Herceptin en una ubicacién proximal a la membrana en el dominio extracelular de HER2
(ERRB2) (figura 12A). Basandose en el presente conocimiento de la estructura de variantes de bisagra de Fc de I1gG4
humana (figura 12B), se planteé la hipbtesis de que una ubicaciéon proximal a la membrana del epitopo de
direccionamiento en un antigeno de célula tumoral extracelular se reconoceria mejor por células T efectoras que
expresan un receptor quimérico que codifica para un espaciador largo. Los presentes datos demuestran un gradiente
de actividad citolitica desde casi actividad de fondo por células T que expresan un receptor quimérico de Herceptin de
espaciador corto, hasta actividad intermedia por células T que expresan un receptor quimérico de espaciador de
longitud media y lisis méxima por células T que expresan el receptor quimérico con espaciador largo. Por tanto, el
espaciador extracelular tiene efectos definitivos sobre el reconocimiento tumoral por células T, y estos datos
proporcionan un soporte adicional de la necesidad de ajustar a medida el disefio de receptor quimérico basandose en
la ubicacién de epitopo de moléculas diana expresadas en tumor.

Ejemplo 3.

Personalizacion de la secuencia y longitud de espaciador para un reconocimiento y eficacia in vivo 6ptimos
de CD19 con células T modificadas con receptor quimérico.

Materiales y métodos
Sujetos humanos

Se obtuvieron muestras de sangre a partir de donantes sanos que proporcionaron el consentimiento informado por
escrito para participar en protocolos de investigacién aprobados por la junta de revision institucional del Fred
Hutchinson Cancer Research Center (FHCRC). Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
mediante centrifugacién sobre Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO) y se crioconservaron en RPMI, suero humano
al 20 % y dimetilsulféxido al 10 %.

Lineas celulares

Las lineas celulares K562, Raji, JeKo-1 y 293T se obtuvieron a partir de la Coleccién americana de cultivos tipo
(Manassas, VA)y se cultivaron tal como se indica. Se produjo un lentivirus que codificaba para el gen ffluc en el sentido
de 5’ de una secuencia de T2A y eGFP en células 293T y se usé para transducir células tumorales Raji y JeKo-1. Se
expandieron células Raji y JeKo-1 después de la transduccién lentiviral y se purificé por clasificacién el subconjunto
positivo para eGFP.

Inmunofenotipado

Se tifleron PBMC y lineas de células T con uno o més de los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados: CD3,
CD4, CD8, CD25, CD45RA, CD45R0O, CD62L, CD69 y controles de isotipo coincidente (BD Biosciences). Se realizé
tincién con yoduro de propidio (Pl, BD Biosciences) para la distincién de células vivas/muertas tal como se indica por
el fabricante. Se realizaron anélisis de flujo en un dispositivo FACSCanto, purificaciones por clasificacion en un
dispositivo FACSAriall (Becton Dickinson) y se analizaron los datos usando el software FlowJo (Treestar).

Construccién de vectores y preparacién de lentivirus que codifica para receptor quimérico de CD19

Se construyeron receptores quiméricos especificos de CD19 usando: (1) los segmentos de cadena de VL y VH del
AcM especifico de CD19 FMC63 (SEQ ID NO: 3), unido mediante un péptido ligador (G4S)s (SEQ ID NO: 12) (VL-
ligador-VH); (2) un dominio espaciador derivado a partir de Fc de IgG4 (base de datos Uniprot: P01861, (SEQ ID NO:
13)) que comprendia o bien la porcién de bisagra-CH2-CH3 (229 AA, (SEQ ID NO:)) o bien sélo bisagra (12 AA; (SEQ
ID NO: 4)). Ambos espaciadores contenian una sustitucién S — P dentro del dominio de bisagra ubicada en la posicidén
108 de la proteina de Fc de IgG4 nativa; el dominio transmembrana de 27 AA de CD28 humano (base de datos Uniprot:
P10747, (SEQ ID NO: 14)); (4) un médulo de sefializacién que comprendia o bien (i) el dominio citoplasmico de 41 AA
de CD28 humano con una sustitucién LL — GG ubicada en la posicién 186-187 de la proteina de CD28 nativa (SEQ
ID NO: 14); y/o bien (ii) el dominio citopldsmico de 42 AA de 4-1BB humano (base de datos Uniprot: Q07011, (SEQ ID
NO: 15)); unido al (iii) dominio citoplasmico de 112 AA de la isoforma 3 de CD3¢ humano (base de datos Uniprot:
P20963, (SEQ ID NO: 16)); la secuencia de T2A de autoescision (SEQ ID NO: 8); y (6) una secuencia de receptor de
factor de crecimiento epidérmico truncado (EGFR) (SEQ ID NO: 9).

Se sintetizaron secuencias de nucleétidos con codones optimizados que codificaban para cada transgén
(LifeTechnologies, Carlsbad, CA) y se clonaron en el vector lentiviral epHIV7 usando sitios de restriccién Nhel y Notl.
El vector lentiviral epHIV7 se habia derivado a partir del vector pHIV7 sustituyendo el promotor de citomegalovirus de
pHIV7 por un promotor de EF-1.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3015267 T3

Se produjo lentivirus que codificaba para receptor quimérico de CD19 o tEGFR en células 293T transfectadas
conjuntamente con el vector lentiviral y los vectores de empaquetamiento pCHGP-2, pCMV-Rev2 y pCMV-G usando
reactivo de transfeccién Calphos (Clontech). Se cambié el medio 16 h después de la transfeccién y se recogié el
lentivirus después de 24, 48 y 72 h.

Generacion de lineas de células T que expresan los receptores quiméricos de CD19

Se activaron células T de memoria central (Tem) CD8* CD45RA- CD45RO* CD62L" purificadas por clasificacion de
donantes normales con perlas anti-CD3/CD28 (Life Technologies) segln las instrucciones del fabricante, y se
transdujeron con sobrenadante de lentivirus (MOI = 3) complementado con polibreno 1 pg/ml (Millipore) en el dia 3
después de la activacion mediante centrifugacién a 2.100 rpm durante 45 min a 32 °C. Se expandieron las células T
en RPMI, suero humano al 10 %, L-glutamina 2 mM y penicilina-estreptomicina al 1 % (medio CTL), complementado
con IL-2 humana recombinante (rh) hasta una concentracién final de 50 U/ml cada 48 h. Después de la expansién, se
tifié una alicuota de cada linea de células T transducidas con anticuerpo anti-EGFR (receptor de factor de crecimiento
epitelial) conjugado con biotina y perlas de estreptavidina (Miltenyi), y se aislaron células T tEGFR* mediante selecciéon
inmunomagnética.

Después se estimulé el subconjunto de células T tEGFR* con TM EBV-LCL irradiadas (8.000 rad) a una razén de
células T: LCL de 1:7, y se expandieron durante 8 dias en medio CTL con adicién de rh IL-2 50 U/ml cada 48 h.

Ensayos de liberacion de cromo, secrecién de citocinas y proliferaciéon de CFSE

Se marcaron células diana con ®'Cr (PerkinElmer) durante la noche, se lavaron y se incubaron por triplicado a 1-2x10°
células/pocillo con células T efectoras a diversas razones de efector con respecto a diana (E:T). Se recogieron los
sobrenadantes para recuento y después de una incubacién de 4 horas y se calculé la lisis especifica usando la formula
convencional. Para los analisis de la secrecién de citocinas, se sembraron en placas células diana y efectoras en
pocillos por triplicado a una razén de E:T de 2: 1 (Raji) 0 4: 1 (K562/CD19 y K562), y se midieron INF-y, TNF-q, IL-2,
IL-4, IL-6 e IL-10 mediante inmunoensayo de citocinas multiplexado (Luminex) en sobrenadante retirado después de
una incubacién de 24 horas.

Para el analisis de proliferacién, se marcaron células T con éster succinimidilico de carboxifluoresceina 0,2 yM (CFSE,
Invitrogen), se lavaron y se sembraron en placas en pocillos por triplicado con células estimuladoras a una razén de
2:1 (Raji) 0 4:1 (K562/CD19 y K562) en medio CTL sin citocinas exdgenas. Después de 72 h de incubacién, se
marcaron las células con AcM anti-CD3 y yoduro de propidio (Pl) para excluir células muertas del anélisis. Se
analizaron las muestras mediante citometria de flujo y divisiéon celular de células T CD3* vivas evaluadas mediante
diluciéon de CFSE.

Experimentos en ratones NOD/SCID y NOD/SCID/yc™ (NSG)

Todos los experimentos con ratones se aprobaron por el comité institucional de uso y receptores quiméricos de
animales FrCrC. Se obtuvieron ratones hembra NOD.CBI7-Prkdcsed/J (NOD/SCID) y NOD.Cg-Prkdcsed |[2rgimWi/SzJ
(NSG) de seis a 8 semanas de edad del Jackson Laboratory o se criaron de manera interna (FRCRC). A los ratones
se les inyectaron por via intravenosa (i.v.) 0,5 x 10° células tumorales Raiji-fluc mediante inyeccion en la vena de la
cola y recibieron inyecciones de células T modificadas con receptor quimérico, células T de control o0 PBS mediante
inyeccién en la vena de la cola tal como se indica.

Para la obtencién de iméagenes por bioluminiscencia, los ratones recibieron inyecciones intraperitoneales (i.p.) de
sustrato de luciferina recién preparado (Caliper Life Sciences, MA) resuspendido en PBS (15 ug/g de peso corporal) y
después se anestesiaron con isoflurano en una cdmara de induccién. Después de la induccidn de anestesia profunda,
se obtuvieron imagenes de los ratones usando un sistema de obtencién de imagenes in vivo Xenogen VIS (Caliper
Life Sciences, MA) a los 10, 12 y 14 minutos tras la inyeccién i.p. de luciferina a un tiempo de adquisicién de 1 segundo
a 1 minuto en modo de agrupaciones pequefias para obtener imagenes no saturadas. Se analizé la actividad luciferasa
usando el software Living Image (Caliper Life Sciences, MA) y se analizé el flujo de fotones dentro de regiones de
interés que abarcaban todo el cuerpo de cada ratén individual.

Analisis estadisticos

Se realizaron analisis estadisticos usando el software Prism (GraphPad, CA). Se realizd la prueba de la t de Student
como prueba bilateral con un intervalo de confianza del 95 % y los resultados se consideraron significativos con un
valor de p de p<0,05. Se realizaron anélisis estadisticos de supervivencia mediante pruebas de los rangos logaritmicos
y los resultados se consideraron significativos con un valor de p de p<0,05.

Resultados

Preparacion de lineas celulares derivadas de Tcu CD8* policlonales que expresan receptores quimeéricos de
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CD19 con espaciadores extracelulares largos y cortos

Se construyeron vectores lentivirales individuales que codificaban para un panel de genes de receptor quimérico de
CD19 con codones optimizados para examinar la influencia de la longitud de espaciador extracelular sobre la funcién
in vitro y la actividad antitumoral in vivo de células T modificadas con receptor quimérico de CD19. Cada receptor
quimérico estaba compuesto por un fragmento variable de cadena sencilla correspondiente a la secuencia del AcM
especifico de CD19 FMC83 (scFv: VL-VH), un espaciador derivado a partir de Fc de IgG4 incluyendo o bien el dominio
de “bisagra-CH2-CH3” (229 AA, espaciador largo) o bien el sélo el dominio de “bisagra” (12 Aa, espaciador corto), y
un moédulo de sefializacion de CD3C con dominios coestimuladores de CD28 o 4-1BB proximales a la membrana, o
bien solos o bien en tdndem (figura 13A). El casete de transgén incluia un EGFR truncado (tEGFR) en el sentido de
3’ desde el gen de receptor quimérico y separado por un elemento de T2A escindible, para servir como marcador de
transduccion, seleccidn y seguimiento in vivo para células T modificadas con receptor quimérico.

Se aislé una poblacién celular de células T de memoria central (Tcm) CD8* CD45RO* CD62L* mediante clasificacion
celular a partir de la sangre de donantes normales para su transduccidn y expansidn, debido a la capacidad superior
de Tcwm para persistir in vivo después de la transferencia adoptiva. Se estimularon células T CD8* con perlas anti-
CD3/28, se transdujeron con cada uno de los vectores lentivirales y se expandieron en cultivo durante 18 dias antes
de usarse para experimentos in vitro e in vivo (figura 13B). Se lograron eficiencias de transduccidén similares con cada
uno de los vectores lentivirales (media del 25 %) y se enriquecieron células T positivas para transgén hasta una pureza
uniforme mediante seleccién inmunomagnética usando un AcM anti-EGFR biotinilado y perlas de estreptavidina. Tras
el enriquecimiento de tEGFR, se expandieron cada una de las lineas de células T de receptor quimérico de CD19
mediante una Unica estimulacién con BLCL CD19", sin diferencias aparentes en la cinética de crecimiento in vitro entre
lineas de células T que expresaban los diversos constructos de receptor quimérico de CD19. Después de la expansion,
el marcador de tEGFR se expresaba a niveles equivalentes en >90 % de las células T transducidas con cada uno de
los vectores (figura 13C).

Los receptores quiméricos de CD19 con dominio espaciador extracelular largo y corto confieren reactividad
antitumoral in vitro especifica

Se comparé la funcion efectora de lineas de células T derivadas de Tcm modificadas para expresar receptores
quiméricos de CD19 con restos de sefalizacién coestimuladores de CD28 y 4-1BB, y un dominio espaciador
extracelular o bien corto (“corto/CD28”; “corto/4-1BB”) o bien largo (“largo/CD28”; “largo/4-1BB”) respectivamente. Las
células T que expresaban cada uno de los 4 constructos de receptor quimérico de CD19 confirieron actividad citolitica
especifica contra células de linfoma Raji y JeKo-1 CD19*, y contra células K562 que se habian transfectado de manera
estable con CD19, pero no células K562 CD19- virgenes (figura 14A). Los analisis cuantitativos de la produccién de
citocinas en respuesta a la estimulacién con células tumorales K562/CD19 o Raji mediante ensayo de citocinas
multiplexado (Luminex) mostraron la produccién de IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 por células T que expresaban
cada uno de los receptores quiméricos de CD19 (figura 14B). Las células T que expresaban receptores quiméricos de
CD19 con un dominio coestimulador de CD28 produjeron niveles significativamente superiores de IFN-y, TNF-a, IL-2
e IL-10 en comparacién con los constructos correspondientes con un dominio coestimulador de 4-1BB (figura 14B, C).

Hubo una producciéon de IFN-y significativamente superior y significativamente menos produccion de IL-4 por células
T que expresaban el receptor quimérico “largo/CD28” de CD19 en comparacidén con aquellas que expresaban el
receptor quimérico “corto/CD28”. Entre los receptores quiméricos de CD19 con médulo de sefializacién coestimulador
de 4-1BB, se detectaron niveles significativamente superiores de secrecion de IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4 e IL-10 en
células T que expresaban el constructo con el dominio espaciador corto (figura 14B, C).

Se usé dilucién de colorante de CFSE para analizar la proliferacion de células T modificadas con cada uno de los
receptores quiméricos de CD19 después del acoplamiento de células tumorales CD19*. Se observé proliferacion
especifica y vigorosa de cada una de las lineas de células T de receptor quimérico de CD19 72 horas después de la
estimulacién o bien con K562/CD19 o bien con Raji. EI nimero promedio de divisiones celulares fue superior para las
células T de receptor quimérico de CD19 con un dominio coestimulador de CD28 en comparacién con aquellas con 4-
1BB, de manera compatible con una mayor produccidén de IL-2 por células T que expresan un receptor quimérico que
contiene CD28 (figura 14B-D). También se analizé la proporcién de células T de receptor quimérico que
experimentaron muerte celular inducida por activacién después de la estimulacién con células tumorales K562/CD19
y Raji al final de las 72 horas mediante tincién conjunta del cultivo con CD3" y Pl. Se detect6 una frecuencia superior
de células T CD3* CD8" PI* en la linea celular de receptor quimérico de CD19 “largo/4-1BB”, pero se observaron pocas
células PI+ con los otros receptores quiméricos de CD19 (figura 14E).

Este anélisis de las funciones efectoras in vitro fue compatible con estudios anteriores que han comparado dominios
coestimuladores de CD28 y 4-1BB y no revelé diferencias en la funcién de células T que sugirieran que un constructo
de receptor quimérico de CD19 particular de este panel careceria de eficacia antitumoral in vivo.

Las células T que expresan receptores quimeéricos de CD19 con dominios espaciadores extracelulares cortos

pero no dominios espaciadores extracelulares largos erradican tumores de Raji en modelos de raton
inmunodeficiente
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A continuacién se evalué la eficacia antitumoral in vivo de células T modificadas con cada uno de los receptores
quiméricos de CD19 en ratones inmunodeficientes (NOD/SCID) con injerto de células Raji transfectadas con luciferasa
de luciérnaga (Raji-ffluc), lo cual permite analisis cuantitativos secuenciales de carga y distribucién tumoral usando
obtencién de imagenes por bioluminiscencia. Los ratones NOD/SCID en los que se inocularon 0,5x10°8 células Raji-
ffluc mediante inyeccién en la vena de la cola desarrollaron linfoma diseminado, que, si no se trata, conduce a paralisis
de las patas traseras después de aproximadamente 3,5 semanas, necesitando eutanasia. Se trataron ratones que
portaban tumor con 2 dosis de células T derivadas de Tem CD8* modificadas con cada uno de los receptores
quiméricos de CD19 o con un vector de control de tEGFR administrado en el dia 2 y dia 9 después de la inoculacién
de tumor (figura 15A).

Sorprendentemente, sélo las células T modificadas para expresar receptores quiméricos de CD19 con dominio
espaciador extracelular corto (“corto/CD28” y “corto/4-1BB”) erradicaron tumores de Raji en este modelo, mientras que
ratones tratados con células T que expresaban receptores quiméricos de CD19 con espaciador largo (“largo/CD28” y
“largo/4-1BB”) desarrollaron linfoma sistémico y paralisis de las patas traseras con cinética casi idéntica a ratones no
tratados o ratones tratados con células T tEGFR™* de control (figura 15B, C). La diferencia sorprendente en la actividad
antitumoral entre receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciadores corto y largo fue altamente significativa
y reproducible en multiples experimentos con lineas de células T de receptor quimérico generadas a partir de 3
donantes normales diferentes.

El modelo de linfoma de NOD/SCID puede ser inferior al éptimo para predecir la actividad antitumoral en un entorno
clinico debido al corto intervalo entre inoculacién de tumor y administracion de células T y la mayor resistencia frente
al injerto de células humanas en comparacion con razas de ratén mas inmunodeficientes tales como NOD/SCID/yc”
(NSG). Por tanto, se evalué la actividad antitumoral de terapia adoptiva en un modelo clinicamente mas relevante en
el que se estableci6 linfoma de Raji-ffluc en ratones NSG, y se administraron las células T de receptor quimérico de
CD19 después de 7 dias cuando el tumor era facilmente detectable en la médula 6sea mediante obtencién de
imagenes por bioluminiscencia (figura 16A). Se realizaron experimentos de ajuste de las dosis iniciales para determinar
la dosis minima de células T transducidas con el receptor quimérico “corto/4-1BB” de CD19 que se requeria para la
erradicacién de tumores de Raiji establecidos. Una Unica dosis de 2,5x108 células T que expresaban receptor quimérico
de CD19 “corto/4-1BB” fomentd una regresién completa de tumores de Raji establecidos y dio como resultado
supervivencia libre de tumor a largo plazo en el 100 % de los ratones (figura 16B,C). Al nivel de dosis de 2,5x108, las
células T se detectaron facilmente en la sangre periférica de ratones NSG durante al menos 3 semanas tras la
transferencia adoptiva y la erradicacién del tumor. Por tanto, este modelo permitié estudios comparativos tanto de
actividad antitumoral como de persistencia de células T modificadas con cada uno de los receptores quiméricos de
CD19 en el presente panel (figura 16D).

Después, se trataron cohortes de ratones NSG en los que se injertd linfoma de Raji con PBS solo, con una Unica dosis
de 2,5x10° células T que expresaban cada de los receptores quiméricos de CD19 o con células T modificadas con un
vector de control que codificaba para tEGFR (figura 17A). En este modelo de linfoma establecido, células T que
expresaban receptores quiméricos de CD19 con un dominio espaciador extracelular corto y dominios coestimuladores
o bien de 4-BB o bien de CD28 (“corto/CD28” y “corto/4-1BB”) mediaron en la regresién tumoral completa a lo largo
de 7-10 dias y todos los ratones sobrevivieron libres de tumor durante >56 dias. En cambio, los ratones tratados con
células T modificadas para expresar receptores quiméricos de CD19 con un dominio espaciador largo (“largo/CD28” y
“largo/4-1BB”) mostraron progresién tumoral y tuvieron que sacrificarse en un tiempo similar a los ratones que habian
recibido células T de tEGFR de control (figura 17B, C). La falta de actividad antitumoral in vivo de los constructos de
receptor quimérico con espaciadores largos no se esperaba dada la capacidad de células T que expresaban estos
constructos para someter a lisis células tumorales in vitro, y la produccion de IL-2 y proliferacion potenciadas tras el
acoplamiento de células T que expresaban el receptor quimérico de CD19 “largo/CD28” en comparacién con los
constructos de 4-1BB.

Para proporcionar conocimiento sobre la base para la falta de eficacia, se realizé citometria de flujo secuencial en
muestras de sangre periférica de ratones a intervalos después de la infusién de células T. Todos los ratones tratados
con células T que expresaban los receptores quiméricos de CD19 “corto/CD28” y “corto/4-1BB” tenian niveles
significativamente superiores de células T transferidas en la sangre en todos los puntos de tiempo después de la
transferencia adoptiva, en comparacion con ratones tratados con células T que expresaban receptores quiméricos de
CD19 correspondientes con espaciador extracelular largo (p<0,01) (figura 17D). No se observaron diferencias
significativas en la persistencia de células T en la sangre periférica de ratones que habian recibido células T que
expresaban receptores quiméricos de CD19 con dominios coestimuladores de CD28 o 4-1BB y dominios espaciadores
corto (figura 17D).

La eficacia antitumoral in vivo de receptores quiméricos de CD19 con espaciadores largos no se mejora
aumentando la dosis de células T o proporcionando un dominio coestimulador adicional

La falta de eficacia antitumoral in vivo y el nivel inferior de células T de receptor quimérico persistentes en ratones

tratados con células T modificadas con receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciadores largo sugirieron
que la eficacia podia mejorarse aumentando la dosis de células T de receptor quimérico o incluyendo dominios tanto
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de CD28 como de 4-1BB en el receptor quimérico para aumentar la sefializacién coestimuladora. Para evaluar esta
posibilidad se modificaron Tcm CD8* con vectores de receptor quimérico de CD19 “largo/CD28”, “corto CD28” y
“largo/CD28_4-1 BB’ y se confirmé que el receptor quimérico de CD19 “largo/CD28_4-1 BB’ conferia lisis especifica
y produccién de citocinas in vitro después del reconocimiento de células diana CD19* (figura 18A-C). De manera
compatible con estudios anteriores de receptores quiméricos de CD19, el nivel de produccién de citocinas y
proliferacion in vitro en células T que expresaban el receptor quimérico de CD19 de “CD28_4-1BB” fue inferior en
comparacién con el constructo idéntico con CD28 solo, y superior a células T que expresaban el receptor quimérico
de CD19 “largo 4-1BB” (figura 18B, C).

Después se trataron grupos de ratones NSG con tumores de Raji establecidos con una alta dosis de células T
(10x1086), células T que expresaban el receptor quimérico de CD19 “largo/CD28”, el receptor quimérico de CD19
“‘largo/CD28_4-1BB”, el receptor quimérico de CD19 “corto/CD28” y tEGFR solo. Se midié la carga tumoral mediante
obtencién de imagenes por bioluminiscencia y analisis por citometria de flujo en serie de muestras de sangre periférica
realizados para determinar la frecuencia de células T transferidas. De manera compatible con los resultados de los
presentes experimentos anteriores usando dosis muy inferiores de células T, los tumores de Raji se erradicaron
completamente en ratones tratados con células T que expresaban el receptor quimérico de CD19 “corto/CD28”. Sin
embargo, incluso con una dosis de células T 4 veces superior, el tratamiento con células T que expresaban el receptor
quimérico de CD19 “largo/CD28” o el receptor quimérico de CD19 “largo/CD28_4-1BB” no proporcion6 un efecto
antitumoral distinguible (figura 18D,E).

Por tanto, aumentar la dosis de células T de receptor quimérico y afiadir un dominio coestimulador de 4-1BB a
receptores quiméricos de CD19 no logré superar el impacto negativo del dominio espaciador mas largo sobre la
actividad antitumoral in vivo. Por tanto, en este modelo, la reactividad antitumoral de receptores quiméricos de CD19
esta dictada en gran medida por la longitud del dominio espaciador extracelular, y no por los médulos de sefializacién
coestimuladores intracelulares.

Las células T modificadas con receptores quiméricos de CD19 que presentan espaciadores extracelulares
largos experimentan muerte celular inducida por activacion in vivo

Se buscé determinar posibles mecanismos subyacentes a la actividad antitumoral in vivo inferior de células T que
expresaban receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciadores largos. Dado que estaban presentes en la
sangre numeros inferiores de células T transferidas modificadas para expresar receptores quiméricos de CD19 con
dominios espaciadores largos, se consideré la posibilidad de que las células T no se activaran de manera eficiente por
células tumorales in vivo o, a la inversa, de que experimentaran muerte de células T inducida por activacion in vivo.
Por tanto, se marcaron células T modificadas con receptor quimérico de CD19 y de control correspondientes con CFSE
y se administraron estas células T a ratones NSG/Raji que portaban tumores para examinar la activacion, proliferacién
y supervivencia de células T modificadas con cada uno de los constructos de receptor quimérico de CD19 en sitios
tumorales in vivo (figura 19A). Al final de su expansion in vitro e inmediatamente antes del marcaje con CFSE y la
infusion en ratones NSG que portaban tumores de Raji establecidos, las células T transducidas con cada uno de los
receptores quiméricos de CD19 expresaron niveles bajos de los marcadores de activacién CD69 y CD25 (figura 19B).

Se obtuvo médula ésea a partir de subgrupos de ratones 24 y 72 horas después de la infusién de células T para
examinar la frecuencia, activacidn y proliferaciéon de células T transferidas. A las 24 horas, las células tumorales (CD45*
CD3-) estaban presentes en la médula 6sea en todos los grupos de tratamiento y una gran fraccién de células T de
receptor quimérico, pero no células T de control, habian regulado por incremento CD89 y CD25. No hubo ninguna
dilucién medible de CFSE en las células T de receptor quimérico transferidas (figura 19C). Tanto CD69 como CD25
se expresaron en una proporcién superior de células T modificadas con receptores quiméricos de CD19 de “espaciador
largo”, lo que sugiere que estas células pueden haber recibido un estimulo mas fuerte en comparacién con células T
con receptores quiméricos de CD19 de “espaciador corto” (figura_C). A pesar de la evidencia de activacién de células
T a las 24 horas, habia nimeros significativamente inferiores de células T de receptor quimérico en la médula 6sea
de ratones tratados con células T modificadas con los constructos de “espaciador largo” de CD28 y 4-1BB en
comparacién con aquellas modificadas con los constructos de “espaciador corto” de CD28 y 4-1BB, o con el vector de
tEGFR de control (figura 19C, E).

A las 72 horas después de la transferencia de células T, las células T que expresaban los receptores quiméricos de
CD19 “corto/CD28” y “corto/4-1BB” habian aumentado de 3 a > 10 veces la frecuencia en la médula 6sea y el bazo, y
habian experimentado varias divisiones celulares (figura 19D,E). Las células T tEGFR* de control siguieron estando
presentes en la médula dsea y el bazo a las 72 horas a un nivel similar al observado a las 24 horas, y no se habian
dividido tal como se mide mediante dilucién de CFSE. En cambio, los nimeros de células T que expresaban los
receptores quiméricos de CD19 “largo/CD28” y “largo/4-1BB” no habian aumentado en la médula éseay el bazo (figura
19D, E). De manera compatible con nimeros de células inferiores, el analisis de tincién de CFSE en células T de
receptor quimérico de CD19 “largo/CD28” y “largo/4-1BB” PI- viables demostré que estas células habian
experimentado un niumero muy inferior de divisiones celulares en comparacién con células T de receptor quimérico de
cDi9 “corto/CD28” y “corto/4-1BB” (figura 19D). Cuando se analizaron los datos de flujo para incluir células T PI*, se
detectd una frecuencia muy superior de células T CD3* PI* en médula 6sea y bazo de ratones que recibieron células
T de receptor quimérico de CD19 con dominios de “espaciador largo”, demostrando que una proporcién significativa
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de células T, a pesar de activarse mediante tumor in vivo, habian experimentado muerte celular (figura 19F). De
manera compatible con la obtencién de imégenes por bioluminiscencia, las células tumorales Raji CD45* CD3- estaban
presentes en nuimeros mayores en la médula ésea de ratones tratados con células T que expresaban receptores
quiméricos de CD19 con dominios espaciadores largos o que expresaban sé6lo tEGFR en comparacién con ratones
tratados con receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciadores cortos (figura 19D, E, G).

De manera colectiva, los datos proporcionan evidencias de que los receptores quiméricos de CD19 con dominio
espaciador extracelular largo, a pesar de mediar en una funcién efectora equivalente o superior in vitro y reconocer
tumor in vivo, inducen un alto nivel de muerte celular inducida por activacién in vivo y no logran erradicar el linfoma
establecido.

Discusion

Los receptores quiméricos son receptores artificiales que incluyen un scFv de unién a antigeno extracelular, un dominio
espaciador que proporciona separacién del scFv a partir de la membrana celular y un médulo de sefializacién
intracelular que media en la activacién de células T. Los receptores quiméricos que contienen un scFv derivado a partir
del AcM FMC63 especifico de CD19 estudiados en este caso han avanzado a pruebas en ensayos clinicos en
pacientes con neoplasias malignas de células B. La actividad antitumoral y la persistencia de células T han variado
sustancialmente en diferentes ensayos. Cada uno de estos ensayos clinicos difirié en variables posiblemente criticas,
incluyendo diferentes vectores de ftransferencia génica, metodologias de cultivo celular y regimenes de
acondicionamiento antes de la transferencia de células T de receptor quimérico de CD19.

Se examind la posibilidad de que el dominio espaciador extracelular de receptores quiméricos de CD19 pueda ser un
determinante importante de actividad antitumoral in vivo, independientemente de la sefializacién coestimuladora
proporcionada por el receptor quimérico. Se derivaron dominios espaciadores a partir de Fc de 1gG4, lo cual permite
altos niveles de expresidn en superficie celular de receptor quimérico y es menos probable que provoque
reconocimiento por células inmunitarias innatas en comparacién con otros isotipos de 1gG. Se usé la “bisagra-CH2-
CH3” de IgG4 en el disefio de los constructos de espaciador largo (229 AA) y el dominio de “bisagra” de 1gG4 en los
presentes receptores quiméricos de espaciador corto (12 AA). Para comparar los constructos de receptor quimérico
individuales, se usaron células T derivadas de Tcw cD8" positivas para receptor quimérico purificadas (>90 %) para
eliminar diferencias en la composicién celular y la frecuencia de transduccién como posible fuente de sesgo en el
analisis de la funcién in vitro e in vivo. Se ha mostrado que Tcm CD8" tiene rasgos superiores para inmunoterapia
adoptiva, en comparacién con otros subconjuntos de células T mas prevalentes en sangre que persisten de manera
escasa y son ineficaces en terapia tumoral. Las células T de receptor quimérico de CD19 se generaron usando un
protocolo de cultivo normalizado que es similar al usado para derivar células T de receptor quimérico para ensayos
clinicos. Los presentes datos muestran que los receptores quiméricos de CD19 con un espaciador de “bisagra” de
IgG4 corto confirieron una potente reactividad antitumoral in vitro e in vivo, mientras que los receptores quiméricos de
CD19 correspondientes con un espaciador largo de “bisagra-CH2-CH3” de IgG4, a pesar de una reactividad in vitro
equivalente o superior, no lograron conferir efectos antitumorales significativos en modelos de linfoma murino.
Sorprendentemente, la longitud del dominio espaciador demostré6 ser un elemento decisivo para la actividad
antitumoral in vivo, y la falta de eficacia del receptor quimérico de “espaciador largo” no pudo superarse aumentando
la dosis de células T.

También se observaron diferencias principales en la secrecidn de citocinas y proliferacién in vitro entre células T que
expresaban receptores quiméricos de CD19 que contenian dominios coestimuladores de CD28 y 4-1BB, aumentando
CD28 la secrecion de IFN-y, IL-2 y TNF-a en comparacién con 4-1BB. Los receptores quiméricos de CD19 que
presentaban un tandem CD28_4-1BB también produjeron niveles superiores de estas citocinas en comparacién con
receptores quiméricos que codificaban sélo para 4-1BB. Sin embargo, los presentes datos muestran que estas
diferencias en la funcidn in vitro no eran predictivas de la eficacia antitumoral in vivo, dado que receptores quiméricos
de CD19 con dominio coestimulador o bien de CD28 o bien de 4-1BB y un espaciador corto fueron eficaces de manera
similar en la erradicacién de tumores de Raji establecidos avanzados en ratones NSG. En cambio, los receptores
quiméricos de CD19 con longitud de espaciador inferior a la éptima y dominios coestimuladores de CD28, 4-1BB o
ambos, a pesar de conferir una funcién in vitro similar al constructo de receptor quimérico idéntico con un dominio
espaciador corto, carecian de actividad antitumoral significativa in vivo, demostrando la contribucién de la longitud de
espaciador a la funcién in vivo de células T de receptor quimérico.

Los presentes estudios proporcionan conocimiento sobre el mecanismo responsable de la falta de eficacia in vivo de
receptores quiméricos de CD19 con dominios espaciadores largo. Las células T que expresan receptores quiméricos
de CD19 con dominios espaciadores tanto largo como corto pueden detectarse en la médula 6sea y el bazo después
de la transferencia adoptiva en ratones NSG que portan linfoma de Raji establecido, y la mayor parte se activaron tal
como se demuestra mediante regulacién por incremento de CD25 y CD69. Sin embargo, las células T modificadas
para expresar un receptor quimérico de CD19 con un dominio espaciador largo mostraron una disminucién
pronunciada del nimero de células, en contraposiciéon a la marcada expansién in vivo de células T que expresan
receptores quiméricos de CD19 con un dominio espaciador corto. La disminucién del nimero de células T fue
consecuencia de niveles muy superiores de muerte celular en las primeras 72 horas después de la transferencia
adoptiva en comparacién con células T con dominios espaciadores corto, y células T de control que no expresaban
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un receptor quimérico de CD19. De manera colectiva, estos datos indican que el reconocimiento de células tumorales
in vivo dio como resultado la muerte de células T que expresan receptores quiméricos de CD19 con dominios
espaciadores largo. Un mecanismo similar puede explicar la duracidén corta y los bajos niveles de persistencia de
células T en los ensayos clinicos que emplearon receptores quiméricos de CD19 de espaciador largo (14).

Los estudios notificados en este caso son los primeros en mostrar que los dominios espaciadores de receptores
quiméricos de CD19 que carecen de propiedades de sefializacién intrinsecas tienen efectos drasticos sobre la
actividad antitumoral in vivo independientemente de la sefalizacién coestimulador, e identificar la importancia de
analizar la composicién 6ptima de esta regidn en el disefio de receptores quiméricos para aplicaciones clinicas.

Tabla 1

Secuencia de receptor quimérico de espaciador corto anti-CD19

GMUSFRes-CHI9se Fv-1pGahinge-CDIStm-4 1 BR-Zeta-TIA-EGFRY

Afgetgeigoiggigaosageetgotgeigigegageigueoeasecgostitet getgatecee

(GMOSFRss) (SEQ IDNOT

N

(Gacaloeagalgacecagaocarciecagieiagueeoagectgeaceacegaigaseaicagotgecgey
eosgeeaggacateageaaglaceigaaciggtatoageagaagoegaeggeascegicasgeigeigatctae
cacaccagregpeigeanageguegtgreeageeggtitagoggeagegrolroggeaccgactacageatgac
catetcemacctggascaggragatatvgecaectactitigecageagggrascacactgecctacaecitgge
RUCODRICARRTCLE AN CALCLLCAZLACCICURTORLORTCARCOCIZRCRZUBECTARTOURIUNLT
asggoegagpigaagnigoagragageggrectguoctgalgrocrreagecagagontgagegtgacetygea
cogigagegaegtgagectgoregactacggegtgageiggatecggeagoorecoaggragggeciggaaty
setgpocptzateiggeocagogagaccacciaciacancagegocctgaagageeggolgaccateateaag
gacascagoaagagocageigticeigaagaigageagesigagacegacgacacegecateizetactgege
crageactactactacggegucagatacgoeatggactactggggoagggeaceagegtgacegtoageage
{CDseFy) (SEQ 1D N3
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(continuacion)

ot {bisagra de IgGd)i

Suvpipigpoigoisosgeeigeigpioseogiggootionioniont

W

R 2

fointiafionasr st
eSS e

Cgogigaagiteagesgaagogogacgoncigoctaceagoagggoesgaatongetgiacaacgagetgs
acciggueagangepasgaglacgacgioctggatuageggagaggecgggaceetgagalggaoeggeage
clepgepunagaacccecaggaaguectatatnacgagcigesganagacaagatgeccgrgrectaeagen
agateggealgaaggpegageggaggrggegeangpgeeacgacggonigialeagguecigioeasogeea

ceanggatacetacgacgeectgeacatgoaggeccigeeceeaagg  (CN3Zetay- (SEQ IO NG

Clegaggregeeggagagegeagagenagtetictagcatgeggigacgiguaggagaateceggoectagg
(F2AY {SECID MR

Atgrtictectpgigacangectictgoteipigagtiaceacacecageaticviceigatecsacgeanagipiy
taacggaataggtatiggigaatitnaagacicacictocataantgotacgaatatisascacticaaaaagtyl
acctecateagiggegatetccavnicetgeeggiggontttaggagtgactociicaicatactectcetntggat

coacaggaaciggatativtiganaacegiaaaggaaatoacaggeiititgetgaticaggotiggeeigasaad

agracggacciccatgectitgagaacciagasateatacgeggraggaccangoaacatggieagitteiett
geagiegicagecigaavataacatectiggeatiacgeticectcnaggagataagigatgeagatgtgataati
caggaancasanatiigtgetatgeanatacaatanaciggamancigiigegacciocggleagananeg
aasafiataageaacagagetegaagacageigeasggonacaggecaggicteecatgoctigtgetoeccegs
gpoetgeiggepeccgrageccagegactgegteictigecggaatgloageegaggeagegaatgegtggae

sagiscaacctictgzagesiragccangegasttigtopapaactctgagtzcatacagigcoacecagapiy
COLEECTCAZLOCAIEANCAICACCLORCAGEACLLEACLIPACARIZIALCOAGLGIZOCCRCIACATIGY

egueceecactgrpivaagaccigoregeeagagteaiggaganancascaccctggivtggaagiacges
gasgeeggeeatgigigecacctgigooaiveaaactgeacctacggalgeadiggaeeaggiciigaaggetgt
eeaaegagtggortaagatecegiceategeoactiggratagtgpgesecciectetigoigetgpigetggece
teposategeectottontorge (EGFRY (REG 1D XN
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Tabla 2
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(continuacién)
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(continuacién)
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Tabla 3

Secuencias de nucleétidos y aminoacidos de ZXR-014 (mapa de secciones)
GMCSFRss: nt2084-2149

CD19scFv: nt2150-2884

Bisagra de 1gG4: nt2885-2920
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(continuacién)

CD28tm: nt2921-3004
41BB: nt3005-3130

Zeta:
T2A:

nt3131-3466
nt3467-3538

EGFRt: nt3539-4612

Cebadores para secuenciacién:

Nombre de oligbmero

Secuencia

Regién

0J02649
0J02648
0J02650
0J02651
0J02652
0J02653
0J02654
0J02655
0J02656
0J02657
0J02658
0J02601
0J02735
0J02715

1-98

99-110

111-220

221-327 CH3

ATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGT
CCGTACCTTTAAG,ACCAATGACTTAC

10
ASTKGPSVFEP

70
GLYSLSSVVT

130
FLEPPKPKDT

190
RVVSVLTVLH

250
NOVSLTCLVK

319

NVEFSCSVMHE

CHA1
Bisagra

CH2

Posicién 108 S—P

TTGAGAGTTTTCGCCCCG
AATAGACAGATCGCTGAGATAGGT
CAGGTATCCGGTAAGCGG
CGACCAGCAACCATAGTCC
TAGCGGTTTGACTCACGG
GCAGGGAGCTAGAACGATTC
ATTGTCTGGTATAGTGCAGCAG
TCGCAACGGGTTTGCC
AGGAAGATATCGCCACCTACT
CGGGTGAAGTTCAGCAGAAG
ACTGTGTTTGCTGACGCAAC
ATGCTTCTCCTGGTGACAAG

pre-U5 (SEQ ID NO: 22)
delU3 (SEQ ID NO: 23)
mid-Ampr (SEQ ID NO: 24)
post-Ampr (SEQ ID NO: 25)
CoE1 ori (SEQ ID NO: 26)
SV40 (SEQ ID NO: 27)
CMV (SEQ ID NO: 28)

psi (SEQ ID NO: 29)

RRE (SEQ ID NO: 30)
EF1p (SEQ ID NO: 31)
CD19Rop (SEQ ID NO: 32)
Zeta (SEQ ID NO: 33)
WPRE (SEQ ID NO: 34)
EGFRt (SEQ ID NO: 35)

Tabla 4: Uniprot P0861 IgG4-Fc (SEQ ID NO: 13)

20

LAPCSRSTSE:

80
VESSSLGTRT

140
LMISRTPEVT

200
QDWLNGKEYK

260
GFYPSDIAVE

320

ALHNHYTQKS

30 40
STAALGCLVK DYFPEPVTVS

90 100
YTCNVDHKPS NTKVDKRVES

150 160
CVVVDVSQED PEVOENWYVD

210 220
CKVSNKGLPS- SIEKTISKAK
270 280

WESNGOPENN - YKTTPPVLDS

LSLSLGK

46

50 60
WNSGAELTSGY ETFPAVIOSS
110 120
KYGPPCPSCP APEFLGGPSY
170 180
GVEVHNAKTEK: PREEQFNSTY

230
GQPRERPQVYT LPPSQEEMTK

240

290 300

DGSFELYSRLTVDKSRWOEG
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1-18

19-162

153-179

180-220

Posicién 186-187

1-23

24-186

187-213

Tabla 5:

10 20
MLRLLLALNL:  FPSTQVTGNK

70 80
SAVEVCVVYG NYSQQLOVYS

130
PYLDNEKSNG TITHVKGKHL

140

190 200

SKRSRLLHSD YMNMTPRRPG

péptido sefial

ES 3015267 T3

Uniprot P10747 CD28 (SEQ ID NO: 14)

30

ILVKQSPMLY

50
KTGENCDGKL

150
CPSPLEPGPS

210

PTRKHYQPYA

dominio extracelular

dominio transmembrana

dominio intracelular

LL-GG

40 50 60

AYDNAVNLSC KYSYNLFSRE “FRASLHKGLD

100
GNESVTEYLQ NLYVNQTDIY  FCKIEVMYPP

110 120

160
KPFWVLVVVG GVLACYSLLYV TVAFITFWVR

170 180

220

PPRDFAAYRS

Tabla 6: Uniprot Q07011 4-1BB (SEQ ID NO: 15)

10 20
MGNSCYNIVA

70 80
TCDICRQCKG

130 140

30

%

150

40 50 60

TLLLVLNFER TRSLODPCSN . CPAGTECDNN RNQICSPCPP NSFSSAGGQOR

100 110 120

VERTRKECSS ' TSNAECDCTP  GEHCLGAGCS "MCEQDCKQGO . ELTKKGCKDC

160 170 180

CEGTFNDQOKR' GICRPWTNCS 'LDGKSVLVNG : TKERDVVCGP SPADLSPGAS SVTPPAPARE

190 200

210

220 230 240

PGHSPQIISE FLALTSTALL  FLLFEFLTLRE SVVKRGRKKL LYIFKQPEMR PVQTTQEEDG

250

CSCRFPEEEE GGCEL

péptido sefial
dominio extracelular

dominio transmembrana

214-255 dominio intracelular
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22-30

31-51

52-164

61-89

100-128

131-159

ES 3015267 T3

Tabla 7: Uniprot P20963 isoforma 3 de CD3¢ humano (SEQ ID NO: 16)

10 20 30 50
MKWKALFTAA TLQAQLPITE ‘AQSFGLLDPK: LCYLLDGILE

70 80 90 100
APAYQOGONQ  LYNELNLGRR - EEYDVLDKRR ! GRDPEMGGKP

130 140 150 160

EAYSEIGMKG ERRRGKGHDG LYQGLSTATK DTYDALHMQA

50 60
IYGVILTALFE LRVKFSRSAD

110 120
QRRKNPOEGL ' YNELOKDKMA

LPPR

péptido sefial
extracelular
transmembrana
dominio intracelular
ITAM1
ITAM2
ITAM3
Tabla 8: secuencias de regién bisagra a modo de ejemplo

[gG1 humana EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 17)

[gG2 humana ERKCCVECPPCP (SEQ ID NO: 18)

[gG3 humana ELKTPLGDTHTCPRCP (EPKSCDTPPPCPRCP)3 (SEQ ID NO: 19)

[gG4 humana ESKYGPPCPSCP (SEQ ID NO: 20)

IgG4 humana modificada ESKYGPPCPPCP (SEQ ID NO: 21)
IgG4 humana modificada

YGPPCPPCP (SEQ ID NO: 51)

IgG4 humana modificada KYGPPCPPCP (SEQ ID NO: 52)

IgG4 humana modificada EVVKYGPPCPPCP (SEQ ID NO: 53)
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Tabla 9

CAR de espaciador largo de R12: PJ_R12-CH2-CH3-41BB-Z-T2A4EGFR (SEQ ID NO: 37)

GTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCT
TAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTG
TGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATC
TCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAG
CTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGG
GCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGA
GAGATGGGTGCCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGATGGGA
AAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAG
TATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAA
CATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACA
GGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTG
CATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGA
AGAGCAAAACAAAAGTAAGAAAAAAGCACAGCAAGCAGCAGCTGACACAGGA
CACAGCAATCAGGTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAACATCCAGGGGCA
AATGGTACATCAGGCCATATCACCTAGAACTTTAAATGCATGGGTAAAAGTAGT
AGAAGAGAAGGCTTTCAGCCCAGAAGTGATACCCATGTTTTCAGCATTATCAGA
AGCGAGCCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGTGGGGGGACATC
AAGCAGCCATGCAAATGTTAAAAGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGGCAAA
GAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCC
TTGGGTTCTTGGCGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTG
ACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTG
CTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATC
AAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACA
GCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCT
TGGATCTACAAATGGCAGTATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTG
GGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAA
ACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTAC
AGGGACAGCAGAGATCCAGTTTGGGGATCAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGG
GTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGAGGATCTGCGATCGCTCCGGTGCCCGTCA
GTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCG
GCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGAT
GTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGT

OALTALIT OO IT A AT TOT T T T A ALY OO T T AT A A AYA Y
ULAULIAUILULUUIUAALULIUL T TLHIUUOUAAVUUUL T LULLUULLULAUAAUALUAY

CTGAAGCTTCGAGGGGCTCGCATCTCTCCTTCACGCGCCCGCCGCCCTACCTGA
GGCCGCCATCCACGCCGGTTGAGTCGCGTTCTGCCGCCTCCCGCCTGTGGTGCC
TCCTGAACTGCGTCCGCCGTCTAGGTAAGTTTAAAGCTCAGGTCGAGACCGGGC
CTTTGTCCGGCGCTCCCTTGGAGCCTACCTAGACTCAGCCGGCTCTCCACGCTTT
GCCTGACCCTGCTTGCTCAACTCTACGTCTTTGTTTCGTTTTCTGTTCTGCGCCGT
TACAGATCCAAGCTGTGACCGGCGCCTACG

GCTAGUGAATTCCTCGAGGCC

AC CCT GCTGCTGGTGACAAGCCTGCTGCTGTGCGAGCTGCCCCACCCCGCC
TTTCTGCTGATCCCCCAGGAACAGCTCGTCGAAAGCGGCGGCAGACTGGTGACA
CCTGGCGGCAGCCTGACCCTGAGCTGCAAGGCCAGCGGCTTCGACTTCAGCGCC
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(continuacién)
TACTACATGAGCTGGGTCCGCCAGGCCCCTGGCAAGGGACTGGAATGGATCGCC
ACCATCTACCCCAGCAGCGGCAAGACCTACTACGCCACCTGGGTGAACGGACG
GTTCACCATCTCCAGCGACAACGCCCAGAACACCGTGGACCTGCAGATGAACA
GCCTGACAGCCGCCGACCGGGCCACCTACTTTTGCGCCAGAGACAGCTACGCCG
ACGACGGCGCCCTGTTCAACATCTGGGGCCCTGGCACCCTGGTGACAATCTCTA
GCGGCGGAGGCGGATCTGGTGGCGGAGGAAGTGGCGGCGGAGGATCTGAGCTG
GTGCTGACCCAGAGCCCCTCTGTGTCTGCTGCCCTGGGAAGCCCTGCCAAGATC
ACCTGTACCCTGAGCAGCGCCCACAAGACCCGACACCATCGACTGGTATCAGCA
GCTGCAGGGCGAGGCCCCCAGATACCTGATGCAGGTGCAGAGCGACGGCAGCT
ACACCAAGAGGCCAGGCGTGCCCGACCGGTTCAGCGGATCTAGCTCTGGCGCC
GACCGCTACCTGATCATCCCCAGCGTGCAGGCCGATGACGAGGCCGATTACTAC
TGTGGCOGCCGACTACATCGGCGGCTACGTGTTCGGCGGAGGCACCCAGCTGACC
GTGACCGGCGAGTCTAAG

Espaciador de 1gG4

B UL R R AEL 0 O SN W RO

k}%&

FCAGT Fi‘ ‘. >
k AACET § . 3
AUCOCTOCATAACTACTALCACCCAGAAGAGUUTGARCOTITOOUTGH {z{ A&G
4188

ATTTOOAG A, Xﬁ}\r’%n»\& 3&’\(?*1? \(n{s\}"‘\

'ais( m(a& R i(} \(}AG GGUAGAGCAAGTOTTOTAACATGOOETOACOTGOA

tEGERR
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(continuacic’)n)

ACCACACCTAGOATTCR
ATTTARAGACY
ACTGUATCTUCATUA
STGACTOCTTICACALATA
(sf 3 '%T Ds’{ ‘“( TOGAAAAUCGTAAAGGAAATCA
, A(’EG(’“W GOUUTOAAAAL *&&)&i*‘sf\ {su ACTTCCRTOCY
CATACGUGOCAG : CTAGTTITOTC
. AL *\} & %t é‘}x ) &x&{“s{i}ﬁs,{‘j A

{r 3‘ G {\.. 1 {\. u\.«(x.('(' ~'\u{3 {} {31 £ L} &.:’*,3' 8 if?:'{\.{ ;
FAGGUAGQUANRTG
Xf HOC v\{_r{_rt »\'L 3“'?"1{}*"{‘&5 ‘\U A \*’; i"L O3 XUTE M ’3.]" \t ‘&u TL&\_ ALCC ’\\3 \\”N

N - TVCGECC Lik %.AI”LL& uu%(i HL(
TCCOGUGGOCTGUTGCOCGOUTOTGUGGCCTCITCOGOGTUTTCOOCTIOOCCCTC
AGAL ‘i-sxili’fi‘(’“{”s‘{‘i-x[k £ ‘.f{ ﬁ 1('(:(:( {ﬁt"( ("C{‘(‘ﬁf ¥ "\TC(} '*\'f‘ ~'\sﬁ("t‘1"T(‘(’% '\(”” *\(‘?‘

TAGCL LA
CGA \i( ; SGUETTAARTTTYTVGTY
SRETTCAT VTAGGUCOAAATOUGUUAAAATOCUTTATAAAY
CAAAAUGAATAG \‘u T X(; \1 GOGUTTGAGTOTTGTTCCAGTTTOGAATAAGAGT
CCACTATTAAAGAACGTOOACTUCAACGTCAAAGGGUOGAAAAALCUTETATOA

TAAY *’k"i"'i"?\?"i‘(‘.i"?"?ﬁs‘«‘s.é\.
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(continuacién)

AT \\“.(‘\I"\Iiii \i

SAXTAL

I XU.J{ ’l‘x{.&f.siﬁ(: TUAATI \\mi(ﬁ
TOOCTOTAGCAATOGUAACAALC UTT{}(
CTCTAGUTTOCOGOUAATAATTAAL

(i s(t AL i T( Ut‘(r( iC(:(.fU' & EUT‘U\J‘ Tbutwmfr'f i‘”i \i T{s{.""i ;

3 FTATCATTGCAGCACTGOUGOCTAGA X

FTATOTACACGAL C{'\f}{\ \G CAGGU A \C§ ’Uh{s ATGA

i 5»’\Ls)u AGGTGOOTCA .

”\T aTalr “Y’? »m,\i'z‘smﬁ

A’“\ ’5\ '

"M x V\i is\.-wj“'
(’f‘simfﬂ &L u;

';--aifr( m\‘ <xs U i ¥

TAL *&{ E 3 ATG ( (‘;‘“(}( S TOOTATGY
AT AT A & A "

(Lﬁmx‘m ’\ﬁ?i‘ VGUAADCATAGTOCTGC L(t TAACTOCGUCTATCOICSTC]C i &
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(continuacién)
ACTCUGCCUAGTRCGUCCATTUTCCGUCCCATGOCTOGACTAATTITTTTTATITA
TGUAGAGGUOGAGHOC TOGHGUCTOTGAGUTATTCCAGAAGTAGTGAGOGAG
GETTTITTOGAGOOCTAGGUTTTTGCCAAAAAGCTTCGACGOTATUGATTGGUTCA
TOTCCAACATTACUGUCATOTTOACATTCGATTATTOACTAGTTATTAATAGTAATY
CAATTACGOOGOTCATTAGTIUCATAGUCCATATATOGAGTICUGUGTTACATAAL
TTACGOGTAAATEGK CTGOUTGACCGOCTAAUGACCOOCGUCCATTOGALGT
CAATAATGACGTATGTICOCATAGTAACQUUAATAGOGGACTTICCATTGALO T
AATGOOGTOGAGTATTTACGGTAAACTGUCCACTTOUCAUGTACATCAAGTGTATC
ATATGOCAAGTACCCCCUOTATTGACOTCAATGACGUTAAATOGCCCGOOTGGED
ATTATGCCCAGTACATGACOTTATGOGACTTTOCTACTTGOUACTACATOTACGTY
ATTAGTCATCGUTATTACC 3:?{ { Nf\ue’ffﬁ( GUTTTTOGUAGTACATCAATGOGOG
TGUATAGUGGTTTGS ¥ ATTTCCAAGTCTCUACCUCATTGACTOTCAA
TOGOGUAGTTTOTTTTGUC AATCAALL AAAATGTUGOTAALAA
CTCCGOOCCATTGACGE *-\i%f\w(i{s{ FCOGTAGGOOTOGTACGGAATTOGGAGTGGCG
AUCCCTOAGATUUTOCATATAAGCAQCOTOCTTTTTOUCTOTACTOGOTCTCTCTG

Tabla 10
Lider_R12 - Bisagra-CH2-CH3-CD28tm/41BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 38)

Lider

MELLLVTSLLLCELPHPAFLLIP

R12 selbv

QEQLVESGGRLVTPGGSLTLSCK ARGRDFRAYYMSWVR QAPGKGLEWIATIVPRSG
KTYYATWYNGRFTISSONAQNTVDLOMNELTAADRATY U ARDSY ADDGALFN]
WEPGTLVTISSQOGGGSGGOGSGGRGHGIELVLTOSPSVRAALGSPAKITCTLSSAHKTD
TIDWYQQLOGEAPRYLMOVOS DGR Y TRRPGVPDRFSGSSSGADRYLIPSVOADRDE
ARYYOGADYIGHY VRGGHTQLTVEG

Hinge Spacer

ESKYGPPCPPCE

CHI

ARTKPREEQENSTYRVVSVL TVLHOODWLNGKE \i\g_}x VENKGLPSSIERTISKAK
CH3
GOPREPOVYTLPPSQEEMTRNGVSLT

CLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTEP

VEDSDGSFFLYSRUTVDRSRWOHGNVERUSVMHEALHNHY TORSLELSLGK
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(continuacién)

Ch2X

4-{BE

RROGRRKLLYIFRQPPMRPVOTTQEEDGCSCRIPEEEEGGCEL

CDR3 reln
RVKFSREADAPAYQOGONQLYNELNLGRREEYVDVLDKRRGRDPEMGGEPRRENF
QEGLYNELOKDRKMABAYSEIGMKGERRROGKGHDOLYQOLSTATROTYDALHMQ

LEGGOEGRGSLITOGDVEENPGRER

TEGER
MLLIVTSLLLCELPHPAFLUIPREVONGIGIGEFKDSLAINATNIRHFRNCTSISGRLEE
LPVAFRGDSFTHTPPLDPOQELDILKTVKEITGFLLUIQAWPENRTDLHAFENLEHNRGRY
KOHGOPSLAVVSINITSLGLRSERKESDGINVHEONEKNLOCYANTINWRKLFGTSGRK
TROSNRGENSMCRATOGQVOHALOSP EGUWGPEPRDUVSCRNVIRGRECVRKUNLLE
CEPREPVEMSECIRQUHPECLPOAMNITCTORGPONCIQUARYIDOGPROVETCOPAGVM
GENNTLVWEYADAGHVCHLOCHPNCTY GUTGPGLEGOPTNGPRIPSIATOMYGALL
LLIVVALGHGLEM
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Tabla 11

CAR de espamador |ntermed|o de R12 PJ_R12- CH3 41BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 39)

N*TU\J TU AL

1. i‘i {:si.af.;‘:%('s( : -'3‘('}

1 .f& ;’-’u\i 1§ '5;'} ¢

ST i? i GG fsb ATY i‘GGGw CI G I’L T (xw&\fx \ 1{.‘;*‘%;%3 TGCACT -“&C “i‘(‘&(‘“\‘ e

U \ AOGELTGTOAL ’ii\}{st_kx{ LT AL
IAATTCCTOGAGGOC

TGUTGUTOUTGACAAGCOTOOTGUTGTIGUGAGU TGO ACKTITNCO
CTGATOCCCUAGGAACAGOTOGTCOAAMMIGGOGIHAGAUTGITGAL \
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(contlnua0|on)

(r?n»"\ii\iiii* CGRALE §( Er‘w\(f

Espaciador de bisagra

CHEIRECR AGAGUCGETOOUAGGA AL -\\.-‘\i...i;i( 1 i“? ST '-\U(‘(Ef\x ATCHIALG
AGOUCCTOUACAACC AT ATACTCAGAAGAGUUTHAGUUTOTUOTGGGUAAG
4-IBR

ATETRCTGOOTEOY &}{xit;! TG Cr:'{s\}i){?ksi HATGC
(mi\z ACAQTIEHICTT, TEG
PRTATAYY &..\-9&\-\&{'jf§&.-‘\' A

Mmu TGCTACARCTGUTS
; AARL 11.\‘1%1

D ‘f.s}

CTOTATC w‘u{ HGOOITETYCD 3&{.{.\%\.\.3\\ CAAGOGATACCTACGACGUCOTGUAL 3\?{
CAGGUOCTOOUCCTAAG

CAGALGGAAGTOTTUTAACATOOGOUTL AL TOLA

tEGER
ATOCTICTCCTGOTOALAS

CTTCTGUTTITGTGAGTTALCACACCOAGUATICC
TC {"T"LF %’i’{f&(‘é\{f@{’ *\ m&{}l{s‘?‘(ﬂ X <\t GG »“\f\l .rﬁ.{j{.i‘igfﬂ TGGTGAATTTAAAGALY
TTCAAASACTHACCTCCATOA
(ﬁ Lwiii GA i\{” ‘“{ 4\{‘“\ i\f C"i (iﬁ’{“‘&t (;{a( \“ ‘“i\ '&i {x(;{;f ts,\{ ? 4 \i E{ f&i AUATA
CTCOTOOT VFCA
CAGGLTTTTTOUT 3 S
TTGAGAAULITAGAAN 1‘{ %i‘w‘u\ii GO{UAG {:»\f L4 ER;:L :‘-“sé&..f&i U{,JM\,.,"‘M‘L! 3‘ i. T §,

(‘4‘-
*:f
,..,
/‘"‘-
....4
("ﬂ.
/""
,,f
m»§
»v"
,y“'
,w
Fy

"‘1
i
(‘\
‘,«
r"
‘,,«
m-q
.#"
-
e
,‘)
,w
o
s
//"
v“.
,‘3
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(continuacién)
TTGECAGTOOTCAGCTUTGAAUAYS \K AY t(“i Usuh AT TACHTT
TAAGTOGATGUAGATOTS

(ti{ '5«1 m{
b“mf =

{3 '3(‘3{3 \"u T {’T u( a1
(A \( GUAAL { i i ALY

COLGGARATL \i( {3:
: ‘zGi} 5& E 3
FOOGCGT i T (.ffi ?{.hi,‘t {IT"

AAGUGTTAATATTTIGTT TTOGOGTT \I Y UT‘\
~\'\\§& AGCTOATTTTY { \*\{*t.,.c \‘{«sic\\‘“ GAAXNBCG .n\ "\}\ {\ t E ATARAT

GO “Qs{r{ HWOGCT A(r(& G T(s(r\,, 3

AGTATGAGTATIUAALAT '}‘.(:{\.f{jv? G {_Lt(_k_.{_-} TATTCOT
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(continuacién)

Tabla 12

Lider_R12 - Bisagra-CH3-CD28tm/41BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 40)

Lider

MULLVTRLLLCELRHPAFLLE

REZ seFY

GEQEVESGORUVTPGHELTLECE ASGIDFS AV Y MEWVROGAPGRGLEWIATIYPS NG

BTV Y ADWYNGRFTIBRDNAOKTYDLOMNBLTAADRDRATYFCARISY ARDGALRN
WORITLVTRENGOGGSGGUGAGGGUSELVLETOSPRVEAALOEPAKITOTLESAHKTR

THRVYQOLOQGEARRYLMOQVOQSTHGEY TR RPGVPDEFRGES S GADRYLIPEVOATDE
ARVYUGADYIGOY VRGGOTH TV TG

Espaciador de bisagra

ESEYGRPORPCY
THI
CLVRGEYPSDEAVEWESNGOPEMN YK TTRR

VELDSDGSFRLYSBUTVOR SR WEGNYY
CDBm
AFWVEVYVOOVILAUYSLLVEIVAF WY

4-¥BE
KEGERKRLLYIFKQPFMRPYQTTOEEDGUSCRIPEEEECHMUEL

P MBEALIFNEY TORSESLELGE

T8 wein

WNELNLGREREREYDVLDKRRGREPEMUGOGKPERKNY

MKGERRRGROHDOUYQGLITATHDTY DAL HMG

LEGGUEGRGSLLTCGDVEENDUTR

EGEFR
MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPERVUNGIGIGEFKDSUSINATHNIEHFRNUTSISG DR
LPVAFRGDRSFTHTPPLOPORLDMLKETVRKEITGPLLIGAWPENRTBLHAFENY

KOHGOFSLAVVSINITSLGLBSLERISDODVISONENLOY ANTINWEKR LFGTSGOK

TRAOSHRGENSUEATEIWCHALUCSPEGUWOPEPR BOVSURNVERGRECVDECRLL

GEPREFVENSECIQUHPECLPOAMRITCTGRGPINUT AR YIDGPHOVKTUPFAGYM
GENMTLVWEYARAGHVOHLOHPNOTYGOTGRGLEGUPTNGPUPSIATGMWGALL
LLLVVALGIGLEM
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Tabla 13

CAR de espaciador corto de R12: PJ_R12-bisagra-41BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 41)

Gvf"t( i *\ <§i
T"f (.- R s"f’f

3 T.’%\-{,i \ “.&:\) ~Y§§ X‘s{ \

TTEOTGUTOATUCUCTAGLG

CCTGLUGLHTADCUTOALCUTO
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(contlnua0|on)

SCCTGUOCLCOTTROCCY

GUTGEIGETC i‘(‘i"}'('}(‘w(z( SHBGETOT
AT i ""?‘ ‘ f’\f\{'

PN T TN A

AGCAGGOUCAGAA

CTTOTAAMCATOOGTOACGTGOA

AAACACUAGGEACTTUCATOOOT
AGUAALCATGUTCAG k

NE \L:\“ﬁ QAL \U L § TG
.ik 3
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(continuacién)
3 l\(‘“ﬁﬁ {Z‘ (“ ’{"(“f“ »\(‘”i‘(‘i{”{'i T*Z‘ ~‘\ =\C 2 ‘?S,!.‘“(' N i"

CAAITTANTCGUECY Ms!\. ,&U( ."-\.L-A § (\,L k\.(\L e i(\i"-t,-( 3 u{s& (9 i AR
ACCHATCGOOCTTY ‘Cf A& 'X("i"i‘"f('! GUUTOARTOG
' i AAATTTTITOTY
CCOTTATAAAT
Y »5\\ A 5\(; AGT

4 ?(w\*‘sf 5 \T f\ \ ﬁ(s{su ’S{ s{A&)‘

ST C AACATT i.((.li(_ i{.ui CUTTAN i |
L L I i{ C‘ (.w i‘ { 3&& “.:.&(7{,(4\#\{‘3\-‘-\ AACGCTGUTEAN \Ls E Ad \kk“.\f"’ ATHUTGAAGA
o T CCGAACTGGATCRCAATABOGOTAAGAT
A CEAATGATCAGCAUTTTTAAAGTT
CTOOTATOGTOGUGCGETATTATOCCGTATTGANGCL GHGCAAGAGC AL \(, {(sbis
COCCGCATACACTATTIUTCAGAATGACTTOOTTOAGTACTCACTALTC
AAGCATCTTACOOATGGEATGACAGTAAIAGAATTATGCAGTGUTGOU ‘KI‘
ATGAGTHATAALALN AUTTACTTOTHGACAAUGATCGLGAGGACK

FGUGGT
GGAGCTAACCROTTTT TGO SCARTATGROGGATCATGTAACTULCTTTGATC

fn
b
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(continuacién)

U TGAATOAAGUOATACCAAACGALGAGL GG
AAMGTTGUGCAAAUTATTARIT GG
ATSGACTOGATGUAGUGOG

ATACTACGA
ACTACTTA
AGTTHOAG
ARATCTO0

S(}.\“\T; SR
3(1“'{(;?(}'1\'}”1" ‘\‘.{T(‘i Vf

Y'&T(‘tﬁ sATG '&
" SOTAACY

ST E“? <Y E( ? xts? (”a’i \{3
3 h*"x "\( T(““(:T *\G{ ACCHECT S ’5&1\ \{ ( T{ (}f‘“{

SEAN g

( AT

€T m{m( :("Mh
WG AL TbAiJ
AGARALS
TAGOA {:‘M(* (“i:}i“ M“‘G‘» :\{ :~: ‘( A

A \\ CHOUNG
AUATGY i'i‘f}‘i ii i‘ﬁﬁsf G

\\({{G»’Xﬁ
( ALHOGE

ERNY: ‘{.(mr‘iu TEGOUTITEGE }“{}'%{ \f“i TN H
EN 3 'i‘is dnix!s\fl *\*‘»("{fhuﬁ’i TROCG :
's& bi %u‘“* 3T ‘
SOCGOOOGTT
§ Uts‘x\f’u"‘&ﬁ{:ﬁ(}(}fs\
A’}"I'As‘?ﬂ“'{}"{’(} AUGTTAGCTCACTCATTAGGLACCCC A CTT

T AT GTTGTOTOGAR T IO T GAGL GG \ 1 AAUAATT
‘sL:AA X( )\m £y ‘% Ls)\( "H&mli \{‘G < \u\(ﬁ 1 ML

L&
AOAT A,LS(TC(-,‘-CT:‘\
{3 i : . AT 'TA{'} ACTAATTITITTTATITA
3 \\1‘*\‘;! O AGGUTGOC SOTCTGAGU TOCAGAAGT S\LVRV" FAGUAG
LUTTTITIGGs ulsh{\f \\is\\s\"ilh PGCAAARAAAGCTTCGAUGGTATOGATTOEGOTC A
TUT{ LARALS 3 ATT. \TTh *\f T %(?TT ﬂTTA\ ‘sT \UT s \T
CAATTACGGGGTUS
TTACGGTAA \“UG( L ( { WO §\( GO ~U~‘sff'is£ (( AL \n‘s{* .
{ -\ ATAN \‘I\f. ‘\f A f (t ? ] :-\'3 '\("3 4 4"\{ i s(f AA f AL

APGGCE

"‘ZTEL‘;'X{‘S‘A‘i‘(‘ﬁiif'f{- AEAT <‘s AGUACHT .s(ﬁ.-i 3“.{ { d‘r(nhiiﬁ AL{(;{_}{JI{._, POTOTG
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Tabla 14
Lider_R12 -CD28tm/41BB-Z-T2A-tEGFR(SEQ ID NO: 42)

Lider

MLLLVTSLLULOELPFHPAFRLLIP
by R
GEQLVESGGRLVTPGOSLTLSCKASGFDFSAY Y MEW XQH APGRGLEWIATIVPRSG
KTYYATWYNGRFTISRDNAONTVYVDLOMNSLTAADRATYFCARDSY ADDGALPN]
WOPGTLVTISRGGGGSGUGGSGHGOGEELYLTOSPEVEAALGEPARITCTLESAHKTD
TIDWYQOLOQGEAPRYLMOVOSDGMY TR RPOVPDRFRGERSGADRY LIPS VQADRIDE
AYYCGARDYIGGYVFGGGTQLYVTG
Bisagra/espaciador
ESKYGPROPICE
CBim
MEFWVLYVVGOVLACYSLIVTVAFIFWY
4188
KRGRRELLYIFROPFMRPFVOTTOEEDGUSCRFPEEERGGCEL
CR3veta
RVEFSREADAPAYQOGONQLYNELNLGRREEYDVLDERREGRDPEMGORKPRERNP
QEGLYNELQRDKMABAYREIGMEKGERRRGEGHDOGLY QUGS TATKIFTYDALHMO
ALPER
1A
LEGGUGEGRGNMLUTUGDVEENPGPR
tEGER
MLLLVTSLLLCELPHPAFLUIPREVONGIGIGEFEDSLSINATNIKHPENCTSISGDLNE
LPVAFRGDAFTHTPPLDPOELDILKTVRKERITOFLLIQAWPENRTDLHAFENLEURGRT
KOHGOFSLAVVSLKITRLGLESLREISDGDVHSOGNENLOY ANTINWRKLFGTRGQM
TRESNRGENSCKATGOVCRALCSPEGUWGPEPFRDUVSCRNVSREGRECVRKONLLE
GEPREFVENRECIQUHPECLEAMNITCTORGFDNCIQUARYIDGPHUVETOPAGYM
GENNTLYVWKYADAGHVURLCHPROTYGQUTGPGLEGUPTNGPRIPSIATOMVGALL
LLLVVALGIGLEM
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Tabla 15
CAR de espaciador largo de R11: PJ_R11 -CH2-CH3-41 BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 43)
GTTAGACCAGATUTGAGUCTOGOAGUTCTOTOGUTAACTALGGAALCCATRCTY

TAAGCUTUAATAAAGUTTOCCTTOAGTOUT TCAAGTALTOT { U{ &ZL (si{ ?(si i{s
T TOUTAALT, \i &a:&;u\‘ix \w\{“- T ' 3

(x \(; "x i {s(;& OECRAL \{s{ .
AJAARATTCGHTTAAGHCCALRGE z(xi;%«s*\h%—%%*—’x &%E i\ff Js&c-%\ ? «%&%ﬁ\( f-ﬂ A 3\{1
TATGHGUAAGCAGGGAGUTAGAACGATTCGUAGTTAATOUTGGUOTOTTAGAAA
CATCAGAAGOOTUTAGACAAATACTOOGACAGCTACAACTATCOCTTUAGAL A
GOUATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGUAACCUTCTATTIOIGTG
CATCARAGUATAGAGATAAA AGACALCCAAGLHAAGUTTTAGACAAGATAGAGGA
AGAGTAAAACAARAAGTAAGAARAAAGUACAGUAAGL AGCAGUTGATACALGA
CACALGUAATCAGGTCADCCAAAATTACCOTATAGTGUAGAACATUCAGLGLTA
AANTGGTACATL, f\{EG‘{:\{\ \'\’T {f-{wﬁ" =\{\i \'X ='-‘\‘{:‘TW£’ :'-‘\,‘*\ =\T€§' & AAGTAGT
AGAAGADAAGUCH

FATCADA
AGGAGCCALCCCO \i\ «‘\ '\U %f ? i '% ’\‘\*\ AL ('*{‘a ?irL E‘ °§ “X *\( ‘\i N *\t't T'{ ms{ HEGHATATO
AAGUAGCCATGCAAATOTIAAAAGAGACCATUAATGAGUAALUTUCALGLAAA
GAGAAGAGTOOTHCAGAGAGAARAAALAGLAGTHOUAATAGGAGCTTTGTTOC
TTOEHNTTOTTGGHAGCAGLAGGA AGUACTATROGGUGCAGCOTUAATRACGUTG
ACGUTACAGUUCAGACAATTATTGTOTGUTATAGTOCAGCAGCAGAALAJTTTG
: ."3 : § UJ \Ls(rtbi '\ \{ \&L \§ fu i &s{ X:\( ii Xf ‘\U ¥ UJU{JVL \ ‘& ©

GUICOTGGGGATTTGOGOTTOUTUTRGAAAACTCATTTGUACCAUTROTGTEIUT
TGUATCTACAAATGGUAGTATTCATCCATAATTTITAAARAAGAAAAGOGUHLGAT T
GOGOGHTACAGTOCAGGHOAAAGAATAGTAGACATAATAGLAALAGACATACAN
ACTAAAGAATTACAAAAAAAATTACAAAAATTUARAATTTTICRLGTTTAY
AGOOACAGL AGAGATCCAGTTTGGUGATUAATTOUATGAAGAATCOTGD l G
GTTAGGUGTTTTOOGUT GO TTCRUGAGGATOTGUGATCGOTCCGHTGICTGTCA
GTOGOUAGAGUGCATATCGLUCACALTCOCC AAGTTOGOGOGUGAGES
GUAATTGAACTGETGOCT -‘\GAG5\-‘\("&(‘?‘(?{“?(‘( GUGTAAAUTOGEAAAR
GTCOTUTACTGOCTCCGEOTTTTTOCOGALGGOTGOGOGALAACCOTATATAALT
GUAGTAGTOGUOGTGAALC (}TTK\“T{\TTT{V AACGGOTTTGOOGOCAGAALCACAG
UTGAAGCTTOGAGGGEUTUGCATUTCTCUTTCACGCE U CGUUGTCITALTTEA
SGUUGTTATUCATGCCGRUTTOAGTUGCOTTOTGOUGCUTCCCSCCTOTGO TG
TCOTGAAUTGCOTCCGCCGTUTAGOTAAGT TTASMAGUTCAGUGTCGAGATCGGRD
CTTTOCTOCGGUECTOCCTTGRAGUITALCC Tﬁ\u ACTCAGOCGGOTOTCCACGOTTY
GUUTOACTUOTGOTTOCTCAAUTOTACGTUTTTGTTTOOTITICTGTICTGOGUCLT
TACAGATUCAADCTETGALTGOUGOCT Ac*"s{, G
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(continuacién)

seFy RiI2

GAATTCOCCACTRTGOTGOTOC TGO TGACAAGCCTGOTGCTOTGLGAGCTGOCT
CACCCCGCCTTTOTGUTGATCCCCCAGAGUGTGAAAGAUTCCOGAGGGLGACTYG
GTCACACCAGUCGOGUAACCT GACTCTOGACTTGTACCGLTAGLUGLUAGLUGATATC
SACGACTACCCCATOTOTTGLUTOCOCLAGGUTOCTGGU AAGLGUAUTGLAATGG
ATCOGOCTTCATCAACAGLGGUGOCAGLAUTTGOTACGUL AGUTGOGTC ANALGED
CLOUTTCACCATCAGCUGGAUCAGUACTACLGTGLACUTUGAAGATHGACAAGCCOY
GALUCAC ( L3 XC{;A( ";( L (;i"(" ACCTACTT i i{;! RE \h AGT if\t \(3& f\i"{""i"' ALCTA
L ' i T e G
'. CATGA

$ .’»\‘sts( COCC {fs@\sx(.‘,{“(‘ _i { ,:s(,& g;;\.:ﬁ -‘if‘. :(._\.‘S%{._w%;(iCT{?{\" AACCTOGUCAGCGGCGTO
CUAAGUAGATTCAQUGLCAGUAGATOTGGUALLGAGTACACCOTGACCATOTCC
GUUOTGUAGAGAGAGGACGUCGUTACTTATTACTGUOTGGGUGOUGTHROGUAA
COTOTCCTACAGAACCAGCTTCGOGUGGAGGTACTOAGGTGUTOGTUAAA

Bisagra/espaciador

SCCCTOCOCCCOTTGCCCT

CHY

GCCCCCGAGTTCCTOUOUOGGACCCAGCOTUTTUCTOTTCCUCCUUAAGLCL AAG
GACACCCTOGATGATCAGUCGGACCCOCGAGOTOALCTGOGTOETOOTOLALGTG
AGCCAGGAAGATCOCOCAGOTCCAGTTICAATTIGOTACOTGOACGHGCGTOHAAGT

GCACAACGUCAAGACTCAAGCCCAGAGAGGAACAGTIUAACAGCACCTACCEGG
TOGTOTOTOTOGUTGACCGTGCTGO ACCAGGACTOGOTOAADGGUAAACGAATALA
AGTGCAAGGTOTCOCAACAAGUGGUOTGOCOCAGUAGUATCOAAAAGACCATCAGT
AAGGULAAG
CH3
GGUCAGUUTCOUCOAGUCCOAGUTOTACACCUTOUCTCOCTCCCAGUAAGALATG
ACCAAGAACCAGOTOTUCTUTOACCTGUUTOUTQAAGLGOTICTACUCCAGLGAT
ATCGCUGTHGAGTGGOAGAGLCAACGOOCAGOUTHAGAAUAACTACAAGALCCALD
CCOTCCCOTGOTGGACAGUGALGHCAGUTITOTTUUTGTACAGUCGOUTGALOGT
CGGACAAGAGCUGHTOGCAGGAAGOCAACOTOTTTAGUTGCAGCOTGATOCACG
AGGUCUTOGUACAACCACTACACCCAGAAGAGCUTOGAGUOETETCCUTLGGOAAG
$-1BB
ATGTTCTGOOTGCTGOTOU TGO TOOGUGLLOGTOUTOGUOTOUTACARCOTOUTG
GTOACAOTGGUOTTCATUATOTTTITOGOTOAAACGGOOUAGAAAGAAALTOCTG
TATATATTCAAACAACCATITATGAGACCAGTACAAALTACTCAAGAGGAAGAT
GGETGTAGUTCGOCGATTITCCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTS
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(continuacién)
UD3zcta
COLLGTUAAGTTCAGUAGAAGUGUCOAUGUCUCTGUUTACCAGUAGGHUTUAGAA
TCAGCTETACAAMTGAGCTGAACCTGOHEIAGAAGGGAAGAGTACGACGTUOTGG
ATAAGUGGAGAGHCCGHGACTCTGAGATOGGUGGCAAGUCTCGHCGGAAGAAC
COCCAGQAALRGUCTUTATAACGAALTGCAGAAADBACAAQATGOUCGALGCCTA
CAQUGAGATCHOUCATGAAGLGUCAGUGHALLUGHOGGUAAGGHTTUACGACGHRT
CTOTATCAGGGUCTUTOCACCGOCACCAAGGATACCTACGACGOCOTGCACATG
CAGGUCUTOUOCCTAAGD

GGUGLTGHAGAGGOOAGAGGAAGTUTTUTAACATOGOOOTOACGTOGA
AATCCCGGUOCTAGG

tEGRR
ATGOTTICTCCTGUTOACAAGCOTTOTGUTCTGTGAGT TACCACACTCAGUATTOC
TCCTGATCOCACGUAAAGTHTHTAACGRAATAGOTATTGHGTGAATTTAAAGALT

CACTCTCOATAAATOCTACGAATATTAAACACTTCAAAAALTGUALCTCLATCA
GTGOOGATCTCCACATCOTGUCOGOETGOCATTTAGGHOGTOACTOCTTCACACATA
CTCCTOCTCT ACAGGAACTGEATATTCTGAAAACUGTAAAGUAAATCA
CAGUGTTTTTGUTGATTCAGUUTTOLCCTOAA AALAGGACGUGACCTUCATGUCT
TTOAGAACCTAGAAATUATACGUOGUAGGACCAAGCAACATGUTCAGTTTTOTC
TTGCAGTOCGTCAGUCTGAACATAAUATCOTIGQGATTACGUTCOOTCAAGOAGA
TAAGTOATGUAGATOETGATAATTTCAGGAAACAAAAATTTOTGUTATOCAAATA
CAATAAACTOEAAAAAACTETTTOOOACCTOCOOTOAGAAAAMIUAAAATTATA
AGCAADAGAGUTGAAAACABCTOCAAGUOCACAGGCCAGOGTCTGOCATOGOOTT
GTGUTCCOCCGAGGGCTCCTOROGUCCRGALRCECAGOGACTGUGETCTOTTGUCG
GAATOGTCAGCCGAGUCAGGHAATGCOTGGACAASTOUAALCTTOTGGALGUTE
AGUCAAGGGAGTTTOTGOAGAACTUTGAGTOUATACAGTGUCACCCAGALTGO
CTOCCTCAGGUCATGAACATCACTTGCACAGLACGGLUGACCAGACAACTOTATC
CAGTOTQCCCACTACATTGACGLGCLOCCCACTGUGTOAAGACCTOROCCOGUAGUA
GTCATGOGGAGAAAALAACACTOTOOTOTGGAALTALGUAGACGCCGLOUCATOY
GTGCCACTTOTGCCATCOAAACUTOGCACCTACGGATGCATTGGGICAGGTUTTGA
AGOOTHTCCAACGAATOGOUTTAAGATUCCOHTCUATUGUCALTOGHATGHTGRE
GOGCOUTCCTCTTGCTGOTGOT GOTGGUCCTOGGEATCGGCCTCTTCATG
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(continuacién)
L T{T ACGACCCOGGGUTOCAGGAATTUGATATCAAGCTTATCUATAATC
AACCTUTGUATTACAAAATITUTOAAAGATTOAUTOUTATTCTTAAUTATGTTOC
TCCTTTTACGOTAN f{! FOGATACGUTGOTTTAATOCUTTTUTATCATOCTATICOTT
COCGTATGOUTTTCATTTTOTCCTCOCTTOTATAAATCOTGOTTGOTGTCTOTTTAY
GAGGAGTTGTOGUOCGTTOTCAGGCAALOTOGUOTOHTGTGCACTETRTTTGEY
GACGCAACCCCCACTOUTTOGUGCATTGCCACCACTTGTCAGCTCOTTTICCGUE

PO
ACTTTOGUTTTOCCOCTCCCTATTGUCACGOGCOGAAUTCATCGUCGUOTGCCTTG
CCOGCTOOCTOGACAGGUGOCTOGHCTGTTGGUOCACTGAC AATTCCGTOGHTETTGTY
COOOGAAATCATCGTCCTTTCUTIOLOTGCTOGUC MJ TOTTGUCADCTGGATY {, 3
GUOCOCLACTTCOTTUTGUTACGTUOUTT . AT 'f: ,(:(t{\w\{ { I3
TCCCGUGGUUTGUTGUCGGUTCTOCOGGUCTO FCCCTC
AGACGAGTCGGATCTCCOCTTTGGGLCHCCTOCC LUf *%TL:(J‘.&’% "f'\\( tﬁT i G‘A CTAG
COOTACOTTTAAGACCAATCGAUTTACAAGGUAGCTGTAGATUTTAGUCACTTTYY
AAAACAAAAGGOGGGATTGUAAGGOUTAATTCACTOCTUAAAGAAGACAAGATC
TGOTTTTTGUOTOTACTGLGUTCTUTC TGUTTAGACCAGATOTHAGUOTGLOALCT
CTCTGOCTAACTAGGGAACCTUACTOUTTAAGCUTCAATAAAGOCTTGLOTTGAGY
OSOCTTCAAGTAGTGTGTGCOCOTOTOTTOTOTGACTOTGOTAACTAGAGATCCOTC
AGACCCTTTTAGTUAGTOTGGAAAATCTUTAGCAGAATTCOATATCAAGLTTATY
CONTACCGTUGALY] \(.f]{:s(smif{xis( CCOGGTACCUAATTTUGUCOTATAGTGAGT
COGTATTACAATYIC \( b(}t COTCOTTTTACAACGTOGTOACTGUUAAAALCCTG
GOOUTTACCUAACTTAATUGUCTTOGUAGUACATCCOCOTITOGUCAGUTOGGUGTAA
TAGCGAAGAGHCCCHCACTUGATCGUCCTTUOCA AT AUGTTOCOCAGUUTOAATGE
CGAATGGAAATTOTAAGCOTTAATATTITOTTAAAATTUGUGTTAAATTTITGTT
AAATCAGCTCATTTTTTAADCAATAGGUCOAAATCOOCAAAATCCCUTTATAAAT
CAAAACAATAGACCGAGATAGGHTTGAGTGTTGTTCCAGTTIGHAATAAGAGT

ot
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(continuacic’)n)
» 3«*&.‘»{1?% \:‘&‘*(x{

68



10

15

ES 3015267 T3

(continuacién)
TCCOGTUGACCAGUAACCATAOGTOUCGUCCTTAAUTCOGCTTATCL C i {(i TA
ASLTCCGTEC \w“ (tmu NR u i\isf (U STGHUTERALT, n; TATY z A&

fﬁi A(,x I ‘\ \i G ( \'ﬁ -\{m(,; '&( § E E!L L “\E Ha‘ ALGTO

LOGTAAADTGOCC ‘si {xU’{ AT \( Hi ‘X‘&{}f{ﬂ U{
ATTUAUGTTCAATGACGHT 0
o AT ;’{r *f\{
,\'33_?3 \(;‘H &?i {s{ ?"'H; A{ { '%?{'?i e

PTGOCTOTACTGLUGTUTOTOTG

A{}{?{T.-(I.':"'i‘"{l",s\fili-Aj‘ii‘s"QL‘{I.“i"{}{l"A"E‘A"{*&A{}{ZTs-‘!x.(}{?"}"‘(l%{??
Tabla 16

Lider_R11-Bisagra-CH2-CH3-CD28tm/41BB-Z-T2AtEGFR (SEQ ID NO: 44)

Lider

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLP

RiT seFv

OSVRESEGDLVTPAGNLTLTCTASGSDINDYPISWVROAPGROLEWIGRINSGGS TW

YASWVKGRPTISRTS TTVDLEM TS LTTDDTATYRCARGY STY YODFNIWGPGTLYT

ISRGGGASGGGHSGGOGSELVMTOTPSS TSGAVGGTIVTINCQASQSINSNLAWEQD

KPGUPPTLLIYRASNLASGVEARFHGARAGTEYTLTISGVOREDAATY YOLGOGYOGNY
SYRTSFGGOTEVVVK
Bisagra/espaciador

ESEYGRPORRCE

R
APEFLOGPSVELEPPRPRDTLMISRTRENT

OV DVSQEDPEVOIFNWY VDOVEVHEK
QENSTYRVVSVLTVLRODWLNGKEYR ‘ix\b\i\ GLESSIEEKTISKAK

Yevand

<

ARTRPRER
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(continuacién)

{CH3
GOPREPOQVYTLPPRQEEMTRNOQVS LI&EJH\M FYPSDIAVEWESNGOQPENNYRTTRR

VEDSDOGSFFLYSRUTVDESRWOEGHNVES
Ch¥im
MEWVLVVVGOVLACYSLLVTVAFHPFWY

4-188

RRGREKLLYIFRODPFMRPYOTTQEEDGCSORFPERREGGUEL

CR3zeta
RVKFSRSEADAPAYQOQUONQIYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPREENTY
QEGLYNELORKDKMAEAYSHIOMEKGERRRUGKGHDGLYQULSTATRDTYDALMMO
ALPPR

TIA

LEGOOEGRGSLUTCOGDVEENPOGER

tEGER
MELLLVTSLLLCELPHPAFLLIPREVONGIGIGEFKDSLSINATNIKHFKROTSISGDLHT
LPVAFRGDSFTHTRPLDPQELGHE K TVKEITGFLLIGAWPENRTDLHAFPE T
KOHGOFSLAYVSLNITRLGLRSLEEISDGRDVHSONENLOY ANTINWRERKLFGTIGOR
TRHANRGENSUKATGOVCHALCSPEGUWGRFEPRDUVSCRNVERGRECVDRONLLE
GEPREFVENSECKUNPECUPQAMNITCTOGROPONCIQUARYIDGPHOVRETURAGYM

CSVMHEALHNHYTOKSLSLSLOK

o

LIV VALGIGLEM
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Tabla 17

CAR de espaciador intermedio de R11: PJ_R11-CH3-41 BB-Z-T2A4EGFR (SEQ ID NO: 45)

i\e’\( 3¢ \\{\u{iii \\{EA 5\? §

-‘x»iw\{ 4\*\%\*\*&«%% ~\i 3\5«3\

\.‘\* {0 T{‘Teﬁ Rr
~\& »&f A

i‘“a{"("’;\ AAATY '\k »‘Ct } Al \"\{‘

CAOGUCATATOALCTY A
X(w{" TTTCAGLOUAGAS & i Q’A ? ‘\i\.i CX Y‘ "xi “T{“f\{;‘:{l »’s E“i Aii -%\w.-:&
COSMIAAGATTTASMALCACCS \.-"ws{, ACAGTG
8 \.\\Y{s? ; ,g XXZ\{Q& ARACUA] i{,. POA0AM s& ?\I { XUU

TCOUTTGGARCOTACTTAG
§§3f TCAAUTOTACGTUTTRGTT
3N Lk,cf*s.ﬂi.‘s CTRTGACCGOGUGUUTALG

E\i HoTOUTHOTGAD AAGUUTGITGOTIN TGLLAGCTGOCT
{ AGAGUY Uﬁ\a\a‘sf\: AGTCCOGAGGGUGACTTG
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(continuacic’)n)

CTTTCAACATOTGOGOEROYC
f.f\{v{ (?‘i\t ~\ (ﬁ ’u{‘%i si :’% 3‘\‘\3?

TTOCCCCCT AN

HOOOCCGAGTICC § 3 siJ\. REEEE \k CECAGUE
X ; z'_{:\ s( 5? { ""\

3 X{ ’\i Ci.”ﬁ LRY “&?{r

I8 k EQ(K\&( AGOGATTUG §
Wy ($§(('\ MCAAGGOGUOCT OO ADOALC \i( h

{‘"H '?

\({ VOO (A{ }(t{s&’s( »’i(ti tsﬁ\k (ﬂuf 3\{:( E H

GOUTOTAGOTGUTL
Chiesin
COGOTEAAMITTCAGCAGAAGUGCOGACGUCCCTGUOTACCAGCAGGLGUCAGAA
T TACAACGALGITGAACCTGOH GUGAA TA SGTOCTGG
ATAAGCGGAGAGECCGUGATCUTGAGATOGGUGOC AAGTCTOGGUGHAAGAAL
(“(“i:(‘ AGUAAGGCOTOTATAACCGAACTOCAGAAAGACAAGATENOCGAGRUCTA
CAGCOAGATOGGCATOAAGGUUGAGCGUAGUCGGGOCAAGGGCCATGALGET
CTUTATCAGLOUCTOTUCACCGECACCAAGGATALCTACGACGULCTOCALATG
{ AGGCCUTOCCCCCAAGE
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(continuacién)

. . \\'i ‘\Ct fJ’Z L ‘i" \I GGAAY \\b‘fff‘,*\ FTOGTGAA ““{T \ \:\&s \i. ‘Z
xl \:‘h\l(){. Tagd E ATY \\A \( ,5.\“‘:( \"xﬁb\; IK &

R
TTTTTGET
TTGAGAACTTALAL *\*\"{ AT AL 3 B
TTGUAGTUGTCAGUUTGAACA PAgGOTUCETCANGGAC “‘e
TAASTOATGOGAGATGTOATAS \‘f'i 3{ \\ i K '\ ATTTETEITATGOARATA
CAATA \"\{ L’!G AAAAAAL ‘*UTTT‘ AL (T{, CHUTCAGAA 3(3\(, CAAALTTS ,:3«

G } \.’\Kf"z?t‘\r\("{h N

w\{it it ( ii ,.Ai""’&"i
T{ 3« \f\s{ TT ATCGATS

( i ‘bi i(;(
CTAGAQCT (*um TGO (‘t‘:i\ ATTCGA

U AATOLCALGUHEACT
FQUOCTOUTTOCGOGTCTTOG IO
. GECTOCEDGT IATACCGTOGACT, ‘sfs
\t\’ \k( C&Ai(: \i }] ACAAGGCAGCTOTAGATCTITAGCCACTITTY

( SUTOCOAAAGAA AAGATC

FETTGCOTGEATGGUTCT

TR GACCAGATOTGAGUCTGGGAGCT
CICTGOOTAACTA {}G »‘v\("‘i"(" \X{““TQ{" :‘J'Sn GUOTCAATAAAGOTRGCOT T i“::'T
GYETG f PETETOACTOTG & f‘ \&;i\if C‘(

f( T‘& X‘m\}w\(\‘

CEAGC ‘.5'\(:‘ :

““f\ \§ ‘&({3 H:i‘{ii ‘&\z{ { T‘O«X\F(ts\,
FTAAAATTOGOGTTARATTITTGTY
ATAGGUCGAAATOGUUAAAATCCCTTATAAAY
GAGTOTTUTTCCAGTTTOUAADAALGAGT

Al ”L’\lL ’&u{“ fn.i T I T AA.( iﬁ-.f
CAAAAGAATAGACCOAGATALGOTH
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(continuacién)

UTATTAY du Al \t&tf(z( \\i I( C SOTCAAAGGGUEAAAAAUCTTUTATCA
T ¢ ACCCTAATCAAQTTTTITGUGUGTOGAG
'.C i. k TGN 1’ .

£ (! ALAGTTY
CUTOGUTATETGOLY
T ,'U( "\! "’%K

ACAACGATC

Hh\i\ziksi\i ; :
\:\f \Y(r&‘sﬂf?{ \Tt \TGT s\h\'(“* _7-\ -

GGAGUTAL \f

CHTAGTTATC ? AT AUG AU \ts]i \h(,..«{”:\ AL f \Hxise\:

(T(f{i TAROTTAGGUUAC]T
U«Mi\(hmi

ATALKC T%t -3‘(1(\{{{\!‘\{3{ T&T(rk‘ 5%%( $

o (1{: ACAGGTATOCGOTAAGCGGC 31(:(1{:?'{ (!(}3&*\{ l‘&uixf&ti“{k{ & \3\{ (" 3@(!{3(;3\
. CCAGGUOGAAACGOUTGAET : i

a(¥ AL TTQ FAGOGTCOATITVITOTG ‘\Ti 3¢ T\ TT‘L \{ G sfi(s{\(?(v‘si CO T \\T{_ﬂw\"h A
AACGBCOAGUAACGCOGCOTTITTACGOTTOOCTGOLOTTTTGUTOGCOTTITOOTC
;“‘&f'\"\\i‘(}\f‘}"('“i"i“r‘(“{\"f{\:{ TATC { LT (.% A f H T U § (J{‘ @1 '§ 'V { 'fJ f 3\ Y T Xi (Zt{ (\“‘3”{“"“

ﬂ,’iia{ C&i%?f ih?‘sif
ACAGGAANAL \i:{u\{b\i‘h\i(‘r“&iL 4
L Ti«&fiis(}{w%{ AAAAGUTGGAGTTCCALC {.»af\j{‘ii T(sui \s(:f LY

FIOGALA
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(continuacién)

Tabla 18
Lider_R11-Bisagra-CH3-CD28tm/41BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 46)

Lider

MLLIVESLLLCELPHPAPLLE

seFY Rid

CAVRKEREGRLVTRPAGNLTLTCTASGSDINDY PIRWVROAPGRKGLEWIGRINSGGRTW
FASWVRGRETISRTSTIVDLEMTSLTTDOTATYFCARGYSTYYGORNIWGPGTLINT
INSGQOGRGOGUSGUGGSELVMTOTPENTRGAVGHTYTINCQASOMDENLAWRG)
KPGOPPTLLIYRASNLASGYPARFSGERSUTEY TLTIRGVOEREDAATYYCLGOVONY
SYRTSFGGOTEVYVK

,««

Bisagra/espaciador
ERKYGPPLPRER
CH3

GPREPVY TLPPRQEEMTRNGVALA
VVDRSRWOBEGNY

CLVRGRYPSDIAVEWERNG QPENNYKTIPP

.r.r.r./,

VLDSDGSERLYSRU SYRMHEALHNHYTERSLSLSLGR
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(continuacién)

Ch2Rim

MEWYLVYVGOVLACYSLIVTVAFIIFWY

4-1BB

KEGERKELLYWROPFMEPYQTTOHEEDGUSCRFPEEEEGGCEL

ChR3eeta

RYVEKFSRSADAPAYQOGIINQLY NELNLGREEEYDVEDRK RRGROPEMGORKPRRENE
QEGLYNELOKDKMABAYSEIGMRGERRRGRKGHECGE Y QULSTATRKDTYDALRMO
ALPPR

TIA

EEGGUEGRGSLITVCGDVEENPGPRRM

IEGEFR
ELLVTSLLLCELPHPARLLIPREVONGIGIGEPKDALSINATNIKHFRNUTSISGDLRIL
PYAFRGDSFTHTPPLDPQELDILUKTVEEITGFLLIQAWPENRTDLUHAFENLERRGRTK
QHGOFSLAVVSINITSLGLRSLKEISDGDVISGNENLOY ANTINWEKKLFGTSGOKT
RUSNRGENSCRATGOVCHALCSPEGOWOPEPRDOVSCRNVIRGRECVRDK ONLLEG
EPREFVENSECIQUHPECLPQAMNITUTGRGPDNCIQUAHYIDGPHOVKTOPAGYMG
ENNTLVYWKYADAGHVORLOHPRNOTYOCTOGPGLEGUPTNGPRKIPSIATGMVGALLL
EENVALGHGLEM
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Tabla 19

CAR de espaciador corto de R11: PJ_R11-41BB-Z-T2A-tEGFR (SEQ ID NO: 47)

\ §(zi i‘} i\»s‘\. X{J A T§ s{, T
THT \v?( '\UH;

( ¥{ IL £

n(&‘ xm*m ATTATTAAGCOGGGGAGS

\ i‘(:{?(st X*Xisf &8 }{‘} &(3{ i \(s 5( 5& (s 3\5 i fv .:f" ,.c’f'l E\‘i“ﬁ'.vi‘;% §
CATCAGAAGOCTUTAGACAAATAUTGGGACALT "\( AATTATCCCTTCAGALS
AAATCAGAAGAS \fTT EATOATT \T (f AAT \iw’\t\s \‘\\{::\ \i’ LT WT:\TTi t? T\‘:“i‘
“‘ATi AKAGGATAGAGATAA W3
AGAGUAARAAARAAMGTAAU
CACAGUAATOAG T AR

»‘%G"(?' i‘x('s\ ( AL !Z ( K-3&{"3\.&\{‘-*YE‘“‘?T’ AA <\("‘- *‘&i'*"’ e%’?("&‘f"?’ A %&{T.«é‘?\(h*‘\{;i GGQQ&&; a0 \"§“€ﬁ-

HOEH 'i({ &{s&i(r(@%ifﬁh ‘w&i AGTAGALAY. A , A&
Xi E‘\\\(i*\\iiﬁ.(‘\;\; %"\‘\..3\.\3‘?} AL ‘x‘%'\'\'\i R XX‘&\E ifi UUUHE X f RN

i: »X\\{ﬂ VG M.s{} 3. x i
{ iziiﬁ*lf.‘.~»~'§"§f{ t K{

’.&‘s{‘“ < E‘”\& ixfi“'s EFTTTOOETTM { ?{“fi E{ Yt;{ {;( L
TTGTGACTGGUGUCTACG

CTOOTOUTOOTOACASGCCTGCTUOTOTGOGAGE TGO
LCTGATCCCCCAGAGUETOGAAAGAGTUCGAGGGUOALCTG

23R
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(continuacién)
GTCACACCAGCCOGCAAUCTGALCCTRALCTCTACCOGUCAGUGUUAGUGALATT
AACGACTACCCCATCTOTTGGOTCOGUCAGGOTUC TGO AAGGG AU TGHAATHG
ATCGGUTTCATCAACAGCGOUGGUAGCACTTLOTACGOU AGUTGOETUAAAGC
-i‘-}‘ &\{‘{‘* M}{" Mﬁ‘ *‘C’ »'X( ‘-‘53{3- &;(\’ {‘T {‘3:& »'Xiif;: XEU ‘X*; % X{}{‘ {\"T

LGy E‘T{I‘ M‘? { f%’?{‘ ﬁ;{} (“
t ‘&L‘

AGCAGAAGCCC
PABCOGCGTG

Bisagra/espaciador

_ (\P‘LU\ TOCCCCCOTTOOCCT

GUOCAGCUTCGUGAGUCCCAGGTOTACAUCCTOCUTCCUTOOCAGLGAAGAGATG
ACCAAGAACCAQUTOTCCOTGACCTOOUTGUTGAALOGUTTCTAUCCCAGUGAL
ATCGCCOTGUAGTHGGAGAGC AADGGUCAGLOTGATAAT AAUTATAAGALCALD
L :-W:C.’C{.‘Mi{ Eh(s*‘d\ \it{”{“ﬁ( Qshi ALGUTTOTTOOTGTACAGCCGOGUTGACCGT
AL GOTOGUAGGAA ] H’%m{ , ,X&J‘ﬁlbfkr\ﬁb( "X( G

(s?& A Ke 3¢ N
TATATATTCAAAC \:\u ATTIAT u&u ACCAG _e-x(.‘.sx;-m{‘.‘zmzi;,,..fa‘.«.\.-a}.‘.\x'u«u..‘:x...:m:z,:\x .
GOOTGTAGCTOCCGATTTUCAGAAGAADAAGAAGGAGGATGTGAALTG
Ch3zetn

COOOTUAAM TTCAGC AGAAGCOCCHACOCCOC TGO TALCAGUAGGOUC ALIA A
TOAGCTOTACA ADGACCTOAALUTGOGLAG AAGGOGAAG AGTACGACG TOO TGN
ATAAGCHGGAL \&‘sfa(":*&sh(‘ '&*CM TGAGATOOGOGU GG AAGUOTOCGLUGTGAAGAAL
CUCCAGHAADL AACTOCAGAAAGACAAGATOOGUCGAGGOCTA
CAGCGAGATC ;;,.A} GAAGGGCBAGCGGAGGCGHOGCAAGHGOCACGACGHE
CTOTATOAGGGUCTOTDCALCGOCACCAAGRATACD TALGACGCODTGUACATG
CAGGOCUTAUOCUNAAGH

T24

CTCGAGGUOGUCOGAGAGGOUAGAGOAAGTUTTC TAACAT GO GG TOALGTGOA
GOGAGAATOCCGOOOCTAGG
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(continuacién)

tEGFR
ATGUTTUTCCTGHTGACAAGICTTCTGUTCTGETGAGTTACCACACCCAGUATTCL
TCOTGATOCCACGUAAAGTGTOTAACGHAATAGOGTATTGOTGAATTTAAAG ALY
CAUTCTCCATAAATOUTACGAATATT AAACACTTUAAAAAUTGCACCTCCATCA
GHGGOGATCTC AVTCCTGOOGGTGGUATTTAGGGGTCACTCUTTCACACATA
CTCCTOCTOTE \CAGGAACTOGATATTCTGARAACCGTAAAGHAAATOA
CAGLGGTTIITOGOTGATTICAGGUTTHGUUTGAAAACAGLGACGLACCTCCATGLCT
TTOGAGAACTT AGAAATCATACOUGGUAGGATCAAGCAACATGHTOAGTTITOTC
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(continuacién)
STAACATCCTIGGGATTACGOT .
ATTTOAGGAAACARAAATTY Ei hst

XS TPET i
FTCAGE *x..\\( {J TG tsis? ?i&‘i \{ XS ‘i GETTLOY
Q*’s.k (wﬁ T C

{ 3\\,‘ "
&w‘u&h‘(r ‘\ A '\A\ fx( (’{‘ FTETS

A% ~'\‘~‘\ FOOTTC ~$-¢\‘f £ Y *ﬁ \“\,"" {s*\i‘s-fx A '%is\.:'si\s\{\;
TP CGUOTOLUCTTATTCOCTTITIVOOGUCATTITICG

%\s\wi{\ﬁs{si@s{?( %3\ AT
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(continuacién)
COTTCCTOYTTITGOYT \L(( AL guu GUTGGETG :5& \&s i A,X AAUGATCOTOAAGA

1{ AGTTGHGET WOTAAGAT
‘ ?‘ﬁ Mvum

¢ ~3A‘U{.- .A;’X{“LUL 5 i
TTGGGAAUCOGGASOTEAAT
H;{ kY "§nT f’%{éf \\ Ss{s( AAUAAUGT

. ; HoGL 3\€1 \E ALCA \ AT \LTUFYUE FL AGTGY, \k
ol ”‘X{'?‘”f'“i}’x{?{'*{“‘{"*?\(”f” ACTTCAAGAATTOVTGTAGUACCGUOTACATACOTOOMN
(RN { L‘\}U.Yi #11 e .'\’ff xfh AT \:‘Hizh tsiisi( HA{(U

AACGCL \(ti '& st'.(vf GG (
AUATGTTOTTTOUTGO (:i

GOUCGATTCAY
(}T{j AL ‘i{f(‘

AC‘%‘{“{"{‘} ERN \u}‘;\( CGOUCAT
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(continuacién)
ATATGCCAAGTACGUCCCCTATTGACOTCAATGACOOTAAATGOCCCGOUTGHC
ATTATOCCCAGTATCATG, '3& T TATGGOATTITOOTACTTGOUAGTACATOTALGY
ATTAGTCATCLCTATT, GATGCGOTTTTGGCAGTACATCAATGOGLG
TOGATAGCOGOTTTGALTC ‘\\( GUOUATTTCCAAGTOTCCACCCCATTGACOTCAA
TGGGAGTTTOTTTTGUCACCAAAATCAACGGLACTTTOCAAAATOTCOTAAMD AA
CTCCGUCCCATIGALCGCAAATGOGOOOGTAGUUGTG TACOGGAATTCOUALGTOHOLTG
AGCCUTCAGATOCTGUATATAAGUAGCTCOTTTTIGCUTGTACTGLGTOTCTCTG

Tabla 20
Lider _R11- Bisagra-CD28tm/41BB-Z-T2AtEGFR (SEQ ID NO: 48)
Lider
MLLLVTSLLLOELPHPAFLLIP
ScFy RH
OSVEESEGRLVTTAGNLTLTUTASGERINDYPISWVRQAPGRGLEWIGFINSGORTW
YASWVRORPTISETSTIVRLAMISLUTTDODTATYFCARGY STYYGROENIWGPGTLNVT
BSGGGGHGGGLGSOGGOSELVMTOTPSRTSGAVGGTVTINCQASQRIDSER LAWEQQ
KPFGOPPTLLIYRASKLASGVPSRFSGSREGTEYTLTISGVOREDAATYYULGGYGNY
SYRTSFGGGTEVVWE

Espaciador/bisagra

ESKYGPPOPRCT

CIRRim

MEFWVEVVVGUGVYLAUYSLLVTVAFUFWY

$-IBR

EROREKLLYIFRKQPEMRPVOTTQEEDGCSCRFPEEREGGCEL

CP3zeta
RVEFSRSADAFAYQOQOONQLYNELNLGERREEYDVLDRKRRGRDPEMUGGRK FRRENT
QEGLYNELQRKDEMABAYSEIGMRKGERREGRGHDOGLY QUL TATRDTY DALHMOQ
T

EEGGOGEGRGSLLTCGDVEENPGPR
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(continuacién)

EGFR

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPREVONGIGIIEFRDSLSINATNIK HFKNCTSISGDLH]
LPVARRGDSETHTPPLDPOELDILK TV EITGFLLIDAWPENRTDLHAFENLENRGRT
KOHGOFSLAYVALNITSLOLRSLKEISDGDVISONKNLOY ANTINWEKLFGTSGOK
TRESNRGENSCRATGOVOHALCSPRGU WG PEPRDOVSCRNVERGRECVDEONLLE
GEPREFVENSECIOUHPECLPOAMNITC TGRGPDNCIOC AHYIDGPHOVETCPAGVM
GENNTLVWR Y ADAGHVCHLOHPNCTYGOTGROLEGOFINGPRIPSIATGM VG ALL
LLLVVALGIGLEM

yos

Tabla 21
Espaciador intermedio (SEQ ID NO: 49)
Bisagra/espaciador
ESKYQRPOIPCD
CH3
GOPREPOVYTLIPSQEEMTKNQVSLTE

LVKOGFYPSDIAVEWE SNGQPENNYRTTIPP

YLDSDOGSFFLYSRLTVDKSREWQEGNVE ‘ﬁ;df:»» VMHEALHNHYTORSLELSLGK

Espaciador largo (SEQ ID NO: 50)

Bisagra
ESKYGPPOPPCR
CH2
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Tabla 22: Constructo de Her2 - espaciador corto (SEQ ID NO: 54)
GMCSFss-Her2scFv-bisagra de 1gG4-CD28tm-41BB-Zeta-T2A-EGFRt

5 Lider

Algctciooipsissoaagusiistscioiutsastiicousicesarcaticooctaaicges

SEEHERTEG B R I fe R e rfag“"i{‘}i:“ii’?{?@“‘

satacigotghget

REHRICORE R

e aagﬂ‘i fesety igaﬁcaitdgu\&*‘ LR st et faeigiong

cragrtzgagatcasageoagtag :,‘.umi g,-z‘s:h'c BEEROCY

AR AT LAt o) -y e
ERTATG

LI sgctfcfﬂwmﬁu\s‘tm mgﬁ ST ICHO TR S QUEORICAR AUOTO R R OTRARE: ;‘» ;-t: Rretgraag

tealty fache

OB ERCHCRI ‘:1&\.1&323&@ ot

‘iit?f&iix,d RIS

Wekalgotatgoaoa

Y

10
Espaciador de bisagra

{HEORCHA SINCRERCOROUCIgUaTeRCH goTet
CR R
stgtieigaeiaotgn

g Cgtgpeciicaioatoing
4188

o

cotgtatataticanacaacosi s gagacragiacasacioicaagagaaa g groiglage

3

TR AR
fLC‘CQiﬁﬁC
TR seta

Cragt gea gHcaguagai Lo SO e SUOCUEUCIICCARLN LEROUAERCAEOIZINCAVERETI QURCUI g RROAE

pedioyas

SHFRA IRadanguay g,_‘ angig

g sasiee s ie g Eala SOLE RS L EOT RSO e I EU R EraR gUCIC SECE DR £RITC

S TN R T Rt

S T ST SE IR BT R i D B TS LR R ARG AT BN S DA EE R U Rt o S P e R LM LN S

EHO REOCTIRICA R SO S ICCACNECACOHR R ST A0 CIRO Rt ECNCT GLACRZORESULUT RO

CNEE iy R s o] R
SR g R rargeaniUOl g oo

i
L

R‘n “‘? L(i?iﬂnidnl -.20{93‘(: SIS ‘-ﬁﬂ.d»ﬁ

ol ggoaiagg gehmciooiiCacacaiacivaioniatygaiCoatagesy mI::sizﬂ;z!mvaams,c ‘1“49\{@@&:

SoRgEe i pCiE IR g EONE RO ERHARCA ZRACERRCCITRAtEOC AR ANCOTLERAHIC AU gRERTRZINCT

magorasdgEica *tme::&. gragicgiragorbiasoaiacatorigmatthoget dca:sgyxg‘x&ﬁxi’%gi i Wé\g,:;

HE
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Tabla 23
Constructo de Her2 - espaciador intermedio (SEQ ID NO: 55)
Lider
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) ‘“"ig 3“‘ I 9
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geegte ﬁmaf? . g
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(continuacién)
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Tabla 24

Constructo de Her2 - espaciador largo (SEQ ID NO: 56)

Lider
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(continuacién)
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REIVINDICACIONES
Un polipéptido de receptor quimérico que comprende:

a) un dominio de unién a ligando, en el que el dominio de unién a ligando se une a un ligando, en el que el dominio
de unién a ligando es un fragmento variable de cadena sencilla que se une especificamente a CD19 y en el que el
dominio de unién a ligando comprende la secuencia de aminoacidos:
DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTIS
NLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTKGEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSG
VSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYG
GSYAMDYWGQGTSVTVSS;

b) un espaciador de una longitud que es especifica para el ligando, en el que el espaciador proporciona proliferacién
de células T y/o produccién de citocinas aumentadas en respuesta al ligando cuando se compara con un receptor
quimérico de referencia, en el que el espaciador tiene una longitud de 15 aminoacidos 0 menos y comprende la
secuencia de aminoacidos ESKYGPPCPPCP;

¢) un dominio transmembrana, en el que el dominio transmembrana comprende la secuencia de aminoacidos:

MFWVLVVVGOVLACYSLLVIVAFUFWY 46 yn dominio transmembrana de CD28: y

d) un dominio de sefializacién intracelular, en el que el dominio de sefializacién intracelular comprende el dominio
de sefalizacién de CD3 zeta y el dominio de sefializacion de 4-1BB, en el que el dominio de sefalizacion
intracelular comprende la secuencia de aminoacidos:

KRGREXLUYIFKOQPFMRPVOTTQEREEDGCSURFPEEEEGGCELRVKFSREADAPAY QOGO
ROLYNELNLGRREEYDVLDEKRRGRIPEMOGGRPRRENPQEGLY RELOKDEMARAYSE
OMRKGERRRGKOHDGLY QUGLSTATEDTY DALHMOALPPR.

El receptor quimérico de la reivindicacion 1, en el que el espaciador tiene una longitud de 12 aminoacidos.

Un vector de expresién que comprende un acido nucleico de receptor quimérico aislado que codifica para un

polipéptido de receptor quimérico de la reivindicacidén 1 o la reivindicacién 2, en el que el vector de expresién es un
vector de virus del simio 40, un vector de adenovirus, un vector de virus adenoasociado (VAA), un vector lentiviral o
un vector retroviral.

4.

El vector de expresiéon de la reivindicacién 3, que comprende ademas un polinucleétido que codifica para una

secuencia marcadora; opcionalmente en el que la secuencia marcadora es un receptor de factor de crecimiento
epidérmico truncado que tiene la secuencia de aminoacidos:

5.

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPREKVONGIGIGEFKDSLAINATNIKHERNCTSIAGDLHILPY
AFRGDSFTHTPPLDPOELDILKTVEEITGFLLIGAWPENR TDLHAFENLEHRGRTR QHOQF
SLEAVVSLNITSLOLRSLKEISDUGDVHSGNKNLOY ANTINWKKLFGTSGOK TRISNRGENS
CRATGOVOCHALCSPEGUWGPEPRDOVSCRNVERGRECVDRONLLEGEPREFVENSECH)
CHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHOVKTCPAGYMGENNTLVWKY ADAGH
VUHLCHPRCTYGCTGPOLEGUPTNGPRIPSIATOMVGALLLLLVVALGIGLEM.

El vector de expresién de la reivindicacién 4, en el que el polinucleétido que codifica para la secuencia marcadora

esta operativamente unido a un polinucleétido que codifica para una secuencia de ligador; opcionalmente en el que la
secuencia de ligador es una secuencia de ligador escindible T2A que comprende la secuencia de aminoacidos
LEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPR.

6.

El vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en el que el vector de expresion codifica un

polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos:
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MELLVTSLLLCELPHPAFLLIPDIQMTOQTTSSLSASLODRVTISCRASQDISKYLNWY QOK
PORGTVRKLLIYHTSRLHSGVESRESGEGRGTDY SLTIENLEQEMATYFOQOQGNTLIY TGO
GTRLEITGSTSGSGRKPGSGEGSTRKGEVRE LQESGPGLVAPSQALSVTOCTVSGVSLPDYGVE
WIRQPPREKGLEWLGVIWGSETTY YNSALKSRLTHKDNSKEQVFLKMNSLOTDRTAIYYC
ARHYYYOOUSY AMBDYWGQG TSV TVESESKY GPPCPRUPMEWVEVYVGUVLAUYSLINVT
VAFHFWVRKRGREKLLYIFKQPFMRPVOTTOEEDGUSCRFPEEEEGUUELRVKFSRSADA
PAYDQOQUGONQLYNELNLORREEY DVLDKRRGRDPEMGGR PRRENPOEGLYNELQRKDEM

COGDVEENPGPRMLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPRRVONGIGIGEFRDSLEINATNIKHERNC
TSHRGDLHLPVAFRGDSFTHTPRLDPQELDILKTVREITGPLLIQAWPENR TDUHAFENLEY
IRGRTROHGOFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVHSUONKNLOYANTINWKKLFGTIGO
KTKESNRGENSCKATGOVCHALCSPEGCWGPEFRDCVSCRNVSRGRECYDRONLLEGE
PREFVENSECIQUHPECLPGAMNITCTGRGPDNCQQUAHYIDGPHOVKTCRPAGVMGENNT
LYWRYADAGHVCHLCHPNCTY GUTGPGLEGCRTNGPRIPSIATOMVOGALLLLLVVALQGI
GLEM.

7. Una célula huésped que comprende un polipéptido de receptor quimérico de la reivindicacién 1 o la reivindicacion
2 o un vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6.

8. La célula huésped de la reivindicacién 7, en la que la célula huésped es una célula T autéloga o alogénica.

9. La célula huésped de la reivindicacién 7 o la reivindicacién 8, en la que la célula huésped es una célula T expandida,
opcionalmente en la que la célula T es expandida in vitro.

10. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en la que la célula huésped es un linfocito
transformado o transducido.

11. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 7-10, en la que la célula huésped es una célula de
linfocito T citotoxico CD8+.

12. La célula huésped de la reivindicacion 11, en la que la célula de linfocito T citotéxico CD8+ se selecciona del grupo
que consiste en células T CD8+ virgenes, células T CD8+ de memoria central, células T CD8+ de memoria efectora y
células T CD8+ a granel.

13. La célula huésped de la reivindicacién 12, en la que la célula T de memoria central es positiva para CD45RO+,
CD@2L+y CD8+.

14. La célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 7-13, en la que la célula huésped es una célula de
linfocito T cooperador CD4+.

15. La célula huésped de la reivindicaciéon 14, en la que la célula de linfocito T cooperador CD4+ se selecciona del
grupo que consiste en células T CD4+ virgenes, células T CD4+ de memoria central, células T CD4+ de memoria
efectora y células T CD4+ a granel.

16. La célula huésped de la reivindicacién 15, en la que la célula T CD4+ virgen es positiva para CD45RA+, CD62L+
y CD4+ y negativa para CD45R0O,

17. Una composiciéon que comprende una célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 7-16 en un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. La composicién de la reivindicaciéon 17, que comprende una célula huésped de célula T CD4+ y/o una célula
huésped de célula T CD8+.

19. La composicidn de la reivindicacion 17, que comprende la célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones
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11-13 y la célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 14-16.

20. La composicién de la reivindicacién 17, que comprende una preparacion celular que tiene la célula de linfocito T
citotoxico CD8+ de una cualquiera de las reivindicaciones 11-13 y/o una preparacion celular que tiene la célula de
linfocito T cooperador CD4+ de una cualquiera de las reivindicaciones 14-16.

21. Una célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 7-16 o una composiciéon de una cualquiera de las
reivindicaciones 17-20 para su uso en el tratamiento de cancer.

22. La célula huésped o la composicién para su uso segun la reivindicacién 21, en la que el cancer es un tumor sélido
0 una neoplasia maligna hematolégica.

23. La célula huésped o la composicién para su uso segun la reivindicacién 21 o la reivindicacién 22, que comprende
administrar una preparacién celular que comprende la célula de linfocito T citotéxico CD8+ de una cualquiera de las
reivindicaciones 11-13 y administrar una preparacién celular que comprende la célula de linfocito T cooperador CD4+
de una cualquiera de las reivindicaciones 14-16.

24. La célula huésped o la composicidn para su uso segln la reivindicacion 23, en la que se coadministran la
preparacién celular que comprende la célula de linfocito T citotdxico CD8+ de una cualquiera de las reivindicaciones
11-13 y la preparacidén celular que comprende la célula de linfocito T cooperador CD4+ de una cualquiera de las
reivindicaciones 14-16.
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Figura 17
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